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RESUMO

PEREIRA, Beatriz Ticiani Vieira Pereira. Producao e modificagcao da levana de
Bacillus subtilis natto para aplicagao na area da saude. 2024. 96 p. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A levana, exopolissacarideo de frutose sintetizado pelo Bacillus subtilis natto, é
reconhecida por suas diversas propriedades e aplicagdes biotecnoldgicas. Apesar da
levana apresentar varias bioatividades relacionadas a sua estrutura, modificagbes
quimicas, como a sulfatagdo podem potencializar ou agregar novas atividades
bioldégicas a essa macromolécula. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi produzir,
modificar por sulfatacao e avaliar a atividade antiviral, anticoagulante e antioxidante
da levana nativa e das amostras sulfatadas. Um planejamento fatorial Box-Benhken
3% incompleto, com as variaveis tempo de fermentacao (h) (X1), concentragcdo de
sacarose (g/L) (X2) e o pH inicial (X3) foi realizado para avaliagdo da biomassa,
consumo de sacarose e da producdo de levana. A levana produzida na melhor
condicao foi submetida a dois processos de sulfatacdo, com diferentes propor¢des do
complexo triéxido enxofre-piridina. A levana nativa e as amostras sulfatadas foram
testadas quanto a agado antiviral, contra o Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1);
anticoagulante, frente ao ensaio de tromboplastina parcial ativado (KPTT) e tempo de
protrombina (TP) e e antioxidante pelo método de DPPH. Os resultados mostraram
uma producdo de levana de 26,86g/L em 24h, 200g/L de sacarose e pH 7,0. As
variaveis concentragao de sacarose e pH foram significativas, demonstrando que alta
concentracao de sacarose e o pH proximo do neutro favorecem a producgao de levana.
O grau de substituicao (DS) foi de 1,36 e 1,37 para a levana sulfata 1 e a levana
sulfatada 2, respectivamente. O processo de sulfatacdo melhorou a resisténcia
térmica da levana, com o aumento da temperatura de carbonizacdo de 578°C para
740°C, podendo ser util para os processos industriais. A atividade antiviral da levana
aumentou com a sulfatagdo exaustiva, diminuindo a concentragao inibitéria de 50%
(ICs0) em 57%. As amostras sulfatadas prolongaram o KPTT de acordo com a
concentragcao, enquanto a levana nativa ndo apresentou a atividade anticoagulante.
Além disso, atividade antioxidante aumentou em 52% com a sulfatagdo. Esses
resultados demonstraram que o processo de sulfatagao potencializou a agao antiviral,
anticoagulante e antioxidante da levana e esses dados podem contribuir para a
criacdo de novas metodologias terapéuticas para a area da saude.

Palavras-Chave: Frutana; Sulfatagdo; Atividade anticoagulante; Atividade antiviral,
Atividade antioxidante; Novo tratamento.



ABSTRACT

PEREIRA, Beatriz Ticiani Vieira. 2024. Production and modification of levan from
Bacillus subtilis natto for application in health area. 2024. 96 p. Dissertation
(Master’s in Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina, 2024.

Levan, exopolysaccharide of fructose synthesized by Bacillus subtilis natto, is
recognized for its diverse properties and biotechnological applications. Despite
presenting various bioactivities related to its structure, chemical modifications such as
sulfation can potentiate or add new biological activities to this macromolecule. Thus,
the aim of this study was to produce, modify by sulfation, and evaluate the antiviral,
anticoagulant, and antioxidant activity of native levan and sulfated samples. An
incomplete Box-Benhken 32 factorial design, with the variables fermentation time (h)
(X1), sucrose concentration (g/L) (X2), and initial pH (X3), was conducted to evaluate
biomass, sucrose consumption, and levan production. Levan produced under the best
condition was subjected to two sulfation processes with different proportions of the
sulfur trioxide-pyridine complex. Native levan and sulfated samples were tested for
antiviral activity against Herpes simplex virus type 1, anticoagulant activity using the
activated partial thromboplastin time (KPTT) and prothrombin time (PT) assays, and
antioxidant activity by the DPPH method. Results showed a levan production of
26.86g/L in 24h, with 400g/L of sucrose and pH 7.0. Sucrose concentration and pH
were significant variables, indicating that increasing sucrose concentration and
maintaining pH close to neutral favored levan production. The degree of sulfation (DS)
was 1.36 and 1.37 for sulfated levan 1 and sulfated levan 2, respectively. The sulfation
process improved the thermal resistance of levan, increasing the carbonization
temperature from 578°C to 740°C, which could be beneficial for industrial processes.
Antiviral activity of levan increased with exhaustive sulfation, reducing the IC50 by
57%. Sulfated samples prolonged concentration-dependent KPPT, while native levan
showed no anticoagulant activity. Additionally, antioxidant activity increased by 52%
with sulfation.These results demonstrate that the sulfation process enhanced the
antiviral, anticoagulant, and antioxidant action of levan, providing insights for the
development of new therapeutic methodologies in the healthcare field.

Key-words: Fructan; Sulfation; Anticoagulant activity; Antiviral activity; Antioxidant
activity; New treatment.
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1 INTRODUGAO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo macromoléculas bioldgicas
sintetizadas por diferentes espécies microbianas reconhecidas pelas suas inumeras
propriedades e aplicagdes biotecnolégicas. A levana, por sua vez, € um EPS
polimerizado pela enzima levanasacarase (E.C 2.4.1.10) e formado de residuos de [3-
D-frutofuranosil, unidos por ligagdes glicosidicas B-(2—6) e com ramificagdes [3-
(2—1). A producédo pode ser realizada por diferentes espécies microbianas, mas
estudos demonstraram que a bactéria Bacillus subtilis natto € um dos microrganismos
mais eficientes para o processo de sintese. A cepa de B. subtilis natto é utilizada no
preparo da soja fermentada, alimento tradicional do Japdo conhecido comercialmente
como Natto.

Semelhante a outros polissacarideos, as atividades biolégicas da
levana, como a solubilidade em agua e dleo, resisténcia a tragdo, boa estabilidade a
temperatura e a capacidade de formar filmes estdo diretamente relacionadas com a
sua estrutura quimica. Como esses biopolimeros com bioatividades possuem a
origem microbiana e a possibilidade de aplicagao industrial, metodologias estatisticas
podem ser aplicadas para a avaliagao e identificagdo de parametros significativos e a
otimizacao de parametros fermentativos, resultando no aumento da producgao final.

As modificagcdes quimicas, que sdo realizadas para a adicao de
grupos funcionais na cadeia polissacaridica, além de favorecer alteragdes estruturais
e conformacionais e o aumento da cadeia e massa molecular, podem intensificar e/ou
agregar novas bioatividades. Dentre as modificagcbes quimicas que podem
potencializar as funcionalidades bioldégicas dos polissacarideos, destaca-se a
sulfatacdo. Esse processo envolve a substituicdo dos grupos mais reativos, das
unidades monomeéricas por grupos sulfato (-SOsH) através do uso de um solvente
organico e um agente sulfatante, para a promogao da atividade antimicrobiana,
anticoagulante e antioxidante.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo produzir a levana de B.
subtilis natto variando o tempo de fermentacao (h), concentracdo de sacarose (g/L) e
o pH inicial e a partir da melhor condi¢ao, sulfatar a levana com duas proporc¢des do
agente sulfatante complexo trioxido de enxofre-piridina e avaliar a atividade antiviral,
contra o Herpes simplex virus (HSV-1); anticoagulante, a partir do tempo de
tromboplastina parcial ativado (KPTT) e tempo de protrombina (TP) e antioxidante,



pelo ensaio de DPPH para explorar suas potenciais aplicagdes na area da saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir a levana de Bacillus subtilis natto, modificar a sua estrutura

quimica e avaliar as propriedades biologicas para a aplicagdo na area da saude.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar por um planejamento Box-Behnken 32 incompleto a influéncia
do tempo de fermentagao (h), concentragcdo de sacarose (g/L) e do pH inicial na
producao de levana por Bacillus subtilis natto;

Modificar quimicamente a levana por sulfatacdo, com diferentes
propor¢des do agente sulfatante para a obtencdo de amostras sulfatadas com grau
de substituicao (DS) diferentes.

Caracterizar a levana nativa e as amostras sulfatadas por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e
Termogravimetria (TG);

Verificar a atividade antiviral contra o Herpes simplex virus tipo 1
(HSV), anticoagulante frente aos ensaios do tempo de tromboplastina parcial ativado
(KPTT) e do tempo de protrombina (TP) e antioxidante pelo método DPPH da levana

nativa e das amostras sulfatadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEVANA: ESTRUTURA, PRODUCAO E PROPRIEDADES BIOLOGICAS

A levana, exopolissacarideo (EPS) de frutose produzido pela enzima
levanasacarase (E.C 2.4.1.10), & constituido de residuos de 3-D-frutofuranosil unidos
por ligagdes glicosidicas B-(2—6) e com ramificagbes B-(2—1) (AGARWAL et al.,
2023). Algumas variagdes estruturais, como o nivel de polimerizagdo, grau de
ramificacdo e o numero de unidades de frutose adicionadas na cadeia polissacaridica
podem ser encontradas de acordo com o microrganismo produtor, fonte enzimatica e
as condicdes do cultivo. Essas alteragbes podem interferir nas propriedades e, por
consequéncia, aplicagdes da levana (HAN, 1990; MARTINEZ-FLEITES et al., 2005).
A Figura 1 mostra a estrutura quimica da levana, com as unidades de frutose unidas

a partir das ligagdes glicosidicas B-(2—6) e das ramifica¢des p-(2—1).

Figura 1 — Estrutura Quimica da Levana.

CH,OH
o O o O—] o OH
.. o L.
H,OH
OH CH,0 | OH OH CH:OH
I
- O O
OH CH,OH

Fonte: Domzal-Kedzia et al. (2023).

A levana pode ser produzida de duas formas; (1) pelos
microrganismos, por fermentagdo submersa e (2) pela enzima isolada, com a
disponibilizagdo da sacarose como substrato (SIQUEIRA; ONER, 2023; SRIKANTH
et al., 2015). Assim, a levana de origem microbiana pode apresentar diferenca na

estabilidade e funciona como fonte de armazenamento para os carboidratos (ONER;
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HERNANDEZ; COMBIE, 2016). A estrutura, dessa forma, pode ser classificada de
acordo com o seu peso molecular em levana (até 3.000kDa) ou frutooligossacarideos
(FOS) (10-33kDa) (CASTREJON-CARRILLO et al., 2024; JALAN et al., 2013).

Varias cepas bacterianas foram descritas como produtoras, incluindo
Pseudomonas spp., Acetobacter pasteurianus, Aerobacter levanicum, Leuconostoc
mesenteroides, Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa e Bacillus amyloliquefaciens
(GHALY et al., 2007). Além disso, B. subtilis natto, um microrganismo utilizado no
preparo da soja fermentada Natto, também demonstra eficiéncia na sintese da levana
(MELO et al., 2015). Assim, as bactérias Gram-positivas produzem, principalmente, a
levana, sem o acumulo de cadeias intermediarias, enquanto as Gram-negativas
sintetizam grandes concentragées do FOS (SHAYOUN et al., 2024).

A produgao ocorre pela agado da enzima levanasacarase, que catalisa
a hidrélise da sacarose (na ligagao B-(1—2), transfrutosilagdo e a polimerizagcado da
frutose (LI; SEO; KARBOUNE, 2015; SRIKANTH et al., 2015). O intermediario frutosil-
levanasacarase (frutosil-LS) transfere o residuo de frutose para agua (hidrélise) ou
outra molécula aceptora (reacdo de aceptor), que pode atuar como substrato e
produto da reagdo (mecanismo ping-pong). Com a influéncia da sacarase, pode ser
formada a neocestose, 6-cestose e a 1-cestose. A partir da 6-cestose € sintetizada a
6,6-nistose e a levana (CHAMBERT; TREBOUL; DEDONDER, 1974; SANTOS-
MORIANO et al., 2015). A Figura 2 mostra as rea¢des enzimaticas da levanasacarase
a partir do intermediario frutosil-levanasacarase, com a hidrélise para a formagao da

frutose e a transfrutosilagcao para polimerizagao dos FOS e da levana.
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Figura 2 — Reacdes Enzimaticas para a Sintese da Levana e FOS.
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Fonte: Mantovan (2016).

Varios fatores, como a composi¢ao quimica do meio de fermentacao
(fonte de carbono e nitrogénio), tempo de fermentagao, pH inicial e a taxa de agitagao
e aeracdao podem interferir no processo e rendimento da producdo de levana. A
sacarose no meio de cultura é crucial, visto que a sintese nao foi observada em outros
meios contendo a glicose ou a frutose como fonte de carbono (ANANTHALAKYSHMY;
GUNASEKARAN, 1999). O pH também é um fator importante para a polimerizagao
da levana e a faixa ideal de pH para a atividade enzimatica da levanasacarase € de
5,0a 7,0 (LIU et al., 2017).

Assim, planejamentos estatisticos podem ser empregados para a
identificacdo das condicdes ideais de operacéao e a otimizagao do processo de sintese,
visando a redug¢do dos custos de producdao e o aumento do rendimento do EPS
produzido por fermentacao. Apesar da abordagem mais eficaz envolver a otimizacao
de um fator por vez, modelos experimentais, como a metodologia de superficie de
resposta (MSR) e o planejamento composto central (CCD) permitem a avaliagao da
interacao entre diferentes parametros e fatores e a identificacdo de variaveis
significativas e condi¢cbes 6timas para os bioprocessos (BOUALLEGUE et al., 2020).
A Tabela 1 exibe planejamentos estatisticos empregados para a sintese de levana por

diferentes espécies microbianas.



Tabela 1 - Planejamentos estatisticos para a produgéo

especies microbianas.
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da levana por diferentes

Autores Microrganismo Meio de Cultivo e Producao
Condicao
Oliveira Zymomonas Trés planejamentos fatoriais O primeiro planejamento, a
et al. (2007) mobilis (ATCC completos; (1) 3% com condi¢ao 6tima foi de 250g/L
31821). sacarose (g/L) e tempo de de sacarose e 24h, com

fermentacéo (h) (2) 2*' com
extrato de levedura,
KH2POy, (NH4)2:S0s e
MgSOQOs4 (g/L) e (3) com fontes

renovaveis.

26,68g/L de levana. O
segundo planejamento, o
de

possuiam efeito

extrato levedura e
KH2PO4
positivo, com 20,20g/L de
levana. @] terceiro
planejamento, a cana-de-

agucar foi eficiente na

polimerizagéo, com 15,00g/L

de levana.

Bersaneti

B. subtilis natto

Planejamento Box-Behnken

A condicao 6tima foi de 50

et al. (2017) (CCT 7712). 2® com sacarose (g/L), g/L de sacarose, 35°C e 26h,
temperatura e o tempo de com 69,80g/L de FOS e
fermentacéo (h) na produgcao 44,20g/L de levana.
da levana e do FOS.
Bouallegue B. subtilis. Dois planejamentos A condigdo 6tima foi de
et al. (2020) estatisticos; (1) Plackett- 162,5g/L de sacarose, 10g/L
Burman estabelecimento de peptona e pH 7,0, com
das variaveis significativas e 7,88g/L de levana.
(2) Box-Behnken 3* com a
sacarose e peptona (g/L) e o
pH inicial.
Hertadi, Bacillus Planejamento Box-Wilson 2° A condicédo otima foi de
Permatasari licheniformis com sacarose (%), 36°C, pH 7,0 e 12% de
e BK1 e BK2. temperatura, pH inicial na sacarose para BK1 e de

Ratnaningshi
(2021)

producao da levana pela

enzima levanasacarase.

32°C, pH 80 e 12%

sacarose para BK2.
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A levana possui diferentes propriedades bioldgicas relacionadas com
a sua estrutura, como a solubilidade em agua e 6leo e insolubilidade em quase todos
os solventes organicos, retengao de agua, resisténcia a tragao, baixa viscosidade,
compatibilidade com sais e surfactantes, boa estabilidade a temperatura (ponto de
fusdo proximo de 225°C), formacéo de filmes e a agdo imunomodeladora e prebidtica
e por isso, pode ser utilizada na industria alimenticia como agente emulsificante,
estabilizante e espessante e na farmacéutica no controle da liberacdo de
medicamentos em emulsdes tépicas e cosmecéuticas (BECKERS et al., 2005;
DOMZAL-KEDZIA et al., 2023; LIl et al., 2016; SRIKANTH et al., 2015).

Bersaneti et al. (2019) avaliaram a atividade prebidtica da nistose
produzida pela enzima levanasacarase de B. subtilis natto e desenvolveram filmes de
amido comestivel para a criagao de um novo produto com propriedades funcionais. A
acao prebidtica foi verificada pela produgdo de biomassa de Bifidobacterium e
Lactobacillus spp. no tratamento com os filmes contendo a nistose e o amido. A
reducao de pH, foi relacionada com a producdo de acido lactico e acido acético e
proporcional com o crescimento microbiano. Com isso, a adigao da nistose em filmes
de amido comestivel poderia oferecer a industria alimenticia a oportunidade de
produzir um produto com maior valor agregado e de baixo custo.

Xu et al. (2022) produziram a levana (Cata-lev) pela enzima
levanasacarase BM-2 recombinante e avaliaram os efeitos da adigao de Cata-lev no
iogurte endurecido. A macromolécula era composta basicamente por agucares e
possuia a estrutura porosa, distribuicado uniforme e boa estabilidade térmica. Devido
a capacidade dos polissacarideos de se associarem com as moléculas de agua,
houve a reducgao da fase coalhada e a melhora da sensacédo do sabor do iogurte.
Essas caracteristicas sdo essenciais para a composi¢ao dos produtos lacteos. A
adicdo de 0,2-0,5% de Cata-lev também poderia favorecer o crescimento de
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus trermophilus, que sao benéficos para a
saude humana.

A manipulagdo da microbiota intestinal € uma alternativa promissora
para a promoc¢ao da saude e a prevencao de diferentes doencas. As enzimas -
frutofuranosidades, produzidas e secretadas pelas bactérias hidrolisam a levana em
FOS ou unidades de frutose, que podem entdo ser fermentadas. O processo de
fermentacdo causa a acidificacdo do ambiente, reducdo do pH do sistema

gastrointestinal e 0 aumento de populagdes bacterianas benéficas, como Lactobacillus
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e Bifidobactérias (HANDY et al., 2018).

Kim et al. (2020) prepararam hidrogéis utilizando a levana comercial
da Real Biotech (Qingdao, CN) e o alcool polivinilico (levana-PVA), com o
glutaraldeido como agente reticulante e observaram a capacidade de capturar e
recuperar patdogenos a partir desse novo hidrogel. Como a levana e o PVA possuem
grande quantidade de grupos hidroxila, ha a formacao de ligagdes de hidrogénio e de
uma mistura homogénea. Os hidrogéis de levana-PVA expressaram maior resisténcia
a tracao e alta adsorgéo de agua, em razao da regiao hidrofilica dos biopolimeros. A
adicao da levana resultou no aumento da capacidade de interacdo com as estruturais
virais do virus Influenza, quando comparado com o algodao (controle). A RT-PCR
confirmou a eficiéncia da captura de 43,75% para os hidrogéis de levana-PVA e de
26,75% para a gaze (controle). Os hidrogéis de levana-PVA sao formados por
matérias simples e economicamente viaveis e poderiam ser aplicaveis na captura de
microrganismos e diagnostico de doengas.

Wang et al. (2022) produziram um filme com a levana produzida pela
levanasacarase de Escherichia coli BL21 recombinante e a quitosana (LE/CS) e
analisaram o efeito de diferentes proporcdes de levana nas propriedades estruturais,
fisicas, térmicas e mecanicas dos filmes blendados. Os filmes LE/CS apresentaram
melhor resisténcia a tracdo, desempenho mecanico e estabilidade térmica. A adicao
da levana melhorou a rigidez dos filmes e aumentou a absorc¢ao de luz UV e a barreira
contra a agua. Em seguida, os filmes LE/CS foram utilizados para a fabricacao de
embalagens para carne suina e preservaram a sua qualidade de maneira satisfatoria.
A combinacao da levana e quitosana poderia ser uma opg¢ao viavel para a confeccao
de embalagens, considerando que as convencionais sao fabricadas por polimeros
sintéticos derivados do petrdleo.

Em razdo das suas propriedades bioldgicas formadoras de filme, boa
resisténcia e permeabilidade ao oxigénio, sabor e odor neutro, biodegradabilidade e
atoxicidade, a levana € uma opcao viavel para a elaboragdo de filmes estaveis e
ecoldgicos voltados a industria alimenticia e farmacéutica. Todavia, como a levana é
considerada um biopolimero de alto custo, a inclusdo de outras moléculas, além de
aprimorar as caracteristicas estruturais, pode contribuir para a redugcao dos custos
finais de produgcdo (MANTOVAN et al., 2018; SRIKANT et al., 2015).

Wasilewski et al. (2022) produziram um extrato bruto rico em levana

e analisaram a influéncia da adigdo em formulagcbes cosméticas de géis para banho.
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O extrato apresentou a acado antimicrobiana contra Streptococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e E. coli, que
normalmente sdo encontradas na pele. Os protétipos demonstraram boa produgao
de espuma e a agao nao irritante, que é relacionada com a concentragéo do extrato
adicionado e a quantidade de levana presente em sua composi¢ao. Apesar do extrato
comprometer a capacidade do produto de emulsificar a gordura, a redugéo desse
parametro resulta na criagcdo de um cosmeético seguro em relagdo aos lipidios
encontrados na epiderme. O uso de moléculas microbianas em formulagdes
cosmeéticas segue a tendéncia mundial da produgédo de novos cosméticos naturais.
Os polissacarideos também podem ser aplicados na industria
cosmética para a criagao de novos cosméticos multifuncionais. A levana, além de
promover a proliferagdo de fibroblastos e queratinécitos, possui a atividade
antioxidante e a elevada retengdo de agua, devido a sua estrutura e a formagéo de
ligacbes com as moléculas de hidrogénio (BOUALLEGUE et al., 2020; DOMZAL-
KEDZIA et al., 2019). A avaliagdo de especialistas da Cosmetic Ingredient Review
(CIR), ainda, confirmaram que a levana € segura para a aplicagdo e o

desenvolvimento de formulagdes cosméticas (FIUME et al., 2016).

3.2 MODIFICACAO ESTRUTURAL DE EXOPOLISSACARIDEOS

As propriedades biolégicas dos exopolissacarideos (EPS) estado
diretamente relacionadas com a sua estrutura quimica. No entanto, alguns
polissacarideos podem apresentar limitagcdes de aplicagdo, como baixas bioatividades
e altos custos de produgao. Dessa forma, as modificagées quimicas aumentam e/ou
agregam novas atividades bioldgicas a partir da insercdo de grupos funcionais nos
grupos mais reativos da cadeia, como os grupos hidroxila (OH) (LI et al., 2015;
MUKHERJEE et al., 2022; XU et al., 2019). A sulfatagao (O-SOsH), fosforilagéo (-
POsHz), carboximetilagdo (*CH2COOH), acetilagdo (CH3COO") e selenizagédo (-
SeO2H), por exemplo, sdo reagdes quimicas utilizadas para as modificagbes
estruturais e biolégicas dos biopolimeros (PRASAD; PUROHIT, 2023; XU et al., 2019).
A Figura 3 mostra as trés possiveis regides de substitui¢cdo, pelos grupos sulfato (S)

na estrutura monossacaridica da levana.
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Figura 3 — Possiveis Regides de Substituigdo da Levana.
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Fonte: Domzal-Kedzia et al. (2023) modificado.

Embora os polissacarideos sulfatados naturalmente sejam
comumente encontrados na parede celular de algas marinhas, o longo periodo de
crescimento, baixa homogeneidade e o0s complexos processos de extragao
direcionam a pesquisa para a obteng¢ao de polissacarideos sulfatados quimicamente
(NIU et al., 2023). Na sulfatacdo podem ser utilizados diferentes solventes,
temperaturas, tempos de reacdo e propor¢cdes molares (WANG et al.,, 2018).
Geralmente, o EPS é solubilizado em um solvente organico, como o dimetilsulfoxido
(DMSO), dimetilformamida (DMF) ou a formamida e, em seguida, sdo adicionados o
catalisador e o agente sulfatante, como o acido sulfurico (H2S04), complexo tridéxido
de enxofre-piridina, complexo acido clorossulfénico-piridina ou o0 complexo triéxido de
enxofre-dimetilacetamida (ARLOV et al., 2021; LU et al., 2008; VASCONCELOQOS et al.,
2013). Por fim, a reagéo é neutralizada e a mistura reacional dialisada (LI; DAI; SHAH,
2017).

Apo6s a modificagdo quimica, o grau de substituicdo (DS) indica a
quantidade de grupos hidroxila que foram substituidos por grupos sulfato. Esse valor
pode ser diminuido e/ou aumentado de acordo com a propor¢ao molar do agente
sulfatante, temperatura e tempo de reacao, isto €, com os parametros utilizados
durante a reagcdo quimica (WANG et al., 2018). O método da Gelatina-Bario de
Dogson e Price (1962) € comumente utilizado para calcular o DS, onde os ions de
bario formam um precipitado com os grupos sulfato e o teor de enxofre (%) é calculado

por turbidimetria. Porém, também pode ser realizado por espectroscopia de
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fotoelétrons na regido de raio X (XPS), espectroscopia de raios X por energia
dispersiva e analisador elementar (NIU et al., 2023).

Na maioria das vezes, os polissacarideos sulfatados com o maior
valor de DS manifestam melhores propriedades biolégicas, como a atividade antiviral,
anticoagulante, antioxidante, antitumoral e imunomodeladora. Além disso, essas
macromoléculas apresentam baixa toxicidade, que proporcional com o valor de DS e
resulta em menores efeitos colaterais (LIU et al., 2019). Essas caracteristicas,
portanto, sdo adquiridas pela adicao de grupos sulfato na cadeia polissacaridica e
oferecem boas perspectivas farmacologicas para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas voltados para doencgas consideradas de importancia médica
(LU et al., 2021).

Jiang et al. (2014) sulfataram com o H2SO40s polissacarideos da fruta
logan (LP1) e avaliaram a atividade imunomodeladora e antitumoral in vitro do
biopolimero nativo (LP1) e do derivado sulfatado (LP1-S). Os espectros de FT-IR
confirmaram a sulfatagdo. Para a acdo imunomodeladora, LP1 e LP1-S aumentaram
a proliferacao de linfécitos, quando comparados com o LPS bacteriano (controle). De
maneira dose-dependente, LP1 e LP1-S estimularam a fagocitose e a sintese de NO
por macrofagos. No entanto, LP1-S mostrou maior produgdo do fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e da interleucina 6 (IL-6) por macréfagos. Para
a atividade antitumoral, LP1 e LP1-S inibiram o crescimento de células do carcinoma
nasofaringeo humano (HONE-1) em 14,7% e 42,16%, respectivamente. Como a
maioria dos farmacos voltados ao tratamento do cancer possuem efeitos
imunossupressores, a identificacdo de novas moléculas com a acédo antitumoral e
imunomodeladora € promissora.

Zhang et al. (2023) sulfataram com o complexo acido clorossulfénico-
piridina, em diferentes proporgdes o polissacarideo da planta Sagittaria trifoli (PST) e
observaram o potencial antioxidante, na eliminagdo dos radicais DPPH e hidroxila e
anticoagulante das amostras sulfatadas e do PST nativo, que é também é
naturalmente sulfatado. Os espectros de FT-IR demonstraram a adi¢do dos grupos
sulfato e o DS foi de 0,22 a 1,01. PST e os derivados sulfatados removeram os radicais
DPPH e hidroxila e a atividade antioxidante aumentou de acordo com a concentragao
da amostra testada. Para a atividade anticoagulante, o aumento do valor do DS
modificou a agdo pro-coagulante em anticoagulante. SPST-3 (DS 1,01) superou os

efeitos da heparina, enquanto o SPST-4 (DS 0,79) apresentou melhor capacidade de
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eliminacao dos radicais livres e por isso, outros parametros estruturais, além do DS,
podem afetar as propriedades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados.

Liu et al. (2019) sulfataram com o complexo trioxido de enxofre-
piridina o EPS da bactéria Lactobacillus plantarum WLPLO4 e analisaram a atividade
antioxidante do EPS nativo e da amostra sulfatada por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e em modelo de células do epitélio intestinal (CACO-2) tratadas com peroxido
de hidrogénio (H202), medindo o nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e malondiadeido (MDA) e das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT). Os espectros obtidos por
FT-IR indicaram a adi¢cdo de grupos sulfato e o DS foi de 0,33. O EPS nativo e a
amostra sulfatada apresentaram a atividade antioxidante in vitro. Para a viabilidade
celular ndo houve diferenca significativa entre as duas amostras, mas a amostra
sulfatada inibiu significativamente a produgdo de ROS e MDA e, por consequéncia,
aumentou a protecao contra o estresse oxidativo. A sulfatacdo, assim, pode ser uma
estratégia eficaz para o melhoramento das bioatividades dos polissacarideos.

Gamal et al. (2020) sulfataram com o acido clorossulfénico-piridina a
levana produzida pela enzima levanasacarase da bactéria Enterococcus faecalis
Esawy (KR758759) e verificaram a atividade antiviral da levana bruta (CL), levana
dialisada (DL) e do derivado sulfatado (SL) contra o virus da doenga de Newcastle em
embrides de galinha livres de patégenos especificos (SPR). A sulfatacdo foi
confirmada nos espectros de FT-IR. As trés amostras expressaram o efeito antiviral,
sendo de 95% para DL e de 90% para SL. A concentragao citotoxica de 50% (CC50),
concentracéo inibitoria de 50% (IC50) e o indice de seletividade (IS) foram de >300 a
500uL/ovo, 6 a 8uL/ovo e de 50 a 100, nessa ordem. A provavel acao antiviral da
levana esta relacionada com a sua propriedade de adesdo e, consequentemente,
obstrugao do sitio ativo de fusdo das glicoproteinas virais.

Como as reagoes de sulfatagdo ndo sao controladas, alguns fatores
podem modificar o padrdo de adicdo dos grupos sulfato. A medida que a condicao
acida hidrolisa as ligagdes glicosidicas, pode ocorrer a despolimerizagao parcial da
cadeia polissacaridica. As modificacdes, dessa maneira, nao exibem
regiosseletividade e originam um padrdao de substituicdo aleatorio ao longo da
estrutura dos polissacarideos. Contudo, os polissacarideos sulfatados podem ser
submetidos a reacdo de dessulfatacéo, para a formacao de padrdes de substituicdo

especificos e a sulfatacdo quimica dos polissacarideos sulfatados naturalmente pode
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proporcionar a sintese de derivados hipersulfatados, com diferentes propriedades
bioldgicas (ARLQV et al., 2021).

Se a estrutura nativa do polissacarideo sujeito a sulfatacdo for
conhecida, é possivel realizar diversas metodologias de caracterizagao estrutural. A
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) pode mostrar
picos em torno de 800-900 e 1000-1300cm-1, que correspondem as ligagcées S=0 e
C-0O-S, respectivamente. A ressonancia magnética nuclear (RMN) pode fornecer
informacgdes detalhadas, como as localizagdes preferenciais de substituicdo. Como as
reacoes de sulfatacdo sdo conduzidas com acidos e altas temperaturas, que podem
resultar na hidrolise das ligagbes a estimativa do peso molecular pode indicar a

distribuicdo e o tamanho da cadeia polissacaridica sintetizada (ARLOV et al., 2021).

3.3 INFECCOES VIRAIS

As infecgdes virais sdo as mais comuns entre as doengas e podem
ser causadas por diferentes tipos de virus, que possuem diversos tamanhos
microscopicos e formas morfolégicas. No entanto, como séo estruturalmente simples
e nao produzem energia, 0s virus so realizam o processo de replicagdo no interior de
células hospedeiras adequadas. Com isso, apds a adsorgao viral, o virus assume a
funcao das células infectadas e inicia o processo de replicagao viral em conjunto da
replicagao celular (DRONINA; SAMUKAITE-BUBNIENE; RAMANAVICIUS, 2021). O
Herpes simplex virus tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), por exemplo, sdo amplamente
distribuidos em todo o mundo, com a prevaléncia mundial de 67 e 13%,
respectivamente. Na maioria das vezes, os individuos sdo assintomaticos para a
doenca e transmitem o virus pela saliva ou secre¢des contaminadas. A maioria das
pessoas adquire o HSV-1 pela cavidade oral no inicio da vida, enquanto HSV-2 pode
ser caracterizado como uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST). As lesbes séo
mucocutaneas, com erupgdes vesiculares e prevalentemente encontradas na regiao
oral ou genital (WILMS, 2022).

Estruturalmente, o HSV apresenta o material genético protegido pelo
capsideo, que é formado por uma bicamada lipidica. O tegumento possui as proteinas
virais, envolve o capsideo e conecta o envelope com as glicoproteinas (KRISHNAN;
STUART, 2021; ZHU; VIEJO-BORBOLLA, 2021). Para a entrada do HSV nas células

do hospedeiro ocorre a ligacao entre as glicoproteinas virais e os receptores celulares,
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que desencadeiam mudangas conformacionais nas glicoproteinas do virus e a fusao
das membranas. Apos a fusdo, o material genético e as proteinas virais do tegumento
penetram o nucleo da célula-alvo e iniciam a replicagdo do genoma viral. O HSV
infecta as células epiteliais durante o processo infeccioso e permanece nos ganglios
da raiz dorsal (corpo celular dos neurénios), em estado de laténcia até a reativagao
(CONOLLY; JARDETZKY; LONGNECKER, 2021; ZHU, VIEJO-BORBOLLA, 2021). A
Figura 4 mostra a estrutura viral do HSV com o DNA, capsideo, tegumento, envelope

e as glicoproteinas.

Figura 4 — Estrutura do Herpes Simplex Virus (HSV).
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Fonte: Zhu e Viejo-Borbolla (2021) modificado.

O aciclovir, valaciclovir, fanciclovir, cidofovir e o foscarnet sdo os
agentes antivirais utilizados no tratamento sintomatico do HSV. Essas medicagdes,
analogas dos nucleosideos, inibem a replicagcdo do virus para o tratamento
sintomatico da infeccdo. Apesar de autolimitadas, as infec¢cdes refratarias
representam um problema de saude publica devido a resisténcia viral aos
medicamentos convencionais. O uso prolongado desses farmacos viabiliza o
aparecimento de novas variantes e o aumento incidental de cepas multirresistentes
em pacientes imunodeprimidos (SAND et al., 2021). Uma minoria de pacientes apos
a infecgao cronica também pode desenvolver neoplasias relacionadas aos quadros
virais, como o Sarcoma de Kaposi e o Linfoma ndao Hodgkin de Linfocitos B.
Anualmente, 1,4 milhdo de céanceres sdo induzidos por virus (SCHILLER; LOWY,
2020).

Os virus constantemente afetam a humanidade e varias pandemias

virais ocorreram ao longo da historia. De 1889-1890, a gripe asiatica causou cerca de
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1 milhdo de mortes em todo o mundo, enquanto de 1918-1920 a gripe espanhola
infectou mais de 50 milhdes de pessoas. Desde 1981, por outro lado, mais de 85
milhdes de pessoas foram infectadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
Em 2020, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) declarou a pandemia global para
o novo tipo de Sindrome Respiratéria Aguda Grave causada pelo Coronavirus-2
(SARS-CoV-2) (DRONINA; SAMUKAITE-BUBNIENE; RAMANAVICIUS, 2021). O
SARS-CoV-2 foi responsavel pela terceira pandemia viral do século 21 e segundo a
OMS, até 2023, ocorreram 6,8 milhdes de mortes (GAO et al., 2023). Os termos
endemia, surto, epidemia e pandemia representam a taxa prevista e a disseminagao
em areas geograficas de uma condi¢do de saude (PIRET; BOIVIN, 2021).

A propagagdao de patégenos acompanha, principalmente, a
velocidade e globalizagao de viagens e o comércio de animais e alimentos por todo o
mundo, ou seja, ocorre devido as atividades humanas e os seus efeitos no ambiente.
Sendo assim, além do desenvolvimento e da implementagdo de medidas nao
farmacéuticas para o controle da transmissao de agentes patogénicos, a identificagdo
de novas moléculas com atividade antimicrobiana de largo espectro e, especialmente,
antivirais viabilizam a criagdo de novas abordagens farmacoldgicas bem toleradas
para o tratamento das infec¢gées causadas por microrganismos de importancia médica
(PIRET; BOIVIN, 2021; SAND et al., 2021).

Malagoli et al. (2014) extrairam os galactanos sulfatados da parede
celular da alga vermelha Lithothanmnion muelleri e avaliaram a citotoxicidade e a
atividade antiviral da fracdo B1 e B2 (residuo da extragdo) contra o HSV-KOS
(sensivel ao aciclovir), HSV-1 e HSV-2 in vitro. As amostras eram compostas por
26,87-34,69% de acucares e 8,49-11,80% de enxofre e os espectros de FT-IR
indicaram a presenga de grupos sulfato. Diferentemente do aciclovir (controle), que é
usado apés a infecgao, as fragdes B1 e B2 inibiram o estagio de adsorgao viral do
HSV. Para a fragdo B1, a concentragao citotoxica de 50% (ICso) foi de 49,64, 51,69 e
7,39ug/mL para HSV-1 KOS, HSV-1 e HSV-2, nessa ordem. Ja para a fragdo B2, o
ICs0 foi de 77,89, 125,79 e 9,88ug/mL para HSV-1 KOS, HSV-1 e HSV-2. A
concentragao citotéxica de 50% (CCso) foi de >2500ug/mL para B1 e B2. Os
polissacarideos de algas marinhas sulfatados naturalmente atuam no estagio de
adsorcao e penetracdo do HSV e poderiam ser utilizados para a criagdao de novos
agentes anti-HSV.
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Muschin et al. (2016) sulfataram com complexo tridéxido enxofre-
piridina as galactomananas da goma de feno-grego (FG), goma guar (GG), goma tara
(TG) e da goma de alfarroba (LG) e observaram a atividade antiviral das amostras
sulfatadas contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e da Dengue (DENV).
Os espectros de FT-IR confirmaram a sulfatagéo e o grau de substituicdo (DS) foi de
0,70 a 1,40. As amostras sulfatadas apresentaram a atividade anti-HIV (0,04 a
8,0ug/mL) e antidengue (1,1ug/mL). O ICso0 foi de 0,02 a 2,4 e de 0,1 a 1,1ug/mL,
enquanto o CCso foi de 91 a >1000 e de >1000pg/mL para o HIV e o DENV, nessa
ordem. Esses resultados sugerem que as amostras sulfatadas podem ser utilizadas
para o tratamento dos quadros infecciosos de origem viral sem causar a citotoxicidade.

Sacchelli et al. (2019) sulfataram com o acido clorossulfénico-piridina
a botrosferana do fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 e analisaram a
citotoxicidade e o efeito antiviral da botrosferana nativa e das amostras sulfatadas (S1
e S2) contra o HSV-KOS, HSV-AR (resistente ao aciclovir), HSV-1, virus da Dengue
sorotipo 3 (DENV-3) e o Poliovirus (PV). Os espectros de FT-IR evidenciaram a
sulfatacdo e o DS foi de 0,4 e 1,1 para S1 e S2, respectivamente. A botrosferana
nativa apresentou atividade anti-HSV moderada com o ICso de 39,3 a 47,5ug/mL,
enquanto S1 e S2 foram mais potentes com o ICso de 2,4 a 7,3ug/mL. O indice de
seletividade (SI) foi de >10,2 para o HSV-KOS e de 8,4 para o HSV-AR. A agéo anti-
DENV-3 também foi confirmada, com o ICsode 66,5ug/mL para S1 e de 8,5ug/mL para
S2. Nenhuma das amostras apresentaram atividade antiviral contra o PV. Como o
HSV e o DENV-3 sao envelopados e o PV nao, esses dados reforcam que a atuagao
dos polissacarideos sulfatados provavelmente esta relacionada com o processo de
adsorcao viral.

Os polissacarideos sulfatados atuam nas estruturas virais para a
inibicdo da capacidade infecciosa do virus. As interacdes eletrostaticas, que resultam
da carga negativa dos grupos sulfato e da carga positiva dos residuos dos
aminoacidos das glicoproteinas virais impossibilitam a ligagédo com os receptores das
células hospedeiras e o estagio de adsorgéao viral (LU et al., 2021). A Figura 5 mostra
os estagios iniciais da infeccéo viral do HSV e o possivel mecanismo de acado dos

polissacarideos sulfatados devido a interagéo entre as cargas positivas e negativas.
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Figura 5 — Possivel Mecanismo de Ac¢ao Antiviral dos Polissacarideos Sulfatados.
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3.4 COAGULACAO SANGUINEA

A circulagdo sanguinea proporciona o transporte do sangue sem
impedimento, mas quando ha uma lesdo dos vasos sanguineos, a formagao do
tampéao plaquetario e o desenvolvimento do coagulo sanguineo viabilizam o retorno
da hemostasia. A exposi¢ao do sangue ao colageno e a tromboplastina tecidual (fator
[l) inicia a sinalizag&o proteica e a cascata de coagulagéo sanguinea, para a ativagao
do ativador de protrombina, conversao da protrombina em trombina e a transformacéao
do fibrinogénio em fibrina (ANTONIAK, 2018). A formacéao do ativador de protrombina
pode acontecer pela via intrinseca, que € iniciada com a exposi¢gao do colageno e
ativacao do fator Xll ou extrinseca, que é desencadeada com a liberagao do fator Il e
a ativagao do fator VII. Essas vias, a partir do fator X, convergem para uma via comum
que produz a trombina, para a conversao do fibrinogénio em fibrina (FERREIRA et al.,
2010).

O desiquilibrio desse sistema é prejudicial a saude e responsavel
pelos disturbios da coagulagdo sanguinea. Pouca hemostasia viabiliza o
sangramento, enquanto muita hemostasia propicia a geragcédo de trombos e coagulos,
que sdo aderidos aos vasos sanguineos e interrompem o fluxo sanguineo. O

tromboembolismo venoso (TEV) pode ser manifestado por meio da trombose venosa
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profunda (TVP), que envolve as veias das extremidades inferiores e do
tromboembolismo pulmonar (EP). O TEV é a terceira causa mais comum de
mortalidade vascular e no Brasil, segundo o Ministério da Saude, foram internados
mais de 520 mil pacientes com a doencga entre os anos de 2010-2021 (ALBRICKER
et al.,, 2022; NICHOLSON et al., 2020). A Figura 6 mostra os iniciadores da via

intrinseca e extrinseca para a ativagao da cascata de coagulagdo sanguinea.

Figura 6 — Via Intrinseca e Extrinseca da Cascata de Coagulagao Sanguinea.
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Fonte: Silverthorn (2017).

A estase venosa, hipercoagulabilidade sanguinea, lesdo endotelial e
as plaquetas séo fatores que predispdem o TEV (NAVARRETE et al.,, 2022). No
entanto, o risco individual de um paciente depende de condigdes especificas, como a

idade e o indice de massa corporal (IMC) e do contexto clinico, como a hospitalizagéo,
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e cirurgias. Esses aspectos também podem ser classificados como transitérios ou
persistentes e determinam o risco do desenvolvimento do TEV e a profilaxia ideal, que
inclui o uso de anticoagulantes, para a prevengdo da embolia pulmonar e, por
consequéncia, da morte. A taxa de letalidade por embolia pulmonar corresponde por
praticamente toda a mortalidade relacionada ao TEV (NICHOLSON et al., 2020).

Exames laboratoriais, como o Tempo de Protrombina (TP), Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativado (KPTT) e o Tempo de Trombina (TT), podem ser
realizados para o acompanhamento. O TP avalia a via extrinseca e comum da
coagulagéo e evidencia a deficiéncia dos fatores V, VIl e X, enquanto o tempo de
tromboplastina parcial ativada KPTT analisa os fatores da via intrinseca e comum da
coagulacgao e indica a deficiéncia dos fatores Il, V, VI, IX, X, Xl e Xll, precalicreina,
cininogénio e do fibrinogénio. O TT verifica o tempo que o fibrinogénio se transforma
em fibrina. Os resultados, obtidos na forma de tempo em segundos (s), podem
apresentar alteragbes em pacientes que fazem o uso de anticoagulantes orais
(BRASIL, 2016).

Os anticoagulantes orais, como a rivaroxabana, apixabana,
edoxabana e a dabigatrana inibem o fator X e Il ativados (YOSHIDA, 2016). A meia-
vida curta desses medicamentos permite a administragdo em doses fixas, sem o
monitoramento e o ajuste da dose (BECATTINI; AGNELLI, 2016). A heparina, por
outro lado, possui a administragao intravenosa ou subcutanea e a agao anticoagulante
a partir da ligagao com a antitrombina, que interage com a trombina e/ou o fator X
ativado. A hemorragia é um evento adverso comum do uso dos anticoagulantes orais
e injetaveis e impossibilita o inicio e a progressdo do tratamento. Portanto, &
imprescindivel a busca por novas moléculas e/ou substancias com propriedades
anticoagulantes, com perfis de risco-beneficio mais favoraveis e seguranca para o uso
prolongado, visto que a hemorragia restringe o fornecimento de terapias eficazes e
pode levar os pacientes ao 6bito (LEVY; CONNORS, 2021; NAHAIN et al., 2018).

Em situagbes normais, a trombina transforma o fibrinogénio em
fibrina, para a formacdao do tampéao plaquetario e a antitrombina inibe diferentes
proteases, incluindo a trombina e os fatores X e Xl ativados (AL-AMER, 2022). Os
polissacarideos sulfatados atuam em pontos especificos da cascata de coagulagao
sanguinea e as interagdes eletrostaticas entre a carga negativa dos grupos sulfato
dos polissacarideos sulfatados e a carga positiva dos residuos de aminoacidos da

antitrombina viabilizam a formacdo do complexo polissacarideo sulfatado-
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antitrombina-trombina, que é transitorio e melhora a agdo anticoagulante. Com isso,
os polissacarideos sulfatados inibem a trombina e os fatores X, IX e Xl ativados e,
consequentemente, a trombose (HAO et al., 2019; LI et al., 2020). A Figura 7 mostra
a posi¢ao agao anticoagulante dos polissacarideos sulfatados devido a interagao entre

as cargas positivas e negativas.

Figura 7 — Mecanismo de Agao Anticoagulante da Heparina.
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Ghlissi et al. (2019) extrairam o polissacarideo sulfatado da planta
Globularia alypum L (GASP) e avaliaram a toxicidade e a atividade anticoagulante in
vitro e in vivo dessa macromolécula. GASP era composta de 71,56% de acgucares
totais, 13,29% de enxofre, 7,53% de teor de umidade e 6,3% de cinzas. Nos testes in
vitro, GASP prolongou o KPTT, TT e o TP dependente da concentragdo. Ja no
hemograma de ratos, 2h apds a injegcdo de GASP houve a diminuicdo do numero de
plaquetas, mas a contagem permaneceu dentro dos valores de referéncia. Nos
ensaios in vivo, GASP também aumentou o KPTT, TT e o TP de acordo com a
concentragdo. O perfil toxicolégico da transaminase glutdmico-oxalacética (AST),
alanina transferase (ALT) e da fosfatase alcalina (ALP) ndo demonstrou variagao
significativa. Ja para a analise histopatolégica do figado, GASP induziu danos
menores que a calciparina (controle). Dessa forma, GASP inibiu a as duas vias da

coagulacao e o TT, sem causar danos significativos ao figado e por isso, expressa
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bom perfil farmacologico.

Zhang et al. (2020) sulfataram com o complexo trioxido de enxofre-
piridina, em diferentes temperaturas de reagao para a sulfatagao regiosseletiva o -D-
glucano (GLP) do cogumelo Ganoderma lucidum e analisaram a atividade
anticoagulante das amostras sulfatadas. Novas bandas nos espectros de FT-IR
indicaram a presenga dos grupos sulfato e o DS foi de 1,23, 1,72 e 1,74 para GLP1,
GLP2 e GLP3, nessa ordem. Todos os derivados sulfatados inibiram a via extrinseca
e intrinseca da cascata de coagulagdo sanguinea, mas GLP2 apresentou a melhor
atividade anticoagulante, embora menos potente do que a heparina (controle). A forma
nativa (GLP) n&o expressou qualquer efeito anticoagulante. Além do DS, outras
caracteristicas podem favorecer a atividade anticoagulante dos polissacarideos
sulfatados.

Wang et al. (2020) sulfataram com o complexo acido clorossulfénico-
piridina os polissacarideos do gengibre (GP, GP1 e GP2) e verificaram a atividade
anticoagulante das amostras sulfatadas (SGP, SGP1 e SGP2). Os espectros de FT-
IR demonstraram novas bandas caracteristicas dos grupos sulfato e o DS foi de 1,29,
0,86 e 0,77 para SGP2, SGP e SGP1, respectivamente. SGP e SGP2 prolongaram o
KPTT e apresentaram efeito para a via intrinseca, a medida que GP aumentou o TP
e o TT. Os polissacarideos do gengibre e os derivados sulfatados demonstraram efeito
na via intrinseca e extrinseca da cascata de coagulagdo sanguinea e, com isso,

podem ser alternativas naturais de anticoagulantes.

3.5 AGENTES ANTIOXIDANTES

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao derivadas do oxigénio
diatdmico (0O2), favorecem a formagao de radicais livres a partir da oxidagdo e/ou
reducao incompleta do oxigénio e podem ser de varios tipos, como o peroxido de
hidrogénio (H202), com a dismutagao espontanea do superdxido; anion superoxido
(O2), com o ganho de um elétron e o radical hidroxila (OH), com a aquisicao de um
préton. As moléculas oxidadas (que perderam elétrons) interagem com outras
moléculas em busca de estabilidade. Em seguida, as moléculas oxidadas e
transformadas em radicais livres, repetindo o processo, procuram e acometem outras
moléculas para capturar os elétrons e alcancar a estabilidade novamente. Portanto,

os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas, com um ou mais
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elétrons desemparelhados da ultima camada de valéncia (MARTELLI; NUNES, 2014;
SHARIFI-RAD et al., 2020; VELOSSA et al., 2021).

A producao de radicais livres ocorre através de diferentes processos,
como o metabolismo mitocondrial, processos isquémicos e inflamatdrios e a pratica
de exercicio fisico. Fatores externos, como o tabagismo, radiacdo e a poluicéo,
todavia, também induzem a sintese dos radicais livres (VELOSSA et al., 2021). A vista
disso, os sistemas antioxidantes neutralizam e previnem a produgao excessiva de
radicais livres. O desiquilibrio entre os agentes oxidantes e as moléculas antioxidantes
(equilibrio redox), a favor dos agentes oxidantes, resulta no estresse oxidativo, com a
diminuicdo da remocao dos radicais livres e, consequentemente, o0 aumento de lesdes
nas macromoléculas celulares, por reagbes com os lipidios, proteinas e os acidos
nucléicos (SHARIFI-RAD et al., 2020; SIES, 2020).

Os mecanismos antioxidantes podem ser subdivididos em
enzimaticos, de origem enddgena (préprios do organismo) e ndo enzimaticos, de
origem exogena (obtidos pela dieta) (VELLOSA et al.,, 2020). As trés principais
enzimas sao; a catalase (decompde o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio),
superéxido dismutase (SOD) (catalisa a dismutagdo do superdxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio) e a glutationa peroxidase (GPX) (reduz os hidroperéxidos
organicos e inorganicos). Por outro lado, o &cido ascorbico, vitamina E e o
betacaroteno, por exemplo, sao antioxidantes ndo enzimaticos. Essas moléculas
diminuem os danos celulares, com o encerramento das reagdes em cadeia, remogao
dos radicais livres e ou a inibicao de outras reac¢des de oxidacao (AZAB et al., 2019).

A acéo patoldgica das EROs, portanto, depende da concentragdo e
do local de producédo. O estresse oxidativo, por isso, tem sido relacionado com a
doenca de Alzheimer (DA), devido a peroxidagao lipidica do docosahexaendico
(massa cinzenta cerebral) e do di-homo-isoprostanos do acido eicosatetraendico
(substancia branca cerebral); diabetes mellitus tipo 1 e 2, em razdo da glicagdo das
proteinas e da oxidacdo da glicose e a peroxidagao lipidica, que favorecem a
resisténcia a insulina e a arterosclerose em fungcao da oxidagao das lipoproteinas que
induzem disfungdes em células endoteliais e a agdo do sistema imunoldgico
(MALEKMOHAMMAN; SEWELL; RAFIEIAN-KOPAEI, 2019; PENA-BAUTISTA et al.,
2019; ULLAH; KHAN; KHAN, 2016). Logo, a identificagdo de novos agentes
antioxidantes permite a criacao de novas abordagens que eliminem as EROs, para a

prevencao do desenvolvimento de diversas doencas (GULCIN, 2020).
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Xiao et al. (2019) sulfataram com o complexo acido clorrosulfénico-
piridina, em diferentes proporgbes do agente sulfatante o polissacarideo da alga
marinha Sargassum pallidum (SPP) e avaliaram a atividade antioxidante e
hipoglicemiante das amostras sulfatados (SPP1.4, SPP1.6, SPP1.8). Os espectros de
FT-IR confirmaram a sulfatagcdo e o DS foi de 0,85 a 1,19. Todas as amostras
eliminaram o radical DPPH e na concentracdo de 2mg/mL, as taxas de inibicdo foram
de 91%, 96,53%, 92,04% e de 89,33% para o SPP, PP14, SPP1s € 0 SPP1s,
respectivamente. Ja para o radical ABTS, as amostras mostraram o efeito antioxidante
dependente da dose e na concentragdo de 1mg/mL, as taxas de eliminagéo foram de
77,6%, 78,1%, 70,1% e de 70,8% para o SPP, PP1.4, SPP1.6 € 0 SPP1.s, nessa ordem.
No entanto, em baixas concentragdes (0,0625 a 0,25mg/mL) todos os derivados
sulfatados apresentaram maior eliminacao dos radicais livres em comparagao com o
polissacarideo nativo (SPP). Os resultados indicaram que a agéo antioxidante dos
polissacarideos foi aumentada com o processo de sulfatacdo, mas outras
caracteristicas, além do valor do DS, também podem ter favorecido essa atividade.

Chen e Huang (2019) sulfataram com o complexo acido
clorrosulfénico-piridina, em diferentes proporgdes do agente sulfatante e temperaturas
0s polissacarideos da abdbora (SP) e analisaram a atividade antioxidante das
amostras sulfatadas (SP1 e SP2). A partir dos espectros de FT-IR foi confirmada a
adicao dos grupos sulfatos e o DS foi de 0,35 e 0,65 para SP1 e SP2, respectivamente.
Todas as amostras apresentaram a eliminagao do radical OH a partir da concentracao
de 0,4mg/mL. Todavia, o polissacarideo nativo (SP) expressou a melhor taxa de
inibicdo, sugerindo que a introdugdo dos grupos sulfato tive pouco impacto para o
radical OH. Para a eliminagdo do anion superoxido, SP2 apresentou a melhor
capacidade de eliminacdo e neste caso, a adi¢gdo dos grupos sulfato favoreceu a
atividade antioxidante. Ja para a capacidade redutora ndo houve diferenca
significativa entre o polissacarideo nativo e os derivados sulfatados. Em alguns
aspectos, a sulfatagdo melhorou a atividade antioxidante dos polissacarideos de
abobora.

Khan et al. (2019) extrairam os galactanos sulfatados da alga
vermelha Gracilaria chouae (GCP) e observaram a atividade antioxidante pela
eliminagao dos radicais DPPH, OH e ABTS. A amostra era composta de 52,63% de
acgucares e de 7,9% de enxofre e os espectros de FT-IR indicaram a presenca de

grupos sulfato na estrutura do polissacarideo. O biopolimero eliminou os radicais
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DPPH, OH e ABTS dependente da concentracdo. Na maior concentragao testada de
3mg/mL, GCP apresentou a inibigdo de 36,86%, 27,42% e de 19,05% para DPPH, OH
e ABTS, respectivamente. Ja na menor concentracdo testada (1mg/mL), GCP
expressou 19,51%, 10,97%, 9,88% para DPPH, OH e ABTS, nessa ordem. Os
resultados corresponderam com a capacidade de transferéncia de elétrons e efeito
antioxidante do polissacarideo e evidenciam que GCP possui potencial para ser
utilizado como antioxidante na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Além de fixarem os radicais livres de forma eletrostatica, os grupos
sulfato dos polissacarideos sulfatados podem apresentar maior capacidade de doagao
de moléculas de hidrogénio, que resultam na formacao de radicais livres estaveis e
na interrup¢cdo em cadeia das reagdes de oxidacdo (CALEGARI et al., 2017; WANG
et al., 2010). A Figura 8 mostra o possivel mecanismo de agdo dos polissacarideos

sulfatados a partir da doagao de atomos de hidrogénio as EROs.

Figura 8 — Possivel Mecanismo de Agao Antioxidante dos Polissacarideos

Sulfatados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4 .1.1 Bacillus subtilis natto

Bacillus subtilis natto (CCT7712), isolada do alimento japonés natto
no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, Londrina, Parana e identificada pela Fundacéo Tropical de Pesquisas
e Tecnologia André Tosello — Campinas, S&o Paulo, foi utilizada para a produgéo da
levana. A manutencgao de B. subtilis natto foi realizada a cada 4 semanas e mantida a

4°C em meio de preservagao (Tabela 2).

4.1.2 Virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1)

Herpes virus simplex tipo 1 cepa KOS (HSV-1 KOS) (sensivel ao
aciclovir) cedido do Laboratdrio de Virologia Basica e Aplicada do Departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina — UEL, Londrina, Parana, foi
utilizado para a avaliagéo da atividade antiviral da levana nativa (LN) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2). O HSV-1 KOS foi inoculado em células Vero (CCL-81) para o
estoque viral, com cerca de 100puL e 10% (v/v) de glicerol. As culturas foram mantidas
a-20°C.

4.1.3 Células Vero (CCL-18)

Células Vero (CCL-81) cedidas do Laboratério de Virologia Basica e
Aplicada do Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina —
UEL, Londrina, Parana, foram utilizadas para a avaliacdo da citotoxicidade e da
atividade antiviral da levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas (SL1 e SL2). As
células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco-
BRL, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, Gibco-BRL,
EUA), 2mM de glutamina (Sigma Chemical Company, EUA), 100Ul/mL de penicilina
(Sigma Chemical Company, EUA), 100uL de estreptomicina (Gibco-BRL, EUA) e
2ug/mL de anfotericina B (Meizler Biopharma S/A, BR).
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4.1.4 Meios de Cultura

Tabela 2 — Composicédo do Meio de Preservagao para B. subtilis natto.

Composicao g/L
Peptona 50
Extrato de Carne 30
Agar 20

Tabela 3 — Composicado do Meio de Ativacao para B. subtilis natto.

Composicao g/L
Sacarose 100
Extrato de Levedura 2
KH2PO4 2
(NH4)2S04 1
MgSOa4(7H20) 0,5

Fonte: Calazans et al. (2000).

Tabela 4 — Composicado do Meio de Fermentacgao para B. subtilis natto.

Composicao g/L
Sacarose 400
Extrato de Levedura 2
KH2PO4
(NH4)2S04 3
MgSOa4(7H20) 0,6
MnSO4 0,2
Amodnio Citrato 0,25

Fonte: Euzenat, Guibert e Combes (2000) modificado.

4.2 METODOS

4.2.1 Curva de Biomassa e Preparo do Indculo

Para a curva de biomassa, duas algcadas de B. subtilis natto foram

transferidas em frascos Erlenmeyer de 125mL, contendo 25mL do meio de
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fermentacao (Tabela 3) e incubadas a 150rpm, 37°C por 24h. O cultivo foi interrompido
por centrifugacao (Centrifuga Universal 320, Hettich, DE) a 9000rpm, 4°C por 15min.
A biomassa foi ressuspensa em solugéo salina (NaCl) 0,9% e uma aliquota de 1mL
foi diluida em diferentes concentragdes para a leitura em espectréometro (Genius,
Thermo Fisher Scientific, EUA) a A=605nm. Paralelamente, trés aliquotas de 1mL
foram distribuidas em cadinhos de aluminio previamente tarados e levados a estufa a
70°C até a obtencao do peso constante. Os dados foram plotados em um grafico
relacionando a absorbancia (nm), na ordenada e o peso seco (g/L), na abcissa.

Para o inoculo, em frascos Erlenmeyer de 500mL, contendo 125mL
do meio de ativagéo (Tabela 3) e incubadas a 150rpm, 37°C por 24h. O cultivo foi
interrompido por centrifugagdo a 9000rpm, 4°C por 15min. A biomassa foi
ressuspensa em solucgao salina (NaCl) 0,9% e a leitura realizada em espectrémetro a
A=605nm. A concentracao foi comparada com a curva de calibragdo da biomassa e o

in6culo padronizado a 0,2g/L.

4.2.2 Producéao da Levana por Fermentacdo Submersa

Para a produgdo de levana foi preparado um planejamento Box-
Behnken 32 incompleto, com 12 ensaios e 3 pontos centrais. As variaveis
independentes foram: (X1) tempo de fermentagao (24, 48 e 72h), (X2) concentragao
de sacarose (100, 250 e 400g/L) e (X3) pH inicial (4, 6 e 8) (Tabela 5). Os ensaios
foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125mL, contendo 25mL do meio de
fermentacao (Tabela 4), e incubados a 150rpm e 37°C (BERSANETI et al., 2017). As
variaveis resposta foram: (Y1) crescimento microbiano (g/L), (Y2) consumo de
sacarose (g/L) e (Y3) produgao de levana (g/L). A melhor condigédo de produgao, obtida
a partir do delineamento experimental foi reproduzida em frascos Erlenmeyer de 1L,

contendo 250mL do meio de fermentacéo (Tabela 4).
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Tabela 5 — Planejamento Box-Behnken 3°® para a Avaliagdo do: (X1) Tempo de

Fermentagdo (h), (X2) Concentracdo de Sacarose (g/L) e do (X3) pH inicial na

Producao de Levana.

Variaveis Codificadas

Variaveis Decodificadas

Ensaios X1 X2 X3 Tempo de Concentragao pH
Fermentacdao de Sacarose Inicial
(h) (g/L)
1 -1 -1 0 24 100 6,0
2 1 -1 0 72 100 6,0
3 -1 1 0 24 400 6,0
4 1 1 0 72 400 6,0
5 -1 0 -1 24 250 4,0
6 1 0 -1 72 250 4,0
7 -1 0 1 24 250 8,0
8 1 0 1 72 250 8,0
9 0 -1 -1 48 100 4,0
10 0 1 -1 48 400 4,0
11 0 -1 1 48 100 8,0
12 0 1 1 48 400 8,0
13 0 0 0 48 250 6,0
14 0 0 0 48 250 6,0
15 0 0 0 48 250 6,0
16 0 0 0 48 250 6,0
17 0 0 0 48 250 6,0
18 0 0 0 48 250 6,0

4.2.3 Avaliagao dos Parametros Fermentativos

Apos a fermentagéo,

os cultivos foram

interrompidos  por

centrifugagcéo a 9000rpm, 4°C por 15min. O precipitado foi usado para determinar a

biomassa (g/L) e o sobrenadante foi utilizado para avaliar o consumo de sacarose

(g/L) e a producéo de levana (g/L).
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4.2.3.1 Biomassa e Consumo da Sacarose

O precipitado obtido na centrifugagédo foi ressuspenso em solugao
salina (NaCl) 0,9% e a leitura realizada em espectrofotbmetro a A=605nm. A
concentracado foi comparada com a curva de calibracdo da biomassa. Os agucares
totais (AT) foram dosados por Fenol-Sulfurico a A=460nm (DUBOIS et al., 1956) e os
agucares redutores (AR) foram quantificados por Somogyi-Nelson a A=540nm
(NELSON, 1944; SOMOGYI, 1952). O consumo de sacarose foi estabelecido com

base na equagao 1 e 2:

(1)
[AT] — [AR] = [Sacarose Residual]

(2)

[Sacarose Inicial] — [Sacarose Residual] = [Consumo de Sacarose]

4.2.3.2 Precipitacdo e Quantificagdo da Levana

A levana produzida foi precipitada com o etanol absoluto na proporgao
de 3:1 (0,9mL de etanol absoluto:0,3mL do sobrenadante) a 4°C por 12h. O
precipitado formado foi lavado duas vezes com o etanol absoluto, centrifugado a
9000rpm, 4°C por 15min e hidrolisado com 1mL de &cido cloridrico (HCI) 0,1M em
banho-maria a 100°C por 1h (VIIKARI; GISLER, 1986). A reagéao foi neutralizada com
0,1mL de hidréxido de sdédio (NaOH) 2M. A producao de levana foi quantificada por
Somogyi-Nelson, utilizando a frutose como padrao (NELSON, 1944; SOMOGYI,
1952).

4.2.4 Separagao da Levana

Para sintese das amostras sulfatadas (SL1 e SL2), a levana produzida
foi precipitada com o etanol absoluto na proporgéo de 3:1 (etanol:sobrenadante) a 4°C
por 12h. O precipitado foi centrifugado a 9000rpm, 4°C por 15min, dialisado contra
agua destilada por 48h, liofilizado e armazenado a -2°C.
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4.2.5 Modificagdo Quimica da Levana

4.2.5.1 Reacgao de Sulfatagao da Levana

Dois processos de sulfatacdo foram realizados de acordo com o
protocolo descrito por De Araujo et al. (2013). Para cada sulfatagao, cerca de 0,5g de
levana nativa liofilizada foram solubilizadas em 250mL de dimetilformida anidro (DMF)
sob atmosfera inerte por 48h. Para a levana sulfatada 1 (SL1), foram adicionados 3,99
do complexo triéxido de enxofre-piridina (SOs-Py) (8 equivalente/unidades de frutose)
e 1,1mL de trietilamina (EtsN). Para a levana sulfatada 2 (SL2), foram transferidos
11,79 do complexo trioxido de enxofre-pirina (SO3-Py) (24 equivalentes/unidades de
frutose) e 1,1mL de trietilamina (EtsN). As misturas foram mantidas sob agitagcdo em
temperatura ambiente por 7h e neutralizadas com a solugéo saturada de bicarbonato.
Em seguida, foi adicionado 166,65mL de tampé&o fosfato 0,025mol/L (pH 7,0) em SL1
e SL2. As reagbes foram submetidas a dialise contra a solugéo de cloreto de sédio
(NaCl) 1mol/L por 24h e agua destilada por 96h, liofilizadas e armazenadas a -2°C.
Os processos foram realizados no Laboratério de Sintese de Moléculas Medicinais
(LasMMed) do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

4.2.5.2 Analise do Grau de Substituicao (DS)

O grau de substituicao (DS) das amostras sulfatadas (LS1 e LS2), que
representa o numero médio de grupos hidroxila substituidos por grupos sulfato foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por Dodgson e Price (1962), com
modificagdes. Inicialmente, 1mg de SL1 e SL2 foram hidrolisadas com HCI
concentrado em banho termostatizado a 100°C por 10min. Para determinar o DS,
0,2mL dos hidrolisados foram solubilizados com 3,8mL de acido tricloroacético (TCA),
1mL da solugéo protetora (6g de NaCl 6g, 0,5mL de HCI concentrado, gelatina 0,1 %
m/v e 47mL de agua destilada) e 0,03g de cloreto de bario (BaCl?). O sulfato de bario
resultante foi quantificado em espectrofotdmetro a A=420nm. O DS, que caracteriza o
numero médio de grupos sulfato em cada residuo de frutose, foi estabelecido a partir

do conteudo de enxofre, com base nas equagdes 3 e 4, onde (%) = % enxofre.
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BaS0,(ug) x 0,1374 x 100

%) =
S(%) Amostra (ug)

162 x S

DS = 00— 102 x5

Onde, 162 representa o peso molecular médio do residuo glicosil do
polissacarideo; 3200 equivale a massa atdmica do enxofrex100 e 102 equivale ao mol

meédio dos grupos sulfato.

4.2.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada no Fourier (FT-IR)

A identificacdo dos grupos funcionais da levana nativa (NL) e das
amostras sulfatadas (SL1 e SL2) foi realizada em Espectrofotémetro no Infravermelho
por Transformada de Fourier (FT-IR) (IR PRESTIGE-21, Shimadzu, JP). A resolugéo
foi de 2cm-', na faixa de 400-4000cm™', e os resultados foram integrados através do
software Origin (OriginLab, EUA). A NL foi usada como controle e antes da analise,
as amostras foram incorporadas ao KBr e submetidas a alta presséo para a produgao
de pastilhas. Os testes foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC)
da Central Multiusuario de Laboratérios de Pesquisa da Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

4.2.7 Termogravimetria (TG)

Para verificar a perda e/ou ganho de massa da levana nativa (NL) e
das amostras sulfatadas (LS1 e LS2), 10mg das amostras foram expostas ao
programa de temperatura (TGA-50, Shimadzu, JP) com a faixa de temperatura de 0 a
900°C e a taxa de aquecimento de 10°C/min. A NL foi usada como controle. As
analises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da Central
Multiusuario de Laboratérios de Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).
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4.2.8 Avaliagao das Propriedades Biologicas

4.2.8.1 Citotoxicidade

A avaliagao da citotoxicidade da levana nativa (NL) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2) foi realizada em células Vero (CCL-81) por MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdélio), de acordo com o protocolo descrito por
Pauwels (1988) e De La Iglesia et al. (1988). As concentragbes testadas foram de
0,062 a 0,5mg/mL e o controle foi preparado apenas com o meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco-BRL, EUA). As células foram cultivadas em
microplacas de 96 poc¢os e incubadas a 37°C, 5% CO2 por 24h, até alcangarem 90%
de confluéncia. As amostras foram adicionadas e as placas incubadas a 37°C, 5% de
CO2 por 72h. Em seguida, foram transferidas 0,010mL do reagente do MTT e as
placas incubadas a 37°C, CO2 por 2h. Apos esse periodo, foi adicionado 0,090mL do
reagente MTT e as placas foram mantidas sob agitagdo por 15min. As analises foram
preparadas em quintuplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a
A=570nm e a A=690nm. Os testes foram realizadas no Laboratério de Virologia Basica
e Aplicada do Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). A porcentagem da viabilidade celular (%VC) foi estabelecida com base na

equacgao 5:

(5)
(Média Abs da Amostra 570nm — Média Abs da Amostra 690nm)
VC(%) =

%X 100
(Média Abs do Controle 570nm — Média Abs do Controle 690nm)

A citototoxicidade de 50% (CC50), que representa a concentragao
capaz de matar 50% das células foi determinada em relagcdo a concentracao celular
(CC), por analise de regressao linear (RECHENCHOSKI, 2020).

4.2.8.2 Atividade Antiviral

A atividade antiviral da levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas
(SL1 e SL2) foi verificada em particulas virais do Herpes simplex virus 1 cepa KOS
(HSV-1 KOS) (sensivel ao aciclovir) em meio extracelular, de acordo com o protocolo
descrito por Pauwels (1988) e De La Iglesia et al. (1988). As concentragdes testadas

foram de 0,025 a 0,2mg/mL. As amostras foram incubadas com o virus a 37°C, 5% de
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CO2 por 1h. Em seguida, as misturas foram diluidas para a obtengdo de solugdes
contendo o virus na diluigdo de 10 e a concentragdo nao citotoxica das amostras
(previamente encontrada no ensaio de citotoxicidade), para a inoculagao das células
(5x10% células/pogo). As placas foram incubadas a 37°C, 5% CO2 por 72h e apds esse
periodo, a atividade citotdxica foi realizada por MTT. Os testes foram realizadas no
Laboratério de Virologia Basica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). A porcentagem de inibi¢éo viral (IV) (%) foi

verificada com base na equacéo 5:

(6)
IV (%) (AbsT 570nm — AbsT 690nm — AbsCV 570nm — AbsCV 690nm)
0 =

X 100
(AbsCC 570nm — AbsCC 690nm — AbsCV 570nm — AbsCV690nm)

Onde, AbsT representa a absorbancia das células inoculadas e
tratadas com as amostras; AbsCV corresponde a absorbancia do controle do virus
(células inoculadas e nao tratadas) e AbsCC determina a absorbancia do controle das

células (células nao inoculadas e nao tratadas).

4.2.8.3 Atividade Anticoagulante

A atividade anticoagulante da levana nativa (NL) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Vasconcelos et al. (2013), com modificagdes. O tempo de protrombina (TP) e o tempo
de tromboplastina parcial ativado (KPTT) foram realizados em sistema automatico de
analise de coagulagdo do sangue (Sysmex CS-2500 System, Siemes Healthineers,
DE). As concentragdes testadas foram de 0,050 a 0,300mg/mL. O pool de soros foi
preparado com amostras, com os parametros de TP e KPTT normais da rotina do
Laboratério de Hematologia do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana da
Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL). Para determinar a atividade
anticoagulante, 0,50mL de cada amostra foi solubilizada em 0,450mL do pool de
soros. No controle, 0,50mL do tampao OVB (diluente de fibrinogénio) foi solubilizado

em 0,450mL do pool de soros. As analises foram preparadas em duplicatas.
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4.2.8.4 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da levana (NL) e das amostras sulfatadas
(SL1 e SL2) foi determinada pela captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-pricil-hidrazil),
de acordo com o protocolo descrito por Srikanth et al. (2015). As concentragdes
testadas foram de 5 a 0,78mg/mL. Para determinar a atividade antioxidante, 1mL das
amostras foi solubilizada em 0,3mL da solugdo de DPPH. No branco, 1mL de amostra
foi solubilizada em 0,3mL de agua destilada e no controle, 1mL de agua destilada foi
solubilizada em 0,3mL da solugdo de DPPH. As reagdes foram incubadas no escuro
e em temperatura ambiente, por 30min. As analises foram realizadas em triplicata e
as leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro a A=514nm. A taxa de inibicado (%)

do radical livre foi estabelecida com base na equagao 7:

(7)

% Inibicio — (Abs do Controle — Abs da Amostra) < 100
0 fTbIEa0 = Abs do Controle

4.2.9 Analise Estatistica

Para o Planejamento Box-Behnken 33, as analises estatisticas foram
realizadas no software STATISTICA 9.0 (Statsoft, EUA). Ja para as propriedades
bioldgicas, a distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A
significancia estatistica dos resultados foi determinada pela analise de variancia
(ANOVA) e a diferenca individual entre as médias foi analisada pelo teste de Tukey.
As analises estatisticas foram efetuadas no software Prism (GraphPad, EUA). O nivel

de significancia foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos neste trabalho estao apresentados em formato

de artigo cientifico e patente.

5.1 ARTIGO: PROCESSO DE SULFATAGAO PARA AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIVIRAL,
ANTICOAGULANTE E ANTIOXIDANTE DA LEVANA DE BACILLUS SUBTILIS NATTO.

O artigo sera enviado para a revista International Journal of Biological Macromolecules
(Qualis A1 na Biotecnologia).
Com as seguintes normas: https://www.sciencedirect.com/journal/international-

journal-of-biological-macromolecules/publish/guide-for-authors.
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Processo de sulfatagao para avaliagao das propriedades antiviral, anticoagulante e
antioxidante da levana de Bacillus subtilis natto

Beatriz Ticiani Vieira Pereira?, Taind de Oliveira Ferreira?, Cristiani Baldo?, Gabrielle
Cristina Calegari®, Alexandre OrsatoP®, Dionisio Borsato®, Ligia Carla Faccin-Galhardic,
Maria Emilia Faverod, José Wander Bregand?, Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi®
@ Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas (CCE),
Universidade Estadual de Londrina — Londrina, PR.
b Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas (CCE), Universidade Estadual
de Londrina — Londrina, PR.
¢ Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias Biologicas (CCB), Universidade
Estadual de Londrina — Londrina, PR.
d Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Centro de Ciéncias

da Saude (CCS), Hospital Universitario Regional Do Norte Do Parana — Londrina, PR.

A levana é um exopolissacarideo (EPS) de frutose e devido as suas propriedades
bioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas, o objetivo deste trabalho foi produzir, sulfatar
e avaliar as propriedades biologicas da levana nativa e das amostras sulfatadas de
Bacillus subtilis natto. A levana foi produzida utilizando um planejamento Box-Behnken
3% incompleto variando: (X1) tempo de fermentacéo (h), (X2) concentracao de sacarose
(g/L) e (X3) pH inicial. A levana sintetizada foi submetida a dois processos de
sulfatagdo, com diferentes propor¢des do agente sulfatante e as amostras sulfatadas
foram testadas quanto a atividade antiviral, contra o Herpes simplex virus tipo 1;
anticoagulante, frente aos ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativado (KPTT)
e tempo de protrombina (TP) e antioxidante pelo método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). A condigao 6tima foi de 24 h, 400 g/L e pH 7,0, com a produgéo de 26,86 g/L.
A sulfatagao foi confirmada por FT-IR e o grau de substituicdo (DS) foi de 1,36 e 1,37.
A sulfatagdo melhorou a resisténcia térmica da amostra, aumentando a temperatura
de carbonizagdo de 578 °C para 740 °C. A atividade antiviral aumentou com a
diminuicdo da concentragdo inibitéria de 50% (ICs0) em 57 % e a atividade
anticoagulante foi dependente da concentracdo testada no ensaio de KPTT, que
representa a via intrinseca da cascata de coagulagdo sanguinea. A atividade
antioxidante aumentou em 52 % com a sulfatagcdo. Esses resultados indicam que o
processo de sulfatagdo melhorou as bioatividades da levana, que pode ser aplicada
na area da saude.

Palavras-chave: Frutana; Modificacdo Quimica; Heparina; Herpes simplex virus tipo
1; DPPH; Biotecnologia.
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1 Introducgao

Os exopolissacarideos (EPS) sado sintetizados como resposta a
situagdes de estresse bidticos e abidticos, para a formacgao do biofilme ao redor das
células microbianas. Esses biopolimeros apresentam diversas propriedades
bioldgicas, além da biodegradabilidade, biocompatibilidade e atoxicidade, que os
tornam bioativos ideais para diversas aplicagdes biotecnologicas [1, 2]. A levana, por
sua vez, € um EPS de frutose produzido pela enzima levanasacarase (E.C 2.4.1.10)
e formado por residuos de (3-D-frutofuranosil, unidos por ligagdes glicosidicas 3-(2—06)
e com ramificagdes B-(2—1) [3, 4].

A polimerizagao da levana pode ser realizada por diferentes espécies
microbianas, destacando a bactéria B. subtilis natto que foi isolada do alimento
japonés Natto [5]. Como a produgdo € de origem microbiana, planejamentos
estatisticos podem ser empregados para a identificagdo de variaveis significativas e a
otimizagdo do processo de sintese, para a diminuigdo dos custos de produgéo e o
aumento do EPS produzido por processo de fermentagdo. Modelos experimentais,
dessa forma, avaliam a integragdo entre os diferentes parametros e fatores para a
identificacdo das condicdes 6timas de produgao [6].

Essa macromolécula apresenta caracteristicas como a formacao de
filmes, retencao de agua e a atividade imunomoduladora, prebidtica, antimicrobiana e
anticancerigena e por isso, se torna um ativo vantajoso para a aplicacao em diferentes
setores industriais, como a alimenticia, farmacéutica, cosmecéutica e a quimica [7].
Essas bioatividades sdo dependentes das suas propriedades fisico-quimicas, que sao
atribuidas pela configuracdo da cadeia principal, tipo de ligagao glicosidica, massa
molecular, isto €, da sua conformacao estrutural [8]. Dessa maneira, a modificagao
quimica dessa molécula pode potencializar ou agregar novas atividades bioldgicas, a
partir da inser¢gao de novos grupos funcionais [9].

A sulfatagcao, por exemplo, pode ser realizada utilizando diferentes
parametros de reagao. A sintese ocorre basicamente em uma unica etapa e envolve
o0 uso de um agente sulfatante e de um solvente organico [10]. Os métodos mais
utilizados incluem o uso do acido sulfamico, acido sulfurico concentrado, complexo
acido clorossulfénico-piridina e do complexo trioxido de enxofre-piridina. Como
resultado, alguns grupos hidroxila da cadeia polissacaridica dos polissacarideos séao

substituidos por grupos sulfato [11].
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Apo6s a modificagdo quimica, o grau de substituicdo (DS) indica a
quantidade de grupos sulfato que foram obtidos. Esse valor pode ser alterado através
das condigbes utilizadas durante a reagao e os polissacarideos com o valor de DS
mais elevado, na maioria das vezes, manifestam melhores propriedades bioldgicas,
como a atividade antiviral, anticoagulante, antioxidante e a antitumoral [3]. O método
da Gelatina-Bario de Dogson e Price (1962) € o mais estudado para calcular o valor
de DS, onde os ions de bario na presenga dos grupos sulfato formam o cloreto de
bario [11].

Os EPS sulfatados, além de expressarem diferentes bioatividades,
também manifestam baixa citotoxicidade e menores efeitos colaterais quando
comparados com os medicamentos ja utilizados e com isso, oferecem boas
perspectivas farmacolégicas para o desenvolvimento de novas metodologias
terapéuticas e o tratamento de diversas doencas [12]. A vista disso, o objetivo deste
trabalho foi produzir a levana de B. subtilis natto por um planejamento Box-Behnken
3% incompleto e a partir da melhor condicéo, sulfatar com diferentes proporgdes do
agente sulfatante complexo trioxido de enxofre-piridina e avaliar a acado antiviral,
anticoagulante e antioxidante da levana nativa e das amostras sulfatadas para

potencial aplicagao na area da saude.

2. Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Microrganismos e Células

Bacilllus subtilis natto (CCT 7712), isolada do alimento japonés Natto
pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) — Londrina, Parana e identificada pela Fundacdo André Tosello de
Pesquisa e Tecnologia (FAT) — Campinas, Sao Paulo foi cultivada em meio contendo
50 g/L de peptona, 30 g/L de extrato de carne e 20 g/L de agar, mantida a 4 °C,
renovada a cada 45 dias e utilizada para a producgao da levana.

Herpes virus simplex tipo 1 cepa KOS (HSV-1 KOS) (sensivel ao
aciclovir), cedido pelo Laboratério de Virologia Basica e Aplicada do Departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina — UEL, Londrina, Parana foi

inoculado em células Vero (CCL-81) para o estoque viral, com cerca de 100 yL e 10
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% (v/v) de glicerol, mantido a -20 °C e utilizado para a analise da atividade antiviral da
levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas (SL1 e SL2).

Células Vero (CCL-81), fornecidas pelo Laboratério de Virologia
Basica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, Londrina, Parana foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco-BRL, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (Invitrogen, Gibco-BRL, EUA), 2 mM de glutamina (Sigma Chemical Company,
EUA), 100 Ul/mL de penicilina (Sigma Chemical Company, EUA), 100 pL de
estreptomicina (Gibco-BRL, EUA) e 2 yg/mL de anfotericina B (Meizler Biopharma
S/A, BR) e utilizadas para a avaliagdo da citotoxicidade da levana nativa (LN) e das

amostras sulfatadas (SL1 e SL2).

2.2 Métodos

2.2.1 Produgéo de Levana

A producdo da levana foi realizada por um planejamento Box-
Behnken 3* incompleto, com 12 ensaios e 3 pontos centrais. As variaveis
independentes foram: (X1) tempo de fermentacéo (24, 48 e 72 h), (X2) concentragao
de sacarose (100, 250 e 400 g/L) e (Xs) pH inicial (4,0, 6,0 e 8,0) (Tabela 1). Os
ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL dos
diferentes meios liquidos (g/L): 100/250/400 de sacarose, 2 de extrato de levedura, 2
de KH2POq4, 1 de (NH4)2SO4 e 0,5 de MgSO4(7H20). O indculo foi padronizado a 0,2
g/L e preparado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL do meio liquido
(g/L): 100 de sacarose, 2 de extrato de levedura, 2 de KH2PO4, 1 de (NH4)2S04 e 0,5
de MgSO4(7H20) [13 modificado]. A agitagcéo e a temperatura foram mantidos em 150
rom e 37 °C, respectivamente [14]. As variaveis resposta foram: (Y1) consumo de
sacarose (g/L), (Yz2) biomassa (g/L) e (Y3) producao de levana (g/L). A melhor condicéo
foi transferida para frascos Erlenmeyer de 1 L, contendo 250 mL do meio de
fermentagao. Os cultivos foram interrompidos por centrifugagao (Centrifuga Universal
320, Hettich, Alemanha) a 9000 rpm, 4 °C por 15 min. A levana presente no
sobrenadante foi precipitada com o etanol absoluto na proporcdo de 3:1
(etanol:sobrenadante) a 4 °C por 12 h. O precipitado foi centrifugado, ressuspenso em

agua destilada, dialisado contra a agua destilada por 72 h e liofilizado [15].
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2.2.1.1 Biomassa e Consumo do Substrato e Produgéo de Levana

Os cultivos foram interrompidos por centrifugagao a 9000 rpm, 4 °C
por 15 min. A biomassa foi ressuspensa em solugdo salina (NaCl 0,9 %), lida por
espectrofotdmetro (Genius, Thermo Fisher Scientific, EUA) a A=605 nm e comparada
a curva de biomassa em g/L. O consumo do substrato foi determinado por agucares
totais (AT), pelo método de Fenol-Sulfurico a A=460 nm [16] e agucares redutores
(AR), pela metodologia de Somogyi-Nelson a A=540 nm [17, 18], onde o [AT] — [AR]
corresponde a sacarose residual e [sacarose inicial] — [sacarose residual] equivale
com a sacarose consumida.

A levana produzida foi precipitada com o etanol absoluto na proporg¢ao
de 3:1 (0,9 mL de etanol absoluto:0,3 mL do sobrenadante) a 4 °C por 12 h. O
precipitado formado foi hidrolisado com 1 mL de acido cloridrico (HCI) 0,1 M em
banho-maria a 100 °C por 1 h, neutralizado com 0,1 mL de hidroxido de sédio (NaOH)

2 M [19] e quantificado por Somogyi-Nelson, utilizando a frutose como padrao [17, 18].

2.3 Sulfatagéo

A levana precipitada e liofilizada foi utilizada para as reag¢des de
sulfatacdo. Foram testados dois processos, com duas proporcdes diferentes do
agente sulfatante complexo trioxido de enxofre-piridina de acordo com de Araujo [20].
Para cada sulfatacdo, 0,5 g da levana nativa foram solubilizadas em 250 mL de
dimetilformida anidro (DMF) sob atmosfera inerte por 48 h. Para a levana sulfatada 1
(SL1), foram adicionados 3,9 g do complexo trioxido de enxofre-piridina (SOs-Py) (8
equivalentes/unidades de frutose) e 1,1 mL de trietilamina (EtsN). Para a levana
sulfatada 2 (SL2) foram transferidos 11,7 g do complexo triéxido de enxofre-piridina
(SOs3-Py) (24 equivalentes/unidades de frutose) e 1,1 mL de trietilamina (EtsN). As
misturas foram mantidas sob agitagdo em temperatura ambiente por 7 h e
neutralizadas com a solucdo saturada de bicarbonato de sédio. Em seguida, foi
adicionado 166,65 mL de tampao fosfato 0,025 mol/L (pH 7,0) nas duas sulfatagdes
(SL1 e SL2). As reacgbes foram submetidas a dialise contra a solugéo de cloreto de
sédio (NaCl) 1 mol/L por 24 h e agua destilada por 96 h. Posteriormente, as amostras

foram liofilizadas, armazenadas a -2 °C e utilizadas para as analises seguintes.
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2.3.1 Analise do Grau de Substituicdo (DS)

O grau de substituicdo (DS) das amostras sulfatadas (SL1 e SL2), que
representa o numero médio de grupos hidroxila substituidos por grupos sulfato foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por Dodgson e Price [21], com
modificacdes. Inicialmente, 1 mg de SL1 e SL2 foram hidrolisadas com HCI
concentrado em banho termostatizado a 100 °C por 10 min. Para determinar o DS,
0,2 mL dos hidrolisados foram solubilizados com 3,8 mL de acido tricloroacético (TCA),
1 mL da solucéo protetora (6 g de NaCl, 0,5 mL de HCI concentrado, gelatina 0,1 %
m/v e 47 mL de agua destilada) e 0,03 g de cloreto de bario (BaClz). O sulfato de bario
resultante foi quantificado em espectrofotdmetro a A=420 nm. O DS, que caracteriza
o numero médio de grupos sulfato em cada residuo de frutose, foi estabelecido a partir

do conteudo de enxofre, com base nas equagdes 1 e 2, onde (%) = % enxofre.

(1)
BaS0,(ug) % 0,1374 x 100

%) =
S(%) Amostra (ug)

¢ = 162 X S
T 3200—102%x S

Onde, 162 representa o peso molecular médio do residuo glicosil do
polissacarideo; 3200 equivale a massa atémica do enxofrex100 e 102 equivale ao mol

médio dos grupos sulfato

2.4 Caracterizagao Quimica

As amostras sulfatadas (SL1 e SL2) foram caracterizados por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada no Fourier (FT-IR) (IR
PRESTIGE-21, Shimadzu, JP) em pastilhas de KBr e Termogravimetria (TG) em
programa de temperatura (TGA-50, Shimadzu, JP). A levana nativa (NL) foi usada
como controle para os testes. As analises foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia (ESPEC) da Central Multiusuario de Laboratérios de Pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).



56

2.5 Propriedades Biologicas

2.5.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade da levana nativa (LN) e das amostras sulfatadas (SL1
e SL2) foram avaliadas em células VERO (CCL-81) pelo método do MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdélio), de acordo com o protocolo descrito por
Pauwels [22] e de La Iglesia [23]. As concentragbes testadas foram de 0,062 a 0,5
mg/mL e o controle foi preparado somente com o meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Gibco-BRL, EUA). As analises foram realizadas em quintuplicata e as
leituras foram efetuadas em espectrofotometro a A=570 nm e a A=690 nm. A

viabilidade celular foi estabelecida com base na equacao 3:

3)
(Média Abs da Amostra 570nm — Média Abs da Amostra 690nm)
VC(%) =

%X 100
(Média Abs do Controle 570nm — Média Abs do Controle 690nm)

A citotoxicidade de 50 % (CCso0), que representa a concentragéao
capaz de eliminar 50 % das células foi determinada em relacédo a concentracao celular

(CC) por analise de regressao linear [24].

2.5.2 Atividade Antiviral

A atividade antiviral da levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas
(SL1 e SL2) foi verificada em particulas do Herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1) em
meio extracelular, de acordo com o protocolo descrito por Pauwels [22] e de La Iglesia
[23]. As concentragbes testadas foram de 0,025 a 0,2 mg/mL. As amostras foram
incubadas com o virus a 37 °C, 5 % COz2 por 1 h. As células foram inoculadas a 5x10*
células/pogo, para a concentragdo nao citotoxica das amostras (obtida no ensaio de
citotoxicidade). As placas foram incubadas a 37 °C, 5 % COz por 72 h e a avaliagao
da citotéxica foi realizada por MTT. A porcentagem de inibicdo viral (IV) (%) foi

verificada com base na equacgao 4:
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(4)
(AbsT 570nm — AbsT 690nm — AbsCV 570nm — AbsCV 690nm)
1V (%) =

x 100
(AbsCC 570nm — AbsCC 690nm — AbsCV 570nm — AbsCV690nm)

Onde, AbsT representa a absorbancia das células inoculadas e
tratadas com as amostras, AbsCV corresponde a absorbancia do controle do virus
(células inoculadas e nao tratadas) e AbsCC determina a absorbancia do controle das

células (células ndo inoculadas e nao tratadas).

2.5.3 Atividade Anticoagulante

A atividade anticoagulante da levana nativas (NL) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2) foi avaliada de acordo com o protocolo descrito por
Vasconcelos [25], com modificagbes. O tempo de tromboplastina parcial ativado
(KPTT) e o tempo de protrombina (TP) foram realizados em sistema automatico de
analise de coagulagdo do sangue (Sysmex CS-2500 System, Siemes Healthineers,
DE). As concentragdes testadas foram de 0,050 a 0,300 mg/mL e o pool de soros foi
preparado com amostras, com os parametros de KPTT e TP normais da rotina do
Laboratério de Hematologia do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana da
Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL). Para o teste, 0,50 mL de cada amostra
foram solubilizadas em 0,450 mL do pool de soros e para o controle, 0,50 mL do
tampao OVB (diluente de fibrinogénio) foi misturado em 0,450 mL do pool de soros.

As analises foram preparadas em duplicatas.

2.5.4 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da levana nativa (NL) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2) foi determinada por DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), de
acordo com o protocolo descrito por Srikanth [26]. As concentragdes testadas foram
de 5 a 0,78 mg/mL. Para o teste, 1 mL de cada amostra foi solubilizada em 0,3 mL da
solugao de DPPH. Para o branco, 1 mL de amostra foi misturada em 0,3 mL de agua
destilada e para o controle, 1 mL de agua destilada foi transferida em 0,3 mL da
solucdo de DPPH. As analises foram realizadas em triplicata e as leituras foram
efetuadas em espectrofotometro (Genius, Thermo Fisher Scientific, EUA) a A=514 nm.

A taxa de inibigao (%) para os radicais livres foi estabelecida com base na equagéao 5:
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()
(Abs do Controle — Abs da Amostra) y

Abs do Controle 100

% Inibicdo =

2.6 Analise Estatistica

Para o Planejamento Box-Behnken 3*® incompleto, as analises
estatisticas foram realizadas no software STATISTICA 9.0 (Statsoft, EUA). Para as
propriedades bioldgicas, a distribuigdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. A significancia estatistica dos resultados foi determinada pela analise de
variancia (ANOVA) e a diferenca individual entre as médias foi analisada pelo teste de
Tukey. As analises estatisticas foram efetuadas no software Prism (GraphPad, EUA).

O nivel de significancia foi de (p<0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1 Produgéo de Levana

A Tabela 1 mostra o delineamento experimental Box-Behnken 33
incompleto, com as variaveis independentes: (X1) tempo de fermentagao (24, 48 e 72
h), (X2) concentragao de sacarose (100, 250 e 400 g/L) e (X3) pH inicial (4,0, 6,0 e 8,0)
e as variaveis resposta: (Y1) consumo de sacarose (g/L), (Y2) biomassa (g/L) e (Y3)
producao de levana (g/L). A maior producao de levana ocorreu no ensaio 3 (24 h, 400
g/L e pH 6,0) com 25,73 g/L. Ja melhor crescimento microbiano (biomassa) aconteceu
no ensaio 7 (24 h, 250 g/L e pH 8,0) com 19,64 g/L, enquanto o melhor consumo de
substrato decorreu no ensaio 3 (24 h, 400 g/L e pH 8,0) com 398,50 g/L.
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Tabela 1 — Respostas do Planejamento Box-Behnken 3° incompleto, com o (Y1)

consumo de sacarose (g/L), (Yz2) biomassa (g/L) e (Y3) producéo de levana (g/L).

Factor Level Response
X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
1 -1 -1 0 16.84 37.95 2.41
2 1 -1 0 16.24 41.19 219
3 -1 1 16.43 398.50 25.73
4 1 1 0 16.38 355.07 22.70
5 -1 0 -1 13.14 202.70 2.41
6 1 0 -1 13.24 182.35 2.84
7 -1 0 1 19.78 155.27 11.87
8 1 0 1 19.64 143.67 11.61
9 0 -1 -1 13.16 71.24 3.33
10 0 1 -1 13.68 265.89 7.55
11 0 -1 1 17.52 31.95 4.30
12 0 1 1 18.99 286.29 12.56
13 0 0 0 17.03 173.93 13.95
14 0 0 0 18.04 198.25 12.56
15 0 0 0 16.27 181.26 16.11
Code Variables Coded Variables Levels
-1 0 1
X1 Time (h) 24 48 72
X2 Concentration 100 250 400
sucrose (g/L)
X3 pH 4.0 6.0 8.0

O menor tempo de fermentagdo (24 h), maior concentracdo de

sacarose (400 g/L) e o pH neutro (6,0) resultaram na maior producao de levana, com

25,73 g/L (ensaio 3). A alta concentracdo de sacarose (400 g/L) estimulou a

polimerizagdo da levana e os resultados obtidos estdo em concordancia com as

pesquisas de Srikanth et al. [26] e Bersaneti et al. [14]. A mesma condigdo, com o

maior tempo de fermentacéo (72 h) (ensaio 4) ndo demonstrou aumento na sintese

de levana, ou seja, o prolongamento do tempo de fermentagéo nao € positivo para o
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processo de produgao. A baixa concentracdo de sacarose e o pH acido também nao
foram positivos para a biomassa e a polimerizacédo da levana.

Esses dados estdo de acordo com o estudo de Phengnoi et al. [27],
que observaram que a alta concentragao de sacarose induzia o aumento da biomassa
e da atividade de transfrutosilagdo da levanasacarase de Bacillus siamensis. A
sacarose sinaliza positivamente a sintese da enzima levanasacarase e da levana, ou
seja, a producao € diretamente proporcional com a concentragdo de sacarose
disponibilizada [28]. Logo, a hidrélise da sacarose, diminui¢ao do substrato enzimatico
e a polimerizacédo da levana provocam a diminuicdo da atividade enzimatica [29]. A
Tabela 2 mostra a analise de variancia (ANOVA) ajustada para a produgéo da levana,
com a soma dos quadrados (SS), graus de liberdade (df), quadrado médio (MS) e o F

calculado e o p-value.

Tabela 2 — Analise de Variancia (ANOVA) para a Produgéo de Levana.

Factor SS df MS F P

X1 (L) 1.1849 1 1.1849 0.3697 0.6049
X2 (L) 396.4154 1 369.4154 123.7058 0.0079
X3 (L) 73.2103 1 73.2103 22.8461 0.0410°
X3 (Q) 162.8894 1 162.8894 50.8314 0.0191"
1L by 2L 1.9769 1 1.9769 0.6169 0.5144
2L by 3L 4.0811 1 4.0811 1.2736 0.3762
Lack of Fit 144.7778 6 24.1296 7.5299 0.1218
Pure Error 6.4090 2

Toral 790.9448 14

SS: soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média quadrada; F: F calculado; P: p valor.

*Significativo ao nivel de 5%.

A ANOVA (Tabela 2) exibe que a concentracao de sacarose (g/L) (X2)
e o pH (X3) foram significativos para a produgéo de levana (p<0,5) e que o desvio da
regressao nao é significativo, demonstrando que o modelo pode ser utilizado para fins
preditivos. A Figura 1 mostra a superficie de resposta (MSR) para a produgéo de
levana (g/L), considerando a concentragcado de sacarose (g/L) e o pH. Devido a ndo

significancia na ANOVA, a variavel tempo de fermentacgéao (h) foi fixada em 24 h.
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Figura 1 — Superficie de Resposta (MSR) para a Produgdo de Levana (g/L),

considerando a Concentragédo de Sacarose (g/L) e o pH e fixando o Tempo de
Fermentacgao (h).

\.\@\ “Q\_\';)\'\'pblﬁ Wen\

A otimizagdo conjunta por MSR, avaliando a concentragdo de
sacarose (g/L) e o pH demonstra que o aumento da concentragao de sacarose (>400
g/L) e o pH inicial préximo do neutro (entre 6,0 e 7,0) sao significativos para a produgéo
de levana, enquanto a baixa concentragdo de sacarose e o pH acido ou basico nao
sao significativos (Figura 1). A Figura 2 apresenta o perfil de valores previstos para a

biomassa (g/L), consumo de sacarose (g/L) e produgado de levana (g/L) a partir da
condicio estabelecida como 6tima.
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Figura 2 — Perfil de Valores Previstos para a Biomassa (g/L), Consumo de Sacarose

(g/L) e a Produgéo de Levana (g/L).
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O perfil de valores previstos para a biomassa (g/L), consumo de
sacarose (g/L) e a producao de levana (g/L) indica que a condi¢cao 6tima é de 24 h,
400 g/L e 0 pH 7,0, com 18,29 g/L de biomassa, 352,38 g/L de consumo de sacarose
e 22,15 g/L de producdo de levana (Figura 2). Esses resultados estdo em
concordancia com o estudo de Berté et al. [30], que descreveram que a concentragao
de sacarose (300 g/L) e o pH (6,0) influenciaram na sintese de levana por B. subtilis
(ATCC 6633). O pH inicial do meio de fermentagédo interfere no crescimento
microbiano e na producao de produtos do metabolismo, em razdo das modificagdes
estruturais e funcionais das enzimas [31].

A faixa de pH ideal para o crescimento de B. subtilis natto é de 5,0 a
9,0 e para a atividade enzimatica da levanasacarase € de 5,0 a 7,0 [12, 32]. Para a
validacao da resposta producao de levana, além disso, foram realizados trés ensaios

utilizando a condigao 6tima de 24 h, 400 g/L e pH 7,0. O teste T para amostras simples
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confirmou que nao existe diferenga significativa entre a média dos trés ensaios de
validagao (24,34 g/L) e o valor 6timo previsto de 22,15 g/L, apresentando o p-value

igual a 0,16.

3.2 Sulfatagdo e Analise do Grau de Substituigdo (DS)

O grau de substituicdo (DS), apés a sulfatagao, representa o numero
médio de grupos sulfato adicionados por unidade monomeérica de frutose e com isso,
o DS foi de 1,36 para a levana sulfatada 1 (SL1) e 1,37 para a levana sulfatada 2
(SL2). Como o valor do DS foi maior que 1, cada monossacarideo de frutose recebeu
ao menos um grupo sulfato e estima-se que a cada 10 unidades de frutose haja
aproximadamente catorze grupos sulfato. Estruturalmente, a levana dispbe de trés
possiveis regides de substituicdo e com isso, 3 € o DS maximo que poderia ser
atingido por monossacarideo de frutose. No entanto, das trés hidroxilas (OH)
encontradas na cadeia monossacaridica, uma € um alcool primario e duas sao alcoois
secundarios. O impedimento estérico dos alcoois secundarios dificulta a agao do
agente sulfatante para a adi¢do dos grupos sulfato.

Considerando que a massa molecular da frutose € de 180,16 g/mol,
da unidade repetitiva de frutose (levana) é de 162 g/mol (considerando a perda de
agua da ligagao glicosidica) e de uma levana sulfatada com o DS de 1,4 deveria ser
de 306,33 g/mol, o rendimento da reagao de sulfatagéo foi de 44 % e 41 % para SL1
e SL2, nessa ordem. Esses dados estao de acordo com o estudo de Erginer et al. [32],
que sulfataram a levana de Halomanas smyrnensis utilizando o acido clorossulfénico
(HSO3Cl) como agente sulfatante e a piridina (CsHsN) como catalisador, em diferentes
proporcées e obtiveram o DS de 0,50 a 2,37. Por outro lado, Gomes et al. [33],
sulfaram a levana de H. smyrnensis empregando o HSOsCl e a CsHsN e atingiram o
DS de 1,36.

Além da das caracteristicas estruturais dos EPS e da dificuldade de
controlar o processo quimico de sulfatacao, as variacbes das condi¢gdes da reacgao,
como o agente sulfatante, razdo molar entre os reagentes e o tempo e temperatura
de sintese influenciam diretamente no numero de grupos sulfato obtidos durante a

sulfatagao [35].
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3.3 Caracterizagdo Quimica

A caracterizagdo quimica da levana (NL) e das amostras sulfatadas

(SL1 e SL2) foram realizadas pelas técnicas de FT-IR e da Termogravimetria (TG).

3.3.1 FT-IR

A Figura 3 mostra os espectros de FT-IR, entre 4000 e 400 cm™ da
levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas (SL1 e SL2), com bandas caracteristicas
para a levana e o processo de sulfatagdo. A banda proxima de 3400 cm-' representa
a vibragdo de estiramento O-H [36]. A banda préxima de 2950 cm' indica a vibragéo
de estiramento C-H e ¢ especifica da frutose [26]. A banda proxima de 1600cm™’
evidencia a curvatura angular das moléculas de agua [37]. As bandas préximas de
1127 e 1053 cm™! mostram a ligagdo C-H e as ligagGes glicosidicas, nessa ordem [38].
As bandas préximas de 1200 e 900 cm™! sdo especificas para os carboidratos [39]. As
amostras sulfatadas (SL1 e SL2), ainda, apresentaram novas bandas que confirmam
a sulfatagdo da levana. As bandas préximas de 808 e 1238 cm™ representam o
dobramento assimétrico C-O-S e a vibragcdo de estiramento assimétrico S=0,

respectivamente [40].
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Figura 3 — Espectros de FT-IR para a Levana Nativa (NL), Levana Sulfatada 1 (SL1)
e Levana Sulfatada 2 (SL2).
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3.3.2TG

A Figura 4 mostra o perfil térmico da levana nativa (NL) e das
amostras sulfatadas (SL1 e SL2), com as curvas termogravimétricas (TGA) e
termogravimétricas derivadas (DTG). NL apresentou trés estagios de perda de massa
nas curvas de TGA e DTG (Figura 4A). O primeiro estagio ocorreu até 112 °C e
corresponde a eliminacao de agua de hidratacdo. O segundo estagio iniciou com um
pequeno declinio, em aproximadamente 132 °C e um pico maximo em 165 °C (curva
DTG), ponto que a massa variou rapidamente e representa a decomposigao térmica
da amostra. Ja o terceiro estagio iniciou em 318 °C e terminou em 578 °C e condiz
com a decomposicao final, que é a etapa de carbonizacdo da amostra.

A sulfatagdo promoveu algumas mudangas no perfil térmico das
amostras sulfatadas (SL1 e SL2) (Figura 4B e 4C), com cinco estagios de perda de
massa. O primeiro estagio, que é tipico da eliminacdo de agua ocorreu até 103 °C
para SL1 e 105 °C para SL2. O segundo estagio aconteceu até 140 °C, com um pico
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maximo em 118 °C (Curva DTG) e demonstra a decomposic¢ao térmica de SL1 e SL2.
Ja o terceiro estagio ocorreu até proximo de 290 °C para SL1 e SL2, com dois picos
rapidos de caimento (Curva DTG) em aproximadamente 210 e 240 °C. O quarto
estagio aconteceu em torno de 540 °C e o quinto estagio, que é caracteristico da
carbonizagdo das amostras finalizou em aproximadamente 740 °C, com um pico
maximo em 720 °C (Curva DTG). Apesar do primeiro estagio ter demonstrado uma
menor resisténcia térmica das amostras sulfatadas, os estagios seguintes revelaram

0 aumento da estabilidade térmica decorrente do processo de sulfatagcéo [41].

Figura 4 — Perfis térmicos (TGA e DTG) da Levana Nativa (NL) (A), Levana Sulfatada
1 (SL1) (B) e da Levana Sulfatada 2 (SL2) (C).
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3.4 Propriedades Biologicas

3.4.1 Avaliagédo da Citotoxicidade e Atividade Antiviral

Os antivirais interrompem o processo de replicagéo e o progresso da
infecgao viral. No entanto, a resisténcia microbiana € um problema de saude publica
e torna indispensavel a identificacdo de novas moléculas e/ou substancias com a agao
antiviral. Dessa forma, diferentes concentra¢des da levana nativa (NL) e das amostras
sulfatadas (SL1 e SL2) foram triadas contra o Herpes simplex tipo 1 cepa KOS (HSV-
1 KOS), que é sensivel ao aciclovir. A efetividade do tratamento foi observada com a
inibicdo da replicagdo viral e a preservacao da viabilidade das células Vero células
Vero (CCL-81) pelo MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio).

A citotoxicidade também foi analisada por MTT, uma vez que os
polissacarideos sulfatados podem apresentar a agao citotoxica e provocar danos e
induzir a morte celular. Com os resultados, foi possivel determinar a concentracao
citotéxica de 50 % (CCso), concentragdo antiviral de 50 % (ICs0) e o indice de
seletividade (Sl) para NL, SL1 e SL2. A Tabela 3 mostra os valores de CCso, ICs0 e Sl
e as Figura 5 mostra a porcentagem de células viaveis apdés a avaliagdo da
citotoxicidade e da atividade antiviral da NL, SL1 e da SL2.

Tabela 3 — CCso, Cs0 € Sl para a Levana Nativa (NL), Levana Sulfatada 1 (SL1) e
Levana Sulfatada 2 (SL2).

CCL-81 HSV-1 KOS
Levan CCso ICs0 Si
(ng/mL) (ng/mL) (CCs0/ICs0)
NL 500 >200 >2.50
SL1 500 172 2.90
SL2 295 86.50 3.41

CCso: concentragao citotoxica de 50%; ICso: concentragao inibitoria de 50%; Sl: indice de seletividade.
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Figura 5 — Citotoxicidade para as Células Vero (CCL-81) (A) e Atividade Antiviral
contra o Herpes Simplex Virus tipo 1 cepa KOS (HSV-1 KOS) (B) para a Levana Nativa
(NL), Levana Sulfatada 1 (SL1) e a Levana Sulfatada 2 (SL2).
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O CCso para as células Vero (CCL-81) foi de 500 ug/mL para NL e SL1
e de 295 pg/mL para SL2 (Tabela 3). A baixa toxicidade e a alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade da levana favorecem as diferentes aplicagdes biotecnolégicas
dessa macromolécula [42]. Os polissacarideos sulfatados, no entanto, possuem a
citotoxicidade relacionada com o valor do DS [43]. No ensaio de 0 h (com a adigéo
simultanea da infecgao viral e do tratamento), NL e as amostras sulfatadas (SL1 e
SL2) apresentaram a acao antiviral contra o HSV-1 KOS, mas apenas a SL1 e a SL2
expressaram o efeito inibitorio de 50 % até a ultima concentracéo testada (250 pg/mL)
(Figura 5). Esses dados estdo de acordo com o estudo de Gamal et al. [44], que
constataram que a levana bruta, dialisada e sulfatada de E. faecalis possuiam a
atividade antiviral contra o virus da doenga de Newcastle, sugerindo que a presenca
de grupos hidroxila na estrutura quimica da levana facilitava a adeséo e obstrugéo do
sitio ativo de fusido das proteinas virais e a inibicdo da penetracao viral nas células.

Os polissacarideos sao biologicamente ativos e as suas propriedades
biolégicas sao relacionadas com a sua estrutura quimica [45]. Em alguns casos,
devido aos custos e o rendimento alcancado por producao, a eficiéncia das atividades
biolégicas ndo € satisfatorias. Assim, as reagcdes quimicas para a modificagdo dos
polissacarideos estabelecem a formacado de derivados sulfatados que possuem
melhores e/ou novas caracteristicas biologicas, a partir da substituicido de grupos
funcionais. Para a sulfatagdo, por exemplo, os grupos hidroxila presentes nas

unidades monoméricas da cadeia polissacaridica sdo substituidas por grupos sulfato
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[45, 46].

Na maior concentracao testada deste estudo (200 pg/mL), SL1 obteve
o melhor efeito antiviral de 60.70 %, enquanto SL2 atingiu 56.24 % e NL 42.63 %. Os
resultados apresentaram diferenca estatistica entre NL, SL1 e SL2 na concentragao
de 50 pg/mL (p<0,5). Ainda, SL2 e NL mostraram inibigdo constante (cerca de 50 %
para SL2 e de 40 % para NL) entre as concentragdes de 100 e 200 pg/mL, enquanto
SL1 exibiu uma curva de inibigdo proporcional com a concentragao avaliada. Esses
resultados estdo em concordancia com a pesquisa de Faccin-Galhardi et al. [47], que
descreveram que os polissacarideos naturais e as amostras sulfatadas de Azadirachta
indica possuiam diferentes padrdes de inibicdo para o HSV-1.

O ICso foi de >200 pg/mL e o Sl foi de >2.50 para NL; de 172 yg/mL e
de 2.90 para SL1 e de 86.50 pg/mL e de 3.41 para SL2 (Tabela 3). O ICso diminuiu 24
%, de NL para SL1 e 57 %, de NL para SL2. Esses dados estdao de acordo com o
estudo de Sacchelli et al. [48], que constataram que os derivados sulfatados de
botriosferana do fungo Botryosphaeria rhodina possuiam o 1Cso menor para o HSV-1
KOS, quando comparados com a botriosferana nativa. A presenca de grupos sulfato
confere a carga negativa aos polissacarideos sulfatados e promove interagbes
eletrostaticas com as biomoléculas com a carga positiva, para uma série de resultados
quimicamente importantes [49]. Desse modo, os polissacarideos sulfatados impactam
o ciclo de infecgao dos virus envelopados [50].

Durante os estagios iniciais da infeccéo pelo HSV, as glicoproteinas
virais, que possuem a carga positiva resultante dos residuos de aminoacidos lisina
(Lys) e arginina (Arg) interagem com o heparan sulfato, que € um dos receptores de
membrana utilizados pelos virus para a entrada nas células hospedeiras. Devido a
carga negativa dos grupos sulfato dos polissacarideos sulfatados ser semelhante a
carga negativa do heparan sulfato, esses biopolimeros podem mimetizar esse
receptor e bloquear a etapa de adsorcdo [51, 48]. A vista disso, os grupos sulfato
interferem eletrostaticamente na capacidade inicial de ligacdo entre os virus
envelopados e as células adjacentes [52].

Contudo, as bioatividades dos polissacarideos sdo dependentes de
seus parametros estruturais, como o valor do DS, massa molecular, posicdo de
substituicdo dos grupos sulfato e a estrutura e conformacgao estrutural final [24]. Como
o valor do DS foide 1.36 e 1.37 para SL1 e SL2, nessa ordem, outras particularidades,

como a falta de controle da reagcdo quimica de sulfatagdo, razdo molar entre as
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unidades de frutose e o agente sulfatante complexo triéxido de enxofre-piridina e
outros fatores que podem ter sido transformados durante a sintese em condigao acida
podem ter favorecido a hidrélise da cadeia polissacaridica e/ou a modificagdo das
regides de sulfatagdo, promovendo a heterogeneidade dos derivados sulfatados

produzidos e, por consequéncia, da atividade antiviral.

3.4.2 Atividade Anticoagulante

Os anticoagulantes interferem na cascata de coagulagao sanguinea
e podem ser verificados a partir de exames laboratoriais que mensurem o tempo
necessario para a formagéao do coagulo de fibrina em segundos (s). A influéncia da
levana nativa (NL) e das amostras sulfatadas (SL1 e SL2) na via extrinseca foi
avaliada pelo tempo de protrombina (TP), enquanto na via intrinseca foi analisada pelo
tempo de tromboplastina parcial ativado (KPTT). Neste ensaio, os valores de
referéncia (VR) para KPTT e TP sdo de 25.1 a 36.5 s e de 10 a 14 s, respectivamente
e a acao anticoagulante de NL, SL1 e SL2 pode ser constatada por meio do
prolongamento desses valores. A Tabela 4 mostra os resultados da atuagao da NL,

SL1 e SL2 na via intrinseca e extrinseca da cascata de coagulagédo sanguinea.
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Tabela 4 — Atividade Anticoagulante da Levana Nativa (NL), Levana Sulfatada 1 (SL1)

e Levana Sulfatada 2 (SL2) na via Extrinseca e Intrinseca da Cascata de Coagulagao

Sanguinea.
Samples Mg/mL Clotting time (s)
PT KPTT
Control (12.15 £ 0.07) (30.05 £ 0.21)
50 (11.90 £ 0.14) (29.80 £ 0.14)
100 (11.80 £ 0.00) (29.70 £ 0.14)
NL 150 (11.85+0.21) (29.55 £ 0.07)
200 (11.80 £ 0.14) (29.65 £ 0.07)
250 (11.70 £ 0.00) (29.65 + 0.00)
300 (11.70 £ 0.00) (29.70 £ 0.00)
50 (11.90 £ 0.28) (68.30 £ 1.56)
100 (13.30 £ 0.28) (109.20 + 1.70)
SL1 150 (14.50 + 0.57) (163.65 + 5.02)
200 (16.40 £ 0.14) -
250 (16.00 + 0.28) -
300 (17.35 £ 0.35) -
50 (11.85 £ 0.07) (61.70 £ 1.13)
100 (12.90 £ 0.28) (98.90 + 2.97)
SL2 150 (13.50 £ 0.28) (139.65 + 2.19)
200 (14.10 £ 0.55) -
250 (14.80 £ 0.42) -
300 (15.35+£0.49) -

TP: tempo de protrombina; KPTT: tempo de tromboplastina parcial ativado.

" Significativo ao nivel de 5% pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados mostraram que a NL nao foi capaz de aumentar o KPTT

e o TP em nenhuma das concentragdes testadas, apresentando os valores proximos

do controle e dentro dos valores de referéncia (VR), isto é, nao expressando a

atividade anticoagulante. Os polissacarideos, normalmente, sdo biocompativeis e

atéxicos e quando sulfatados naturalmente, desempenham diferentes bioatividades

dependentes da sua estrutura e das interagdes que realizam com as biomoléculas.

Como a sulfatacdo aprimora e/ou estabelece diferentes propriedades, os EPS



73

sulfatados por via sintética podem apresentar melhores caracteristicas biologicas,
quando comparados com os polissacarideos sulfatados naturalmente [53, 54, 10].

A relevancia da sulfatacdo para a atividade anticoagulante pode ser
observada devido ao grande numero de trabalhos que investigam essa propriedade
nos polissacarideos sulfatados e buscam identificar novos analogos a heparina, um
antitrombético bem conhecido e utilizado clinicamente desde a sua descoberta no
século XX [10]. Assim, a substituicao de grupos hidroxila por grupos sulfato pode ser
no melhoramento das atividades bioldgicas dos polissacarideos [55].

SL1 e SL2 prolongaram o KPTT em todas as concentragdes testadas,
quando comparadas com NL (Tabela 4) e demonstraram diferenga significativa entre
NL e SL1 e NL e SL2 para KPTT (p<0,5). Esses resultados estdo de acordo com a
pesquisa de Erginer et al. [33], que descreveram a incapacidade da levana nativa da
bactéria H. smyrnensis aumentar o KPTT e TP, ao mesmo tempo que os derivados
sulfatados prolongaram proporcionalmente com a concentragéo testada. O aumento
do KPTT indica a inibicdo da via intrinseca da cascata de coagulacédo sanguinea, que
representa os fatores VIII, IX, Xl e VIII e a pré-calicreina [56, 57].

Acima de 150 pg/mL, SL1 e SL2 tornaram o sangue incoagulavel para
o KPTT, impossibilitando a avaliacdo pelo sistema automatico de analise de
coagulagao do sangue. Como o valor do DS foi de 1.36 e 1.37 para SL1 e SL2, nessa
ordem nao houve diferenca significativa entre os efeitos anticoagulantes.
Polissacarideos sulfatados que possuem um maior valor de DS dispdem de uma maior
quantidade de grupos sulfato na sua cadeia polissacaridica e manifestam melhores
caracteristicas bioldgicas [3]. No caso da atividade anticoagulante, quanto maior o DS,
maior a interacdo para a formagdo do complexo polissacarideo sulfatado-
antitrombina-trombina [58].

A atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados esta
associada com a formagao de um complexo entre os cofatores plasmaticos inibidores
da cascata de coagulagdo, antitrombina e a trombina [59]. A heparina é um
glicosaminoglicano altamente sulfatado (GAG) que acelera a associagao entre os
aminoacidos serina (Ser) da trombina e arginina (Ar) da antitrombina, para a agao
anticoagulante [60]. Desse modo, a heparina interage com os aminoacidos lisina (Lys)
da antitrombina, induz modificagcbes conformacionais para a exposicdao dos
aminoacidos Arg, aumentando a afinidade de ligagdo a trombina [61, 62].

A trombina é a ultima enzima da cascata de coagulagdo e é
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responsavel por clivar o fibrinogénio em fibrina, para a formagéo do coagulo de fibrina
e ativar o fator XllI, V, VIl e XI [63]. A antitrombina, por sua vez, € uma inibidora das
proteases, mas os seus alvos primarios sdo a trombina e os fatores X e Xl ativados
[64]. Com isso, 0 mecanismo de agao dos polissacarideos sulfatados pode ser
relacionado com a carga negativa dos grupos sulfato, que neutraliza a carga positiva
dos aminoacidos da antitrombina e forma o complexo polissacarideo sulfatado-
antitrombina-trombina. Essa interacdo é transitdéria e envolve a dissociacdo e a
associagao para a formagao de novos complexos [62, 65].

Por outro lado, SL1 e SL2 ndo prolongaram de forma significativa o
PT. Esses dados estdo em concordancia com o estudo de Vasconcelos et al. [25], que
observaram que o derivado sulfatado do fungo Lasiodiplodia theobromaei aumentou
o KPTT e o tempo de trombina (TT) de acordo com a concentragao avaliada e assim
como a heparina e outros polissacarideos sulfatados, néo prolongou o TP.

Da mesma forma como para a atividade antiviral, diferentes fatores
dos polissacarideos sulfatados, além do valor do DS, como o posicionamento dos
grupos sulfato adicionados, composicado dos monossacarideos, tipo de ligagao
glicosidica da cadeia principal e a massa molecular podem interferir nas interagdes
entre os polissacarideos sulfatados e a antitrombina [3]. Existe uma relacédo ente a
estrutura e a atividade biolégica dos polissacarideos sulfatados [65]. Ainda, a
concentracao de 150 ug/mL poderia ser utilizada como agente anticoagulante, ja que
o0 CC50 para as células Vero (CCL-81) foi de 500 e 295 ug/mL para SL1 e SL2,

respectivamente.

3.4.2 Atividade Antioxidante

Os agentes antioxidantes eliminam as espécies reativas de oxigénio
(EROs), diminuindo a formacéao de radicais livres e estresse oxidativo celular. Dessa
forma, foi analisada a atividade antioxidante da levana nativa (NL), levana sulfatada 1
(SL1) e da levana sulfatada 2 (SL2) pela inibi¢ao do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). O DPPH apresenta a coloragdo purpura, devido aos elétrons
deslocalizados e apds a sua redugao expressa a coloragdo amarela. A Tabela 5
mostra a taxa de inibi¢do (%) do DPPH, que representa a atividade antioxidante da
NL, SL1 e SL2.
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Tabela 5 — Atividade Antioxidante pela Inibicdo (%) do DPPH da Levana Nativa (NL),
Levana Sulfatada 1 (SL1) e da Levana Sulfatada 2 (SL2).

Samples mg/mL Antioxidant activity
A=515nm Inhibition
(%)
Control (0.491 £ 0.004)
0.31 (0.462 £ 0.009) 6
0.63 (0.465 + 0.006) 5
NL 1.25 (0.463 + 0.003) 6
2.50 (0.453 £ 0.012) 8
4.00 (0.446 £ 0.025) 9
0.31 (0.459 £ 0.014) 7
0.63 (0.463 + 0.001) 6
SL1 1.25 (0.454 £ 0.005) 8
2.50 (0.430 £ 0.019) 12
4.00 (0.400 + 0.004) 19
0.31 (0.467 £ 0.018) 5
0.63 (0.451 £ 0.022) 8
SL2 1.25 (0.455 £ 0.007) 7
2.50 (0.452 + 0.004) 8
4.00 (0.436 £ 0.011) 11

NL, SL1 e SL2 expressaram a atividade antioxidante (Tabela 5).

Esses dados estdo em conformidade com o estudo de Abdel-Fattah et al. [66], que

verificaram o potencial antioxidante da levana nativa e do derivado sulfatado com

acido clorossulfénico de B. subtilis NCR1aza pelo ensaio de DPPH. A producéo de

energia pelas células € acompanhada da formacgao de radicais livres, que sao atomos

ou moléculas instaveis que realizam reacdes de oxidacao para a captura de elétrons

e a estabilidade. Os individuos naturalmente possuem mecanismos antioxidantes, que

diminuem a sua efetividade com o passar dos anos e o desiquilibrio redox, a favor dos

agentes antioxidantes resulta no estresse oxidativo associado com varias doencas,

como o Alzheimer, Diabetes Mellitus tipo 1 e 2 e a aterosclerose [67, 68, 69].

Algumas moléculas possuem a agao antioxidante e transformam os
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oxidos em substancias pouco téxicas por reacdes de oxirredugédo [70]. O efeito
antioxidante dos polissacarideos, por exemplo, decorre da sua habilidade de doar
elétrons/atomos de hidrogénio aos radicais livres, descontinuando as reacgdes de
oxidagdo [6]. Como essas bioatividades sao associadas com a sua estrutura e
conformagao, as modificagdes quimicas podem melhorar e/ou promover o
aparecimento de novas propriedades biolégicas a essas macromoléculas. Dessa
forma, a adigdo de grupos sulfato por meio da sulfatagcdo pode aumentar de forma
significativa a eliminagdo do DPPH [49].

Na ultima concentragéo testada (4 mg), a inibicédo foi de 9 %, 19 % e
11 % para NL, SL1 e SL2, respectivamente, ou seja, o processo de sulfatagéo
aumentou a propriedade antioxidante em 52 % e 18 %, comparando com NL (Tabela
5). Esses resultados estdo de acordo com a pesquisa de Huang et al. [55], que
descreveram que o derivado sulfatado de Mesona chinensis expressava maior
capacidade antioxidante, quando comparada com o polissacarideo nativo. A adicao
dos grupos sulfato, além de alterar a estrutura e a conformacdo da cadeia
polissacaridica, aumenta a solubilidade em agua e resulta no melhoramento das
bioatividades. Assim, a possivel acdo antioxidante dos polissacarideos sulfatados é
devido aos grupos sulfato, que poderiam ativar o atomo de hidrogénio do carbono
anomeérico e quanto maior a capacidade de ativagao, maior seria a sua capacidade
antioxidante [71].

Apesar do valor do DS ser um dos fatores responsaveis pelo efeito
antioxidante dos polissacarideos sulfatados, o processo de sulfatagdo pode aumentar
0 peso molecular dos derivados sulfatados sintetizados, prejudicando a sua
capacidade antioxidante [72]. Xie et al. [73] observaram que o0s polissacarideos
sulfatados da planta Cyclocarya paliurus com menor valor de DS e baixo peso
molecular possuiam melhor atividade antioxidante. Considerando o valor de DS e os
resultados obtidos para a atividade antiviral e anticoagulante, é importante destacar
que a complexidade estrutural dos polissacarideos sulfatados é importante para a
expressao das suas propriedades bioldgicas [71, 49].
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5.2 PATENTE: LEVANA SULFATADA DE BACILLUS SUBTILIS NATTO COM CAPACIDADE

ANTIVIRAL, ANTICOAGULANTE E ANTIOXIDANTE

Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Beatriz Ticiani Vieira Pereira, Alexandre
Orsato, Gabrielle Cristina Calegari, Briani Giselle Bigoto, Taina de Oliveira Ferreira,
Cristiani Baldo, Maria Emilia Favero, José Wander Bregand, Ligia Carla Faccin-
Gualhardi.

(Em processo)

Resumo: Essa invencéo consiste na sulfatacao da levana produzida por B. subtilis
natto. A levana foi produzida em meio contendo a sacarose, precipitada com o etanol
absoluto, liofilizada e submetida a duas sulfatagdes, com duas proporgdes diferentes
do complexo triéxido de enxofre-piridina. A sulfatacdo da levana foi confirmada por
Espectroscopia com Transformada do Fourier (FT-IR) e o grau de substituigcdo (DS)
foi determinado pelo método da gelatina cloreto-bario. O DS foi de 1,36 e 1,37 para a
sulfatagao branda e exaustiva, respectivamente estimando que para cada 10 unidades
de frutose aproximadamente 14 grupos sulfatos foram adicionados. A atividade
antiviral aumentou com a sulfatacdo exaustiva, diminuindo a concentracio inibitoria
de 50% (ICs0) em 57%. A levana nativa n&o apresentou atividade anticoagulante em
nenhuma das concentragdes testadas, enquanto as amostras sulfatadas
demonstraram o prolongamento do tempo parcial de tromboplastina ativada (KPTT)
dependente da concentracdo. A atividade antioxidante, definida pela eliminagcdo do
radical livre DPPH aumentou em 52% com levana sulfatada. O processo de sulfatacao
melhorou e adicionou propriedades bioldégicas na levana, propondo uma nova
molécula multifuncional que pode ser utilizada em novas metodologias terapéuticas

para a area da saude.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo planejamento Box-Behnken 32 mostrou
que as variaveis: (X2) concentracao de sacarose (g/L) e (X3) pH foram significativas
em nivel de 5%. A condigédo 6tima foi de 24h, 400g/L de sacarose e pH 7,0, com a
producao de levana de 26,88g/L.

A levana foi sulfatada, com diferentes proporg¢des do agente sulfatante
complexo trioxido enxofre-piridina e o DS, que indica a quantidade de grupos sulfato
obtidos por unidade de frutose foi de 1,36 e 1,37 para SL1 e SL2, respectivamente.

A sulfatacdo foi confirmada pelos espectros de FT-IR, com o
aparecimento de novas bandas que n&o sao encontradas na levana nativa. Ainda, a
adicdo dos grupos sulfato melhorou a resisténcia térmica da levana, elevando a
temperatura de carbonizacédo de 578°C para aproximadamente 740°C.

A atividade antiviral aumentou com a sulfatagédo, diminuindo a ICsoem
até 57%. NL nado apresentou a atividade anticoagulante em nenhuma das
concentracgdes testadas, enquanto SL1 e SL2 demonstraram a atividade proporcional
com a concentracido no ensaio de KPTT. Esse resultado indica que houve a inibicdo
da via intrinseca da cascata de coagulagdo sanguinea. A sulfatacdo também
aumentou a atividade antioxidante em até 52%, melhorando a capacidade de inibigcao
do DPPH.

Os resultados deste trabalho mostram que o processo de sulfatagao
melhorou a atividade antiviral e antioxidante e agregou a atividade anticoagulante e
podem colaborar para a criagdo de novas metodologias terapéuticas voltadas para a
area da saude. No entanto, novos estudos devem ser realizados para melhor

caracterizagao da estrutura e das atividades biologicas de SL1 e SL2.
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