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RESUMO

DEDUCH, Flavia. Derivados oxidados e sulfatados da botriosferana com

potencial atividade antiviral. 2022. 78 p. Dissertagao (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Dentre as doengas virais que ainda nao tém cura farmacoldgica definitiva estao a
dengue e a herpes simples. A infecgdo por estes virus pode ser inibida por
polissacarideos carregados negativamente, muitos destes provenientes de algas
marinhas. Nesse sentido, exopolissacarideos microbianos destacam-se por
apresentar notavel potencial nesta aplicacdo. Desta forma, esse estudo optou por
trabalhar com a derivatizagado de uma (-glucana fungica, a botriosferana, para se obter
miméticos do heparan sulfato, que é responsavel pela entrada destes virus
envelopados nas células humanas. O objetivo deste trabalho foi sintetizar derivados
oxidados e sulfatados da botriosferana para se obter potenciais compostos antivirais
contra a dengue e a herpes simples. Desta forma, foram realizadas sinteses
compreendendo reacdes de reducio, oxidacao e sulfatacdo a partir da botriosferana
nativa. A reacdo de reducgao foi realizada como forma de protecido de eventuais
interferéncias dos terminais redutores nas reacdes de modificacdo quimica. Como o
polissacarideo apresenta um alcool primario nas posi¢coes C-6, foi escolhida a reacao
de oxidagao usando o reagente TEMPO na conversao destes grupamentos em grupos
carboxilato. Em seguida, a reagdo de sulfatagao foi realizada com o complexo de
trioxido de enxofre-piridina e foram obtidos 2 compostos estruturalmente miméticos do
heparan sulfato. A reagcdo de oxidagdo foi confirmada por TF-IV com bandas
caracteristicas de grupos carboxilato em 1601 cm, correlagédo de integrais de RMN
de HSQC e por titulometria, as quais indicaram grau de oxidag&do de aproximadamente
50% dos alcoois primarios. Nao ha relatos na literatura sobre a oxidagcdo da
botriosferana. Para a reacao de sulfatacéo, a analise por TF-IV indicou a presenca de
bandas caracteristicas de grupos sulfato. O espectro de RMN de HSQC e o teste
turbidimétrico indicaram grau de sulfatacdo de 0,3 a 0,8 para as amostras de
polissacarideo, confirmando a sulfatagdao. A avaliagao da atividade antiviral revelou
que os compostos preparados sao inativos contra o virus da dengue (DENV-2). Nos
testes contra o virus do herpes simples os compostos oxidados apresentaram
inatividade antiviral e em contrapartida, os compostos oxidados e sulfatados de
botriosferana, miméticos ao heparan sulfato, apresentaram atividade positiva para
HSV-1, notando-se a necessidade dos grupos sulfatos para a atividade anti-herpética.

Palavras-chave: [(-glucanas; Antivirais; Miméticos do heparan sulfato;
Polissacarideos oxidados.



ABSTRACT

DEDUCH, Flavia. Oxidized and sulfated derivatives of botryosphaeran with
potential antiviral activity. 2022. 78 p. Dissertation (Master’s degree in Chemistry) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Dengue and herpes simplex are among the viral diseases lacking a permanent
pharmacological cure. The infection with these viruses can be inhibited by negatively
charged polysaccharides, many of which come from seaweeds. In this sense, microbial
exopolysaccharides stand out by presenting a remarkable potential in this application.
Thus, this study chose to work with the derivatization of a fungal B-glucan,
botryosphaeran, to obtain mimetics of heparan sulfate which is responsible for the
entry of these enveloped viruses into human cells. The objective of this work was to
synthesize oxidized and sulfated botryosphaeran derivatives to obtain potential
antiviral compounds against dengue and herpes simplex. Therefore, syntheses
comprising reduction, oxidation and sulfation reactions were carried out from native
botryosphaeran. The reduction reaction was carried out to protect the glucan against
possible interference from the reducing terminals in chemical modification reactions.
As the polysaccharide has primary alcohols at the C-6 positions, the oxidation reaction
was chosen using the TEMPO reagent to convert these groups into carboxylate
groups. Then, the sulfation reaction was carried out with the sulfur trioxide-pyridine
complex and 2 structural mimetic compounds of heparan sulfate were obtained. The
oxidation reaction was confirmed by FT-IR through characteristic bands of carboxylate
groups at 1601 cm™, correlation of HSQC NMR integrals and by titration, which
indicated an oxidation degree of approximately 50% of the primary alcohols. There are
no reports in the literature on the oxidation of botryosphaeran. For the sulfation
reaction, FT-IR analysis indicated the presence of bands characteristic of sulfate
groups. The HSQC NMR spectrum and the turbidimetric test showed sulfation degree
values of 0,3 to 0,8 for the polysaccharide samples, confirming sulfation. The
evaluation of the antiviral activity revealed that the compounds thus prepared are
inactive against the dengue virus (DENV-2). In tests against herpes simplex virus,
oxidized compounds showed antiviral inactivity and, on the other hand, oxidized and
sulfated botryosphaeran compounds mimetic to heparan sulfate showed positive
activity for HSV-1, noting the need for sulfate groups for anti- herpetic.

Key-words: [(-glucans; Antivirals; Mimetics of heparan sulfate; Oxidized
polysaccharides.
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1 INTRODUGAO

Os agentes virais humanos sao causadores de diversas patologias,
dentre as quais, herpes e dengue. Para estas doencas ndo ha um tratamento eficaz
que extermine os respectivos virus e nem vacina segura e eficiente (ALKHARSAH,
2018). As doengas causadas por virus sdo as principais causas de morte em todo o
mundo (JIANG et al., 2016).

De acordo com a Pan American Health Organization (PAHO, 2020),
no ano de 2019 foram relatados mais de 3 milhées de casos de dengue na Regido
das Américas, destacando-se historicamente por ser o maior registro de casos, sendo
30 por cento maior que os casos observados no periodo epidémico do biénio 2015-
2016. Dentre esses dados, 2.226.865 casos foram notificados no Brasil, denotando-
se um aumento de 486,4% de casos provaveis (737,4/100.000 habitantes) em relagc&o
ao mesmo periodo de 2018. Em escala global, o apontamento é de 390 milhdes de
infecgbes por dengue ao ano. Registra-se um aumento de 30 vezes do numero de
casos nos ultimos 50 anos (WHO, 2012).

Em se tratando do virus da herpes simples, sabe-se que as infec¢gdes
pelos dois sorotipos do virus da herpes simples (HSV-1 e HSV-2) s&o consideradas
uma das enfermidades humanas mais comuns. Cerca de 60% a 95% da populagao
mundial esta infectada por um desses virus (JIANG et al., 2016).

A importancia em desenvolver agentes antivirais superiores é
relevante devido ainda nao existir solugbes para os impasses existentes, como:
toxicidade, eficiéncia e custo (HAO et al., 2019).

Na busca de antivirais eficientes, notou-se que os polissacarideos
sulfatados naturais apresentam amplo espectro de inibicdo para virus envelopados,
com potencial de importancia terapéutica devido a capacidade de imitarem moléculas
encontradas nas membranas celulares, como os glicosaminoglicanos (GAGs) (PUJOL
et al., 2007).

Os GAGs sao polissacarideos lineares polidispersos que exibem
muitos grupos aniénicos em suas cadeias e s&o identificados em todos os seres vivos,
desde Caenorhabditis elegans até os seres humanos, localizados especificamente no
conjunto de moléculas extracelulares denominado de proteoglicanos e nas
membranas basais atuando como arcabougo estrutural (ZHANG; ZHANG;
LINHARDT, 2010).
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1.1 HEPARAN SULFATO

O heparan sulfato (HS), uma classe de GAGs (PUJOL et al., 2007), é
um polissacarideo que apresenta grupos sulfato e carboxilato na sua estrutura (WANG
et al., 2021). A estrutura quimica do HS é formada por unidades continuas de
dissacarideos constituidos por glucosamina (p-GIcN) e &cido urdénico (p—GIcA)
(LANGESLAY et al., 2013; PONGENER et al., 2021).

O HS apresenta microestrutura diversificada (MULLEN, 2015) (Figura
1), conforme descricdo de Pongener e colaboradores (2021): a glucosamina (GIcN)
pode apresentar-se como N-acetilada (D-GIcNAc) ou N-sulfatada (D-GIcNS), contendo
acido B-D-glucurdnico (D-GIcA) ou seu epimero a-L-idurdnico (L-IdoA). As unidades
glicosidicas podem ser substituidas de diferentes formas, como grupos O-sulfato no
C6 (eventualmente no C3) de D-GIcN e em C2 de D-GIcA / L-IdoA.

O HS é sintetizado por grande parte de células do corpo (LANZI,
CASSINELLI, 2018) e realiza consideraveis fungdes no sistema imunoldgico, como:
mediagcao de sinais que sao liberados por neutrdfilos, interage auxiliando no
extravasamento de quimiocinas e faz intermédio entre moléculas que s&o liberadas
por neutréfilos e que sao reativas (WANG et al., 2021). Este GAG atua auxiliando na
interatividade do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e como receptor de FGF
para conter a proliferagdo celular (WANG et al.,, 2021). As fungdes que o HS
desempenha sao coordenadas por suas cadeias laterais (grupos funcionais) (WANG
et al., 2021).

O polissacarideo HS apresenta relevancia em diversos processos
fisiolégicos e patolégicos, uma vez que seus arcaboucos estruturais sdo meios de
acesso para a entrada de diversos virus no meio celular (PUJOL et al., 2007), como:
virus da hepatite C (HCV) (BARTH et al., 2003), papilomavirus humano (HPV),
(GIROGLOU et al., 2001) virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (TYAGI et al.,
2001), virus da dengue (DENV), virus da herpes (HSV) (CAGNO et al., 2019) e SARS-
CoV-2 (MITRA et al., 2021).
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Figura 1 — Representacédo estrutural da sequéncia de dissacarideos encontrados no
heparan sulfato.
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Fonte: Modificado de Mullen (2015).

Conforme discutido por Trybala e colaboradores (2000), a possivel
interac&o entre o virus da herpes simples e o HS é explicada pelas cargas negativas
dos grupos presentes no HS, tais como carboxilatos e sulfatos, que interagem
eletrostaticamente com as cargas positivas das glicoproteinas gC e gB constituintes
do envelope viral (Figura 2). Ja no virus da dengue, o heparan sulfato interage com a
glicoproteina E presente no envoltério do virus (HILGARD; STOCKERT, 2000).
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Figura 2 — Representacao da interagao entre o virus herpes simples e o HS presente
na célula hospedeira.

2) Fixagdo especifica

1) Fixagao inicial
HSV livre

3) Fusdo com a membrana
da célula

4) Liberagao do material

genético
l Heparan Sulfato
Heparan Sulfato

Fonte: Modificado de Cefa-Diez e colaboradores (2016).

Segundo Arlov e colaboradores (2021), estudos com GAGs naturais
apresentam algumas desvantagens como: isolados com baixa estabilidade quimica e
rapida degradacdo em meio fisiologico, sintese limitada devido a complexidade,
padrdes de sulfatacao diversificados devido a modificacdo pds-biossintética especifica
de algumas células e dificil purificagcdo, além de poderem ocasionar reagdes
imunoldgicas.

Conforme Wang e colaboradores (2021), os avangos em pesquisas
sintéticas com oligossacarideos de HS com estruturas homogéneas possibilitaram
estudos de novas terapéuticas fundamentadas no heparan sulfato. Sendo assim,
passou-se a desenvolver analogos e miméticos de HS (GAGs naturais) capazes de
interagirem por ligagées multivalentes com diversos alvos biolégicos (ARLOV et al.,
2021).

Uma grande relevancia dos estudos com polissacarideos sulfatados
(SPs) consiste na sua capacidade de inibicdo da entrada viral. Sabe-se que eles
apresentam potencial de competicdo por pontos de interagédo das glicoproteinas virais
que eventualmente seriam preenchidos por GAGs (PUJOL et al., 2007).

Os SPs obtidos de algas marinhas destacam-se na literatura por
apresentarem atividade antiviral para os virus da dengue e herpes simples (FARIA -
TISCHER et al., 2006). No entanto, a obtengdo de polissacarideos de algas é um
processo sujeito a sazonalidade (TALARICO et al., 2004).

Dentre as diversas fontes de polissacarideos existentes, as [B-D-

glucanas nao celuldsicas obtidas de fungos sao muito estudadas. Como exemplo, a
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botriosferana (BOT), um exopolissacarideo cuja produgédo ocorre de forma simples

através de fermentacéo usando meio nutriente de baixo custo (DEKKER et al., 2019).

1.2 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos ou glicanos séo polimeros de agucar encontrados
na natureza (NELSON; COX, 2014), formados por unidades repetidas de
monossacarideos (acima de 10), como: D-glucose, D-galactose, D-frutose, D-manose,
D-xilose, L-galactose e L-arabinose, que séao interligadas por ligagdes glicosidicas

(KNIREL et al., 2019), conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Representacao da formagao da ligagao glicosidica.
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Fonte: Modificado de Miillen, (2015).

Os polissacarideos apresentam ampla variedade em suas
propriedades, funcdes e estruturas devido a diversidade de sequéncias monomeéricas,
tipos de ramificagbes e tipos de ligagdes glicosidicas (MAHAPATRA; BANERJEE,
2013).

Os polissacarideos apresentam bioatividades naturais que sao
estabelecidas pela estrutura fisico-quimica (estrutura quimica: grupos funcionais e
ligagdes quimicas que tem papel de sustentacdo e interagdo com células e tecidos, ja
a estrutura fisica: compreende a viscosidade, taxa de cisalhamento e lubricidade), o
que contribui para sua vasta gama de aplicagdes (LUO et al., 2021).

Seu emprego apresenta biocompatibilidade, ndo toxicidade quando
equiparados a proteinas e outros polimeros exodgenos, e geralmente sao
biodegradaveis (LUO et al., 2021). Apresentam atividades biolégicas como:
antioxidante, anti-inflamatdrio, antitumoral, antiviral, além de prevenir doencas
coronarias (SUN et al., 2020) e apresentar efeitos imunorregulatérios (LI et al., 2021).

Os polissacarideos classifcam-se como uma das quatro

macromoléculas de importancia nos sistemas vivos, juntamente com as proteinas,
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polinucleotideos e lipideos. Participam de varias funcdes fisioldégicas e podem ser
obtidos de plantas, fungos, bactérias, animais e algas marinhas (ULLAH et al., 2019).

Grande parte dos polissacarideos usados em escala industrial na
producao de alimentos, farmacos e cosméticos sao obtidos de fontes vegetais como:
amido, goma arabica, goma guar ou sao obtidos de algas marinhas como:
carragenana, alginato e agar (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Porém, os
exopolissacarideos (EPS) obtidos de microrganismos constituem um mercado
promissor, em razado de apresentarem razoavel solubilidade em &agua com
propriedades fisicas e quimicas apropriadas e producao voltada para quimica verde
(BARCELOS et al., 2020).

1.2.1 Exopolissacarideos

Exopolissacarideos sao “biomacromoléculas de carboidratos
exocelulares secretadas por espécies microbianas (bactérias, fungos e microalgas) no
meio de cultura (caldo de fermentagcdo) quando séo cultivadas em condi¢gdes de
fermentacao submersa” (DEKKER et al., 2019. p. 434).

Os exopolissacarideos que sao incorporados a parte externa da
parede celular sédo classificados como capsulares, e os que sao fabricados como limos
soltos em grande volume fora da parede celular e sem impedimento para o ambiente
extracelular sao classificados como biofilmes (DEKKER et al., 2019).

Nas ultimas décadas exopolissacarideos microbianos vém se
destacando por apresentarem notavel inovagdo na bioaplicabilidade (MAHAPATRA,;
BANERJEE, 2013). Sdo considerados uma fonte alternativa de polissacarideos
obtidos de plantas ou algas marinhas, pois sua produgao ocorre em um intervalo de
tempo menor, mesmo em grandes quantidades (OSEMWEGIE et al., 2020). Nao
necessitam de tecnologia complexa para sua extragéo, além de serem multifuncionais,
estarem prontamente a disposi¢cdo e consistirem em recursos bioenergéticos de
grande valia (OSEMWEGIE et al., 2020), livres de pragas e doengas (CHEN; HUANG,
2018).

Osemwegie e  colaboradores (2020) destacam  alguns
exopolissacarideos obtidos de fungos que sao estudados, como: botriosferana
(Botryosphaeria sp), pululana (Aureobasidium pullulans), esquizofila (Comuna de

schizophyllum), galactosaminoglucana (Asperqgillus fumigatus), quitina e quitosana
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(Candida albicans, Zygosaccharomices rouxii, fungos filamentosos) e pleurana
(Pleurotus ostreatus).

Existem diversos estudos sobre a aplicabilidade de
exopolissacarideos fungicos sobre diversas areas, como: na industria de alimentos,
cosmeéticos, laticinios e téxtil; na area da saude para produzir produtos farmacéuticos
e medicamentos; no meio ambiente para aplicacao de floculantes e remediacao; e na
agricultura como microbicidas, bioerbicidas e conservantes (OSEMWEGIE et al.,
2020).

Hyde e colaboradores (2019) apontam os polissacarideos obtidos de
fungos e seus produtos como estratégias contra doengas humanas que podem ser
usados como: antibiéticos antibacterianos, antimicéticos e fungicidas, inibidores de
biofilme, agentes anticéncer, antidiabético, melhorar o funcionamento do sistema
nervoso, controle de doencgas cardiovasculares por fungos, agentes antivirais, agentes
imunossupressores e imunomoduladores.

Leung e colaboradores (2009) observaram em estudos o potencial de
EPS produzido em cultura liquida micelial pelo fungo Cordyceps sinensis,
constatando-se que o exopolissacarideo possui atividade antioxidante equivalente ao
Trolox. Concluiram que biopolimeros de fermentacdo micelial apresentam-se como
uma fonte de antioxidantes naturais com valor potencial para alimentos saudaveis e
terapéuticos.

Em estudos de Li e colaboradores (2020) foi verificado que o EPS
produzido por Cordyceps sinensis, um tipo de fungo medicinal, apresentou atividade
anti-inflamatéria e antisséptica. Ja ZHANG e colaboradores (2018) identificaram que
EPS de fungos do tipo Auricularia auricula-judae apresentam potencial
imunomodulador.

Exopolissacarideos obtidos do fungo Aspergillus terreus foram
avaliados como potenciais moduladores de determinadas fung¢des de macréfagos,
observando que esse fungo ja € usado na industria farmacéutica na producgédo de

lovastatina e outros metabdlitos secundarios (COSTA et al., 2019).

1.2.1.1 Botriosferana

A BOT (botriosferana) € um exopolissacarideo microbiano produzido

pelo fungo Botryosphaeria sp. Sua estrutura € caracterizada como uma Bg-glucana por
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apresentar mondmeros de D-glucose interligados por ligagdes glicosidicas do tipo -
(1—3) no esqueleto principal e B-(1—6) nas ramificagdes laterais. As ramificacbes sao
formadas de glucose ou gentiobiose e dispostas sobre o esqueleto principal a cada 5

ou 6 unidades de glucose na posigdo 6 (BARBOSA et al., 2003) conforme a Figura 4.

Figura 4 — Representagao da estrutura quimica da BOT.
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Fonte: A autora (2021).

Mendes e colaboradores (2009) verificaram que a BOT apresenta
acao anticoagulante. Pesquisas recentes vém mostrando que esse polissacarideo
apresenta efeitos antimutagénicos e antiaterogénicos in vivo (SILVA-SENA et al.,
2018), melhora disturbios funcionais na obesidade e na sindrome metabdlica apds ser
ingerido (SILVA et al., 2018), além de reduzir o desenvolvimento de tumor em
pesquisas com ratos ( GERALDELLI et al., 2020), podendo ser um agente terapéutico
promissor (SILVA-SENA et al., 2018).

A BOT nao apresenta grupos sulfato conforme sua caracterizagéo
realizada por Barbosa e colaboradores (2003), porém, através da modificagcao
molecular por sulfatagédo, sua agao antiviral é otimizada, passando a apresentar alto
indice de seletividade (SI) com potencial para tornar-se um farmaco antiviral
(SACCHELLI et al., 2019). Adicionalmente, os polissacarideos, quando modificados,
passam a apresentar diferentes propriedades fisico-quimicas (DEKKER et al., 2019).

Em estudos, Sacchelli e colaboradores (2019) demostraram a
atividade antiviral da BOT, no qual os polissacarideos derivados sulfatados
apresentaram forte atividade antiviral para a dengue e para a herpes simples,

apresentando valores de ICso para HSV entre 0,2 e 10 ug mL-". Esta faixa corresponde
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aos valores de ICso de polissacarideos sulfatados com propriedades anti-herpéticas

obtidos de fonte natural.

1.2.2 Polissacarideo Modificado

A possibilidade de modificar o polissacarideo permite aprimorar o
peso molecular, estrutura, forma de ligagdo e carater ibnico. E quando esses
parametros sdo modificados, novas propriedades fisico-quimicas e funcionais séo
obtidas, melhorando as propriedades quimicas e bioldgicas dos polissacarideos
(AHMAD, 2021). A derivatizacdo de B-glucanas € um meio de se obter fungbes
diferentes e ampliar o espectro de aplicagdes na area quimica, médica e farmacéutica
(DEKKER et al., 2019).

Polissacarideos podem ser modificados quimicamente, inserindo
grupos funcionais especificos (bioativos) para modificar a solubilidade, modificar
reagdes celulares, inserir farmacos no organismo de forma controlada, dentre outras
fungdes almejaveis (LUO et al., 2021).

As modificagdes quimicas podem ser através de reagdes que incluem:
carboximetilagao, fosforilagdo, sulfonagéo, acetilacdo (KAGIMURA et al., 2014) e
oxidagao (BEDINI; LAEZZA; IADONISI, 2016). Os polissacarideos podem apresentar
grupos funcionais em sua estrutura, como amino (-NHz), carboxila (-COOH) e hidroxila

(-OH) que podem facilitar a reagdo quimica de derivatizacao (SUN et al., 2020).

1.2.2.1 Oxidacao e sulfatacado de polissacarideos naturais

Os polissacarideos podem ser modificados estruturalmente através
da reacao de oxidagao, que pode ocorrer de varias formas, como em oxidagdes em
hidroxilas primarias que geram polissacarideos com acido urénicos. Sdo empregados
na oxidagdo de alcoois primarios meétodos quimicos e enzimaticos. A clivagem
oxidativa de 1,2-didis € uma opgao para oxidagao de C-2 e C-3, por exemplo em
xilose, celulose ou amilose, causando a abertura do anel e formando compostos
dicarbonilados (CUMPSTEY, 2013).

A reacgdo de oxidagdo que emprega o reagente TEMPO, juntamente
com o co-oxidante NaClO e NaBr, é uma metodologia de oxidagao regiosseletiva de

alcoois primarios presentes em polissacarideos neutros. Esse sistema apresenta
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vantagens como: reagdes com alto nivel de oxidagao, elevado rendimento e também
seletividade para hidroxilas primarias (TAVERNIER et al., 2008).

O reagente TEMPO ¢é um radical nitroxil estavel soluvel em agua, e
tem o papel de catalizador, enquanto que o NaClO atua regenerando o TEMPO,
(COSENZA et al., 2015); (BRAGD; VAN BEKKUM; BESEMER, 2004) conforme

esquema da figura 5.

Figura 5 — Representacao do ciclo catalitico que ocorre durante a reagao de oxidagao
com reagente TEMPO.
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Fonte: Esquema do ciclo catalitico parcialmente modificado de Isogai e colaboradores (2018).

No sistema do esquema apresentado na figura 5, observa-se a
formagdo do ion oxomoénio, pela acdo do NaClO (oxidante primario) que oxida o
TEMPO. O ion oxomdnio oxida o alcool primario (do polissacarideo) em aldeido. O
NaBrO formado pela oxidacdo do NaClO com NaBr oxida o TEMPO. A oxidacao do
aldeido obtido ocorre entdo pelo NaClO, formando o acido carboxilico. Observa-se
que no decorrer da reacao de oxidagao, o NaClO é consumido e o TEMPO e o NaBr
s&o usados como catalizadores (ISOGAI, 2022).

Diversos polissacarideos ja foram oxidados com reagente TEMPO

com resultados satisfatorios, como: amilopectina, amilodextrina, amido, amilose,
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dextrano, pululano, inulina, quitina, quitosana e celulose. Os valores de grau de
oxidagao (DO) obtidos em reagdes de oxidagdo usando reagente TEMPO costumam
ser proximos de 1,0, significado de conversao total (CUMPSTEY, 2013).

A reacao de sulfatacdo também €& um método de modificacdo de
polissacarideos. As modificagdes ocorrem em funcédo das caracteristicas existentes
nos polissacarideos. Como polissacarideos apresentam em sua estrutura atomos de
oxigénio, provenientes de grupos hidroxila, que agem como nucledfilos, os
polissacarideos, entao, realizam ataque nucleofilico (SIMSEK et al., 2021).

A sintese de sulfatagdo ocorre através da substituicdo por grupos
sulfato em grupos existentes no polissacarideo, como: grupos hidroxilas, carboxila ou
amino terminais. Os principais métodos empregados para a sulfatacdo sao: método
DMF, método (CSA)-piridina, método SOs-piridina, liquidos i6nicos-CSA-piridina e
método (ASA)-piridina (LI et al., 2016).

Os polissacarideos sulfatados projetados (ESPs) (nédo identificados
na natureza), sdo polissacarideos que nao possuiam grupos sulfato anteriormente em
sua estrutura. Os ESPs, quando comparados com os polissacarideos sulfatados
naturais, na sua grande maioria, tém suas propriedades inovadas ou melhoradas,
como as interagdes bioldgicas. Os polissacarideos ja constituidos de grupos sulfato
também podem ter suas interagdes bioldgicas aperfeicoadas, como por dessulfatacao,
alteracao da estrutura para aperfeicoamento ou reparo das propriedades e sulfatagao
regiosseletiva (ARLOV et al., 2021)

Os polissacarideos derivatizados por sulfatagdo comumente
apresentam atividade antimicrobiana, anticoagulante e antioxidante. (DEKKER et al.,
2019). Os polissacarideos sulfatados naturais e ou modificados estruturalmente
pertencem a categoria mais estudada de polissacarideos com atividades antivirais
(CHEN; HUANG, 2018).

Diversos polissacarideos anidnicos miméticos ao heparan sulfato com
potencial de inibigdo para a dengue foram relatados na literatura (Figura 6) como:
condroitin sulfato com ECso (DENV1-4) de 0,3 ug mL™", polissacarideo sulfatado K5
com ECso (DENV-2) de 0,11 ug mL™, curdlana sulfato com ECso (DENV-2) de 7 ug
mL-", fucoidana com ICso (DENV-2) de 4,7 ug mL™", galactana com ICso (DENV-2) de
4,7 ug mL" (DE LA GUARDIA; LLEONART, 2014) e carragenana com ECso (DENV-
2,3) de 0,4-1,0 yg mL"(TEIXEIRA et al., 2014).
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Figura 6 — Representagdo da estrutura de polissacarideos aniénicos miméticos ao
heparan sulfato com atividade antiviral.
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Fonte: ORSATO, 2021.

Mercorelli e colaboradores (2010) sintetizaram polissacarideos
quimicamente sulfatados de Escherichia coli (derivados K5, sulfatados em posi¢des
especificas) com atividade antiviral para citomegalovirus humano (HCMV) com ECso
de 76,9 e 12,7 nM, sem efeito toxico e com indice de seletividade favoravel para os
compostos testados. No mesmo trabalho a heparina inibiu a replicagdo do HCMV com
ECs0 de 28,1 nM. Os derivados K5 apresentam estrutura central igual aos seus
precursores biossintéticos heparan sulfato e heparina (MERCORELLI et al., 2010).

Em estudos, Sacchelli e colaboradores (2019) (que fazem parte do
grupo de pesquisa do presente trabalho) demostraram a atividade antiviral da BOT,
no qual amostras do polissacarideo, apds serem sulfatados em posicdes aleatdrias
(figura 7), passaram a apresentar forte atividade antiviral para o DENV-3 com ICso de

66,5-78,5 uyg mL' e para HSV-1 com ICso de 2,4-7,3 ug mL"'. Recorda-se que
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polissacarideos sulfatados oriundos de fontes naturais, que exercem inibicado para

herpes, costumam apresentar valores de ICso na faixa obtida.

Figura 7 — Representacéo da estrutura da BOT derivatizada por reagéo de sulfatagao
em posicdes aleatdrias.
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Fonte: SACCHELLI et al., 2019.

Lopes e colaboradores (2021) (que fazem parte do grupo de pesquisa
do presente trabalho) sintetizaram o polissacarideo botriosferana por reacdo de
carboximetilagdo em posi¢cdes especificas, seguida de sulfatacdo. Obteve-se
compostos (Figura 8) com atividade antiviral para HSV-1 com ICsode 12,4-56,0 ug mL"
'e DS variando de 0,1-0,4 e atividade antiviral para DENV-2 com ICso de 64 ug mL-"
e DS de 0,2. Os derivados obtidos ndo apresentaram citotoxicidade em células Vero
(100 pg mL").

Figura 8 — Representacdo da estrutura da BOT derivatizada por reacao de
carboximetilagdo seguida de sulfatagao.
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Fonte: LOPES et al., 2021.

1.2.3 Caracterizagao de Polissacarideos Modificados

A caracterizagdo estrutural de glucanas pode ser realizada por
métodos espectroscopicos, como RMN e TF-1V. Na técnica de RMN de 'H e 3C, cada
tipo de polissacarideo apresenta um espectro especifico e na analise por

infravermelho é possivel identificar caracteristicas estruturais especificas, como por
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exemplo: grupos funcionais, como sinais caracteristicos de carboxilas, e ligagdes
glicosidicas (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Conforme Synytsya e Novak (2014) a espectroscopia por
infravermelho é uma ferramenta importante na caracterizagcdo estrutural de
polissacarideos, devido ao método apresentar sensibilidade a posigéao e configuragao
anomérica das ligagdes glicosidicas em glucanas.

A caracterizacado estrutural de polissacarideos possui duas regides
importantes no espectro de infravermelho, sendo: a regido caracteristica de agucar
que apresenta bandas entre (1200-950) cm™' e a regido anomérica com bandas entre
(950-750) cm™ (SYNYTSYA; NOVAK, 2014).

De acordo com Corradi da Silva e colaboradores (2006) a ressonancia
magnética nuclear (RMN) vem sendo empregada com éxito na caracterizagdo
estrutural. Esta técnica baseia-se na capacidade de nucleos magnéticos (ex: 'H, '3C)
absorverem energia em determinadas frequéncias, quando expostos a um campo
magnético forte. Pois, a frequéncia de ressonéancia (expressa como deslocamento
quimico, 8) do nucleo especifico, apresenta sensibilidade ao ambiente quimico da
molécula ao qual foi exposto (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

A comprovacdo da modificagdo estrutural do polissacarideo por
sulfatagdao geralmente é determinada por espectroscopia de RMN, determinacéo do
grau de substituicdo dos grupos hidroxila (DS) (SYNYTSYA; NOVAK, 2013), que é a
forma de medir a eficacia da modificagdo do polissacarideo (SIMSEK et al., 2021); e
através da técnica de Infravermelho (CAPUTO; STRAUB; GRINSTAFF, 2019), que
proporciona informagdes qualitativas sobre os picos de absorcdo das ligacdes
caracteristicas de S=0O em torno de 1300-1000 cm' e ligagdes caracteristicas de C-
O-S em torno de 900-800 cm™ (ARLOV et al., 2021).

1.3 DOENCAS VIRAIS
1.3.1 Dengue

O agente etioldgico da dengue é um arbovirus da familia Flaviviridae
e género Flavivirus. A transmissao da dengue ocorre quando o ser humano € picado

pela fémea do mosquito Aedes aegypti (BRASIL, 2010), seu principal vetor, porém,



29

outras espécies de Aedes também séo capazes de transmitir a dengue em diferentes
estados de gravidade (CHAKRABORTY, 2008).

Existem cinco sorotipos do virus da dengue: DENV-1, DENV-2,
DENV-3, DENV-4 e DENV-5. Dentre os quais, o DENV-5 é responsavel pela doenca
com gravidade leve (NORMILE, 2013), ja os demais sorotipos sdo considerados de
gravidade leve mas podem evoluir para gravidade severa da doenga (CRUZ, 2021).
O anticorpo que uma pessoa adquire para o virus apoés a infecgao de um determinado
sorotipo nédo concede imunidade diante dos demais sorotipos, elevando a
probabilidade de reinfec¢gdo da doenga com gravidade elevada a partir de um sorotipo
de virus diferente (NORMILE, 2013).

Devido a urbanizagdo os numeros de casos de dengue vém
crescendo cada vez mais na medida em que o0 mosquito usa como criadouro qualquer
ambiente que acumule agua parada, como por exemplo, pneus e calhas (NORMILE,
2013).

A dengue ainda nao tem cura farmacolégica e os sintomas sao
tratados com soro, analgésicos e antipiréticos, conforme a gravidade do paciente.
Sendo assim, as principais agdes usadas para combater o vetor Aedes aegypti
implicam em: “inspecdes domiciliares, eliminacdo e tratamento de criadouros,
associadas a atividades de educagao em saude e mobilizagao social’ (BRASIL, 2010).

A infecgdo por dengue pode vir ou n&o sucedida de sintomas, os quais
podem ser casos médicos com estados graves ou ndo. Os sintomas aparecem apés
o periodo de incubacgao, que dura em média de 4 a 10 dias, passando pela fase febril,

fase critica e pela fase de recuperacao (OPAS, 2021).

1.3.2 Herpes Simples

Os virus HSV-1 e HSV-2 pertencem a subfamilia alfa-herpesvirus da
familia herpesviridae, e podem permanecer em estado latente dentro de neurbnios
(MADAVARAJU et al., 2021). Todos os herpes virus humanos infectam apenas o ser
humano na natureza, ou seja, a propagacdo se da de um individuo para outro
(STRAUSS; STRAUSS, 2002).

O HSV-1 e HSV-2 sao responsaveis por lesdes recorrentes, o HSV-1

esta relacionado a lesdes orofaciais mas pode causar herpes genital e o tipo HSV-2
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ocorre principalmente como lesdes genitais, no entanto, também pode ocasionar
herpes orolabial.

Essas infecgbes por HSV sao obtidas através do contato direto com
areas que propagam o virus e também através de fluidos mucocutaneos com virus
(AGELIDIS; SHUKLA, 2015). Grande parte dos casos de HSV-2 ocorre por
transmissao sexual e o fator responsavel por essa infecgao € a eliminacao viral que
ocorre de forma assintomatica. O HSV-2 também pode atuar como cofator para a
contaminacgao por HIV (AZWA; BARTON, 2009).

Os herpes virus sdo virus de DNA envelopados que apresentam
glicoproteinas que ajudam na adesdo e entrada viral. Desta forma, os virus HSV
invadem as células hospedeiras através da fusao de seus envelopes com a membrana
plasmatica da célula hospedeira e, assim, o nucleocapsideo e o tegumento invadem
o citoplasma (AGELIDIS; SHUKLA, 2015).

A herpes ainda nao tem cura e os medicamentos existentes sido
usados para tratar e prevenir os sintomas. Devido a resisténcia aos antivirais
existentes, como exemplo o aciclovir, se faz necessaria a busca por terapias novas e
eficazes (GARBER; BARNARD; PICKRELL, 2021).

1.4 APRESENTACAO DA PROPOSTA DE TRABALHO

O potencial antiviral da botriosferana e seus derivados anidnicos
contra DENV-2,3 e HSV-1 ja foi observado em estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa, os quais foram realizados por Sacchelli e colaboradores (2019) e Lopes e
colaboradores (2021). Esses resultados prévios deram respaldo para a continuagao
dos estudos sobre a modificacdo do polissacarideo BOT para potencializar sua
atividade antiviral. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo dar sequéncia
na otimizacao da atividade antiviral da BOT tornando-a mimética ao heparan sulfato,
a partir da introdugdo de grupos anidnicos, como carboxilatos e sulfatos, em sua
estrutura.

A diferenga entre o presente estudo e estudos anteriores do grupo de
pesquisa esta na obtencao de derivados diferentes da BOT. Sacchelli e colaboradores
(2019) realizaram reacdes de sulfatacdo aleatéria na BOT, para a obtengao de

derivados sulfatados com diversos graus de sulfatacdo. Lopes e colaboradores (2021)
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modificaram a hidroxila ligada ao C-6 por rea¢des de carboximetilagdo com introdugao
de grupos carboximetila (-CH2COOH) em alcoois primarios. Em sequéncia, realizaram
reacdes de sulfatacdo, para a obtencado de derivados carboximetilados e sulfatados
da BOT. No estudo aqui descrito, modificou-se quimicamente o C-6 das unidades de
glucose da BOT por reacdo de oxidagdo, para obter-se acidos glucurdnicos.
Posteriormente, os derivados oxidados nas posicoes C-6 foram submetidos a reacao
de sulfatagao, no intuito de tornar os produtos de reacdo analogos estruturais do
heparan sulfato.

Pela reacdo de sulfatacdo ocorre a adicdo do grupo sulfonato ao
radical glicosil do polissacarideo, com possivel alteracdo da sua atividade bioldgica
(CHEN; HUANG, 2018). Os grupos sulfato inseridos no polissacarideo apresentam
carga negativa em extensa faixa de pH (4 a 12), e isso permite que eles se liguem
eletrostaticamente a biomoléculas com cargas positivas (CAPUTO; STRAUB,;
GRINSTAFF, 2019).

Glucanas podem ser oxidadas a acidos carboxilicos por meio da
conversdo de alcoois primarios em carboxilas. Esta oxidag&o resulta em derivados
que dispdem de acidos urdnicos, os quais imitam o esqueleto estrutural de acidos
poliurbnicos naturais (CUMPSTEY, 2013). Os acidos urdnicos sdo encontrados na
forma ionizada em pH fisiolégico (BHAGAVAN, 2002) e fazem parte da estrutura do
HS (PONGENER et al., 2021).

A figura 9 a seguir apresenta o planejamento estrutural da proposta

de trabalho do presente estudo.
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Figura 9 — Representagédo do planejamento estrutural com material de partida (BOT
nativa), intermediario (BOT oxidada) e composto alvo mimético ao heparan sulfato

(BOT oxidada e sulfatada).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter derivados anidnicos sulfatados e oxidados de botriosferana,

mimeéticos do heparan sulfato, com atividade antiviral para dengue e herpes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

- Sintetizar miméticos do heparan sulfato a partir da BOT empregando
reacoes de oxidacao e sulfatacao.

- Caracterizar a estrutura quimica dos compostos obtidos por técnicas
espectroscopicas.

- Avaliar o potencial antiviral dos compostos obtidos frente aos virus

da dengue e da herpes simples.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Obtencao da BOT

As amostras de BOT nativa usadas neste trabalho foram gentilmente
cedidas pela Prof? Dr? Aneli de Mello Barbosa Dekker, atualmente proprietaria da
startup Beta-Glucan Produtos Farmoquimicos Eireli (Londrina-PR).

As amostras fornecidas apresentavam mais de 95% de pureza e
encontravam-se no estado solido (liofilizadas).

Foram seguidas duas rotas sintéticas para obtencéo de dois produtos,
produto 1: oxidado e sulfatado; e produto 2: reduzido, oxidado e sulfatado. Observa-
se que ouve uma primeira tentativa de sulfatagdo para cada amostra (AB10 e AB2RO)
que ao serem caracterizadas nao foram constatados grupos sulfato, devido a isso,
estas tentativas de reacdo de sulfatagdo ndo foram consideradas para a descrigao

dos resultados a seguir.
3.1.2 Reacéo de Reducéo em Meio Heterogéneo (DE ARAUJO et al., 2013)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 350,3
mg de amostra BOT, 70 mL de agua deionizada e 53 mg de NaBH4 e entdo mantidos
em agitagdo magnética a t.a. por 24 h. Apds 24 h foi adicionado 0,35 mL de acido
acético glacial, mantendo-se a agitacdo por 10 minutos (DE ARAUJO et al., 2013). A
amostra foi dialisada contra agua deionizada sob agitacao magnética por 7 dias. Seu

volume foi reduzido em rotaevaporador, sendo entio liofilizada.
3.1.3 Reagao de Oxidagao (COSENZA et al., 2015)

Primeiramente foi preparada a solugao oxidante e em um béquer de
250 mL foram adicionados 5,17 mL de agua deionizada e 5,17 mL de NaClO 0,338 M.
Foi entdo ajustado o pH para 10 com HCI 1 M e a solugao foi reservada.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 217 mg
de amostra BOT, 77,5 mL de agua deionizada e mantidos sob agitagdo magnética.
Em seguida, foram adicionados 8,3 mg de TEMPO (0,039 equivalente por unidade
glicosidica) e 103,4 mg de NaBr, e o pH ajustado para 10 com NaOH 0,1 M. A solugéo
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oxidante previamente preparada foi adicionada em um funil de separacédo de 60 mL e
gotejada por aproximadamente 18 min sobre a solugédo de BOT. Entao, o baldo foi
colocado em banho de gelo e mantido em agitacdo magnética por 4 h. Apos o tempo
decorrido, foram adicionados 517 mg de NaBH4 mantendo-se as condigdes reacionais
citadas por mais 2 horas. A amostra foi dialisada em agua corrente durante a noite, e
depois colocada em dialise contra agua deionizada e sob agitagdo magnética por 2
dias. Por fim, foi liofilizada.

Para se obter a amostra AB2RO, a reacédo de oxidacao foi realizada
igualmente como descrita para a obtengdo da amostra AB10, mantendo-se as

mesmas propor¢oes usadas no procedimento acima.

3.1.4 Reacdo de Sulfatacdo, Adaptado da Metodologia Descrita por DE ARAUJO e
Colaboradores (2013).

Em um baldo de fundo redondo com atmosfera inerte, 73 mg de
amostra AB10 foram solubilizados em 37 mL de DMF (dimetilformamida) e na
sequéncia adicionado 1,2065 g de complexo SOs-Py (0,038 equivalente de SOs-Py
por unidade glicosidica) e 0,16 mL de trietilamina e, entdo, deixado em agitagao
magnética a temperatura ambiente por 7 horas sob atmosfera inerte. Apés o tempo
decorrido, a mistura foi neutralizada com a adicdo de bicarbonato de sédio saturado.
Na sequéncia, foram adicionados 24 mL de tampao fosfato 0,025 mol/L (pH 7). A
amostra foi dialisada contra solugdo de NaCl 1 M por 24 h, decorrido o tempo, entao,
foi colocada em didlise de agua deionizada sob agitagdo magnética por 96 horas. Por
fim, a amostra foi evaporada e dialisada.

Para se obter a amostra AB2ROS, a reacéao de sulfatagao foi realizada
igualmente a descrita para a obteng&o da amostra AB10S, mantendo-se as mesmas

proporgdes usadas no procedimento acima.
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3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO POLISSACARIDEO NATIVO, REDUZIDO, OXIDADO E
SULFATADO

3.2.1 Espectroscopia Vibracional de Absor¢ao na Regiao do Infravermelho

As medidas dos espectros vibracionais de absor¢do na regido do
infravermelho das amostras de BOT modificadas foram obtidas no espectrofotometro
FT-IR IR Prestige-21 (Shimadzu) no intervalo de 4000-400 cm-!, com resolugdo de 4
cm', utilizando pastilhas de KBr. O equipamento pertence ao Laboratério de
Espectroscopia (ESPEC) da UEL. As medidas também foram obtidas no Laboratério
de Quimica Prebidtica (LQP) da UEL, usando o espectrofotometro FT-IR Bruker —
Vertex 70 equipado com acessorio ATR com cristal Ge 45°, no intervalo de 4000-400

cm', com resolugdo de 4 cm™.

3.2.2 Espectroscopia Ultravioleta na Regido do Visivel

As medidas dos espectros de UV-Vis foram obtidas no
espectrofotometro U-3000, Hitachi, em 360 nm. Essas medidas foram realizadas no

Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina — UEL.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

As medidas de RMN foram realizadas em Espectrémetro Bruker Mod.
Avance Il operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C, na temperatura de 298
K. Essas medidas foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da
Universidade Estadual de Londrina — UEL. As amostras foram preparadas pela
dissolucdo em D20 e liofilizagdo, procedimento que foi repetido trés vezes para cada

amostra.
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3.2.4 Metodologias de Quantificagdo da Funcionalizagao

3.2.4.1 Quantificagdo de grupos carboxila adaptado de (TATONGJAI;
LUMDUBWONG, 2010).

Preparo da coluna: foi adicionada resina Amberlite® IR-120 Na* em
agua ultrapura e entdo vertido em uma bureta pequena até atingir 12 cm de resina,
sem deixa-la secar. A coluna entao foi lavada com 100 mL de agua ultrapura em um
fluxo de aproximadamente 60 gotas por minuto. Depois, a coluna foi lavada com 100
mL de HCI 1 M no mesmo fluxo e forma anterior. Por ultimo, a coluna foi lavada com
500 mL de agua ultrapura, e a resina foi evaporada e levada para liofilizar. O pH foi
medido ao término da lavagem com 100 mL de agua ultrapura e ao término da
lavagem com 500 mL de agua ultrapura, pois o valor de pH final tem que estar igual
ao pH inicial.

Preparo da amostra: 23,6 mg de amostra AB10 foram solubilizados
em 100 mL de agua ultrapura sob agitacdo magnética por 14 h. Apos obter boa
dissolucédo, a amostra foi centrifugada. Em seguida, foi separado o sobrenadante e
descartado o precipitado. A amostra de 100 mL (volume do sobrenadante completado
com agua ultrapura) preparada previamente foi eluida pela bureta contendo
Amberlite®. Em seguida foram eluidos 400 mL de agua ultrapura pela bureta. Durante
a eluicao, de tempos em tempos, foi recolhido 0,5 mL da amostra eluida e adicionado
em um tubo contendo 0,5 mL fenol 5% e 2,5 mL de H2SO4 concentrado, até teste de
fenol-sulfurico negativo. Por ultimo, a amostra foi evaporada sob presséo reduzida e
liofilizada.

Analise da amostra por titulagao indireta: 7,7 mg da amostra AB10
(massa obtida ap0s a liofilizagado da etapa anterior) foram solubilizados em 100 mL de
agua ultrapura. Em uma bureta graduada de 25 mL, foi adicionado HCI 0,1 M e em
um erlermeyer de 250 mL foi adicionado 100 mL da amostra, 3 gotas de fenolftaleina,
2 mL de metanol e 15 mL de NaOH 0,1 M. Entéo, foi realizada a titulagdo do branco e
da amostra, ambos em ftriplicata, e anotados os volumes de HCI 0,1 M para titulagéo.
Observando-se que para a amostra AB2RO, o procedimento foi 0 mesmo e nas
mesmas proporgdes (TATONGJAI; LUMDUBWONG, 2010), mudando apenas a

massa inicial (disponivel) e a massa obtida apés a liofilizagdo da amostra AB2RO. Os
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célculos para determinar o grau de oxidagcédo de hidroxilas foram realizados a partir

das equacgdes 1 e 2 a segquir.

XM x (Vg —Vs) x100%
m

wc

(1)

We x M,

DS =
((100% — W) x M)

(2)

* Legenda:

Wc= quantidade de grupos carboxila presentes na solugao da amostra (m/m %);

C= concentracao da solucéo de HCI (0,1 M) utilizada na titulagao;

Mc= massa molar adicional do grupo funcional carboxila em relagao ao alcool primario
do polissacarideo (14 g/mol);

Ma= massa molar de uma unidade de glucose anidra;

VB= volume de HCI utilizado na titulagdo do branco (mL);

Vs= volume de HCI utilizado na titulagdo da amostra (mL);

m = massa da amostra de BOT oxidada ap0s a liofilizagado (mg);

Ds= grau de substituicdo por grupos carboxila na amostra.
3.2.4.2 Quantificagdo dos grupos sulfato

O teste de quantificagdo de grupos sulfato foi desenvolvido por
Dodgson (1961) com o intuito de determinar pequenas quantidades de sulfato
inorganico em estudos com hidrolise de glicose de potassio sulfatado. E uma
metodologia adaptada pelo autor para estudar a hidrélise ndo enzimatica de sulfatos
de carboidratos simples, no entanto, essa mesma metodologia pode ser modificada
para outras determinagdes como em ensaios de glicosulfatase e microanalise de
sulfatos de éster. A metodologia usada nesse trabalho é a metodologia A do trabalho
citado, que determina grupos sulfato em solugbes aquosas no intervalo de 0-200 ug
(DODGSON; PRICE, 1962).

Um dia antes de realizar as analises, foram preparadas solugdes de
HCI 1 M, Na2SO4 1 mg/mL em HCI 1 M, TCA 3% (m/V) e gelatina-bario: a gelatina

Oxoid 5 mg/mL foi dissolvida em agua deionizada aquecida entre 60 e 70 °C e deixada
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em repouso durante a noite. O BaClzfoi dissolvido no fluido semigelatinoso e a solugéo
turva resultante foi deixada em repouso durante 3 horas antes de ser usada. Entao,
para a curva analitica foram preparadas sete solu¢gdes com volume total de 5 mL,
contendo 3,8 mL de TCA 3%, 1 mL de solugéo de gelatina-bario e 200 yL de HCI 1 M
(contendo 0-200 ug de SO4%).

Uma massa conhecida da amostra do polissacarideo sulfatado foi
hidrolisada em 1 mL de HCI 1 M em tubos (vedados) para hidrélise por 5 horas em
banho de d6leo sob aquecimento entre 100-110 °C. Apds o tempo descrito, foram
preparadas solucdes da amostra em tubos de vidro contendo 3,8 mL de TCA 3%, 1
mL de solugdo gelatina-bario e 200 yL da amostra hidrolisada. Entdo, as solugbes
foram deixadas em repouso por 20 min e posteriormente realizada a leitura no
espectrofotometro em 360 nm, observando que as amostras foram preparadas em
triplicatas (DODGSON; PRICE, 1962).

Com os dados de absorbancia obtidos no espectrofotdmetro, foi
construida a curva analitica e obtida a equacao da reta. E entdo, determinou-se a
quantidade de sulfato presente nas aliquotas de 200 pL. Para a obtencdo da
porcentagem de enxofre em massa (S%) e o grau de substituicdo do polissacarideo
(DS), foram utilizadas as equacgdes a seguir (DODGSON; PRICE, 1962; MENDES et
al., 2009).

,_, 01374 x 100
5% = 50;~ (ug) — 3)

162,14 x 5%
3200 — (102 x $%)

DS 4)

* Legenda:

S%= fragdo de massa do atomo de enxofre (S) enxofre;

S04% = massa de ions sulfato obtida pela interpolagdo do grafico (em pg);

m = massa da amostra derivada da BOT (ug)

DS= grau de sulfatagdo da amostra, ou seja, numero médio de grupos sulfato em cada

residuo de agucar.
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3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

3.3.1 Células

Células Vero (células epiteliais de rim de macaco verde africano,
ATCC CCL81) foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM —
Invitrogen-Gibco, USA) sumplementado com soro bovino fetal 10% (Invitrogen-Gibco,
USA), glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich, USA) e tratados com estreptomicina 100 ug
mL-" (Gibco BRL, USA) penicilina 100 IU mL-' (Nova farma, Brasil) e anfotericina B 2,5
ug mL" (Meizler Biopharma S/A, Brasil). As culturas de células Vero foram mantidas

a 37 °C com uma tensio de CO2 5% até obter uma monocamada de células.

3.3.2 Virus da Herpes

O virus do herpes simples tipo 1 (HSV-1) cepas KOS (sensivel ao
ACV) e AR-29 (resistente ao ACV) foram fornecidas pelo Dep. de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade de Maringa. O poliovirus (PV) era de uma cepa Sabin. Os
estoques de HSV-1 e PV foram obtidos pela inoculagdo em células Vero até conseguir
observar o efeito citopatoldgico (cerca de 90%), e aliquotados com glicerol (10%). As
aliquotas de teste foram mantidas a -20 °C por um periodo curto e os estoques foram
armazenados a -80 °C. A titulacao foi realizada em células Vero usando um ensaio
TCIDso padrdo (dose infectante para a cultura celular a 50%) (REED; MUENCH,
1938). Diluigdes seriais (1:10) da suspensao do estoque viral foram preparadas em
microtubos (450 yL de DMEM + 50 pL da suspenséo viral). Entdo, 100 yL de cada
diluicdo foi adicionada a monocamada de células Vero previamente formada em
placas de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37 °C em CO2 5% e examinadas
diariamente sob microscopio invertido para se notar o efeito citopatico. O TCIDso para
cada virus foi calculado pelo método de Reed e Muench (REED; MUENCH, 1938).

3.3.3 Virus da Dengue

O virus da dengue (DENV-2) foi fornecido pelo Instituto Evandro
Chagas (Ananideua-PA, Brasil). O estoque viral foi obtido através da inoculagédo em

células Vero até conseguir observar o efeito citopatolégico (cerca de 90%), e
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aliquotados com glicerol (10%). As aliquotas de teste foram mantidas a -20 °C por um
periodo curto e os estoques foram armazenados a -80 °C. A titulacao foi realizada em
células Vero usando um ensaio TCIDso padrao (dose infectante para a cultura celular
a 50%) (REED; MUENCH, 1938). Diluicbes seriais (1:10) da suspensao do estoque
viral foram preparadas em microtubos (450 uL de DMEM + 50 yL da suspensao viral).
Entdo, 100 pL de cada diluicdo foi adicionada a monocamada de células Vero
previamente formada em placas de 96 pogos. As placas foram incubadas a 28 °C em
5% de CO2 e examinadas diariamente em microscépio invertido para observar o efeito
citopatico. A dose infecciosa de 50% da cultura de tecidos (TCIDso) para cada virus
foi calculada pelo método de Reed e Muench (REED; MUENCH, 1938).

3.3.4 Ensaios de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos abordados foi avaliada pelo método
do MTT (MOSMANN, 1983; SIEUWERTS et al., 1995). Culturas confluentes (2 x 104
células/pogo) em microplacas de 96 pogos (Techno Plastic Products, Suiga) foram
expostas a diferentes concentragées dos compostos testados (6 — 100 yg mL"). O
reagente de MTT (10 uL, concentragdo final de 1,25 mg mL™") foi adicionado a cada
poco, seguido por um periodo de incubagédo de 2 h a 37 °C, tempo no qual o MTT
soluvel em agua se converte na formazana insoluvel. A solugéo de solubilizagdo do
MTT (TritonX-100 + isopropanol acidificado, 90 L) foi adicionada para dissolver os
cristais de formazana. Apos agitagao vigorosa por 15 min, a absorbancia foi medida
em um leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, USA) a 570 e 690 nm.

A porcentagem de viabilidade celular (CV%) foi calculada pela
férmula:

CV% = (Ats7onm — Ategonm / AcCs70nm — AcCegonm) X 100

Onde: At e Acc sdo a absorbancia dos compostos testados e das
células-controle (células nao tratadas), respectivamente, nos comprimentos de onda
indicados.

A concentragédo citotoxica a 50% (CCso) foi calculada como a
concentracdo dos compostos necessaria para a redugcao da viabilidade das células

Vero em 50%, determinada por analise de regressao linear.
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3.3.5 Avaliacao da Atividade Anti-HSV e Anti DENV

A atividade antiviral contra as cepas KOS e AR do HSV-1 e de DENV-
2 foi determinada por TCIDso pela redugéo do titulo viral (DE LA IGLESIA et al., 1998;
XU et al., 2017) e pelo ensaio de MTT (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991), com
pequenas modificagdes. Células Vero (1 x 10* células mL") foram cultivadas em
microplacas de 96 pogos por 24 h a 37 °C sob CO2 5%. O meio foi removido e 100 pL
de uma mistura contendo o virus (MOI 1) e diferentes concentragdes dos compostos
testados (6 — 100 ug mL") foram simultaneamente adicionadas as células Vero.
Controles celular (CC) e viral (VC) foram analisados pela adigédo de 100 yL de DMEM
Ou suspensao viral, respectivamente.

As microplacas foram incubadas por 72 h, sob as mesmas condi¢des
de temperatura e CO2, e a porcentagem de inibi¢do viral (VI) foi calculada segundo
Sacchelli e colaboradores (2019). A concentragédo capaz de reduzir a infec¢ao viral
em 50% (ICs0), comparada com os controles celular e viral, foi determinada usando
analise de regressao linear. O indice de seletividade (Sl) foi calculado pela relagao:
CCso / 1Cs0. A analise estatistica de ANOVA seguida pelo teste de Tukey foram
aplicados para determinar a diferenga entre os compostos testados e os grupos de

controle. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 APRESENTAGCAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS

As amostras de botriosferana miméticas ao heparan sulfato foram

obtidas por duas vias, conforme ilustra o esquema a seguir (Figura 10).

Figura 10 — Representacado da ordem em que foram realizadas as rotas sintéticas
para obtencao dos compostos derivados da BOT miméticos ao HS.
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Fonte: A autora (2021).

Neste estudo optou-se por trabalhar com a BOT, por ser um
polissacarideo que apresenta potencial antiviral, conforme ja observado pelo nosso
grupo de pesquisa (SACCHELLI et al., 2019) e por apresentar hidroxilas em ambientes
quimicos diferentes na sua estrutura que permitem possiveis modificagdes estruturais.
Desta forma, foi pensado em sintetizar miméticos do heparan sulfato, devido a essa
classe de glicosaminoglicanos possuir grupos com cargas negativas que se ligam
eletrostaticamente com as cargas positivas presentes nas glicoproteinas do envelope
viral (DUARTE et al.,, 2004). Pensando na estrutura do heparan sulfato, foram
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inseridos no polissacarideo grupos carboxilato e grupos sulfato. A insercdo destes
grupos ocorreu através das reagdes de oxidacao e sulfatagdo, respectivamente. A
reacdao de oxidagdo foi realizada primeiramente pelo fato de o polissacarideo
apresentar uma fungao alcool primario no C-6 da grande maioria das suas unidades
de glucose, exceto aquelas com ramificagao.

Por este estudo, foram sintetizados dois derivados da glucana
botriosferana miméticos do heparan sulfato. Para maior clareza, a seguir sera
apresentada a descricdo das siglas de identificagdo de cada um dos produtos de

reacdes obtidos neste trabalho.

* Legenda das siglas usadas na identificacdo das amostras:

BOT — Amostra de botriosferana nativa

AB10 — Amostra de BOT oxidada

AB10S* - Amostra de BOT oxidada que passou por tentativa ndo sucedida de
sulfatagao

AB10S — Amostra de BOT oxidada e sulfatada

AB2R — Amostra de BOT reduzida (submetida a reagéo de redugao)

AB2RO - Amostra de BOT reduzida e oxidada

AB2ROS* - Amostra de BOT reduzida e oxidada que passou por tentativa nao
sucedida de sulfatacao

AB2ROS - Amostra de BOT reduzida, oxidada e sulfatada

Observagdes: A amostra descrita como reduzida nao foi caracterizada
pois a modificacdo resultante é de dificil deteccdo, por ocorrer unicamente nos
terminais redutores, que sdo quantitativamente pouco expressivos. Sendo assim,
neste trabalho ela é considerada apenas como “amostra que foi submetida a reacao
de redugao”.

Para a obtencgao do primeiro mimético, partiu-se da amostra BOT, que
sofreu reagédo de oxidacdo (AB10), tentativa ndo sucedida de reagédo de sulfatacéo
(AB10S*) e reacdo de sulfatacdo (AB10S). Na obtencdo do segundo analogo,
também se partiu de uma amostra BOT, a qual foi submetida a rea¢ao de reducgao
(AB2R), reacao de oxidagao (AB2RO), tentativa ndo sucedida de reacao de sulfatagao
(AB2ROS*) e reacgao de sulfatacdo (AB2ROS). Considerou-se, assim, que cada via

sintética envolveu dois ciclos de sulfatagao (Figura 10).
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4.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA BOT

4.2.1 Caracterizagao da BOT Nativa por Espectroscopia Vibracional na Regiao do
Infravermelho (BARBOSA et al., 2003; SYNYTSYA; NOVAK, 2014; VASCONCELOS
et al., 2008)

A fim de verificar informagdes sobre o polissacarideo, foi realizado
espectro de TF-1V no intervalo de 4000-400 cm™' para identificar os grupos presentes
na BOT (Figura 11). A BOT apresenta bandas vibracionais de hidroxila (grupo
funcional presente) em 3600 cm™'. Na regido de 2999-2780 cm™' ha a presenga do
estiramento C-H. O estiramento em 1640 cm™' é caracteristico de anel de glucose e
de presenca de H20 na molécula. As deformagdes da vibragao assimétrica dos grupos
CH2 e COH encontram-se na regido de 1425-1362 cm™' que sao caracteristicas de B-
glucanas. A banda fortemente intensa em 1037 cm! equivale a estiramento C-O de
alcool e do anel da glucose. (BARBOSA et al., 2003; VASCONCELOQOS et al., 2008).

A banda de vibragdo em 982 cm™' que ocorre na regido de 1040-890
cm' indica a presenga de unidades de glucopiranose interligadas por ligagdes -
(1—3) e B-(1—6), que sdo caracteristicas de polissacarideos obtidos de fungos
(BARBOSA et al., 2003; SYNYTSYA; NOVAK, 2014; VASCONCELOS et al., 2008).
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Figura 11 — Espectro de infravermelho (regido entre 4000-400 cm') da amostra de
BOT nativa.
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Fonte: A autora (2021).

4.2.2 Caracterizagao da BOT Nativa por Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN-400 MHz) de 'H e "3C (1D) e HSQC (2D)

A caracterizagdo da BOT nativa foi realizada através dos espectros
de RMN de 'H, '3C e HSQC, os quais contribuiram com informagdées relevantes sobre
o polissacarideo, tais como determinagao da configuragao anomérica de unidades de
glucopiranose e a forma de ligagdo glicosidica entre ambas (SYNYTSYA; NOVAK,
2014).

Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura 12) observa-se a
presenca de sinais em 4,75 ppm (H1a) e 4,49 ppm (H1b), os quais sao caracteristicos
de sinais de hidrogénios anoméricos dos residuos [B-D-glucanas (SYNYTSYA;
NOVAK, 2014). Os sinais em 4,28 ppm (H6a) e 3,93 ppm (H6b) pertencem aos H-6
(ligados ao C-6) (VAN LEEUWEN et al., 2008). Os sinais que aparecem em 4,98 ppm
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e 4,96 ppm sao indicios de agua, indicando que a supressdo da mesma nao foi

completa.

Figura 12 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da amostra de BOT nativa em D20,
com adig&o de acetona como padrao interno (5= 2,22 ppm para 'H).
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Fonte: A autora (2021).

De acordo com Barbosa e colaboradores (2003), a BOT é constituida
por unidades de glucose distintas, a cadeia principal (linear) é formada por monémeros
(1—3)-B-D-Glcp- interligados e a cada 5 a 6 residuos a uma ramificagéo (1—6)-B-D-
Glcp- (glicosil ou gentiobiose). Ao analisar o espectro de RMN de 3C (DEPT 135)
apresentado na figura 13, observa-se que os sinais equivalem aos de uma 3-glucana,
conforme descritos a seguir: o sinal de maior intensidade em 104,88 ppm é atribuido
ao C-1 anomérico da unidades de glucose —3)-Glcp-(1—, o sinal em 104,51 ppm
equivale a unidade C-1 de unidades de glucose —6)-Glcp-(1— na ramificacdo da
cadeia principal, o sinal em 88,82 ppm é referente ao C-3 desprovido de substituicoes
—3)-Glcp-(1—, ja o sinal em 88,05 ppm é referente ao C-3 do residuo de glucose
—3,6)-Glcp-(1— substituido. O sinal em 70,51 ppm equivale ao C-6 substituido do

residuo de glucose —6)-Glcp-(1— e o sinal em 62,46 ao C-6 livre de residuo de
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glucose —3)-Glcp-(1—. Os sinais em: 76,62 ppm, 74,92 ppm e 69,94 ppm séao
equivalentes aos C-5, C-2 e C-4 de residuos de glucose —3,6)-Glcp-(1— substituidos,
respectivamente, e 76,99 ppm, 74,81 ppm e 71,44 ppm equivalem aos C-5, C-2 e C-
4 respectivamente de residuos de glucose —6)-Glcp-(1— substituidos. Os sinais aqui
descritos, de acordo com resultados de caracterizagao apresentados por Corradi da
Silva e colaboradores (2008), Synytsya e Novak (2013) e Sacchelli e colaboradores

(2019), confirmam a caracterizagdo da BOT nativa.

Figura 13 — Espectro de RMN de *C (DEPT 135) da amostra de BOT nativa em D20,
com padrao interno de acetona (8= 30,89 ppm para '3C).
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Fonte: A autora (2021).

Analisando o espectro de RMN de HSQC (Figura 14), observam-se
as correlagdées em 69,44/4,14 e 69,41/3,67 ppm, que correspondem a C-6/H-6ab
relacionado aos C-6 ligados as ramificagdes, e as correlagbes em 61,35/3,79 e
61,33/3,57 ppm, que correspondem a C-6/H-6ab dos C-6 livres. As demais
correlagdes sao: C-2/H-2 em 73,87/3,15 ppm, C-3/H-3 em 77,56/3,28 ppm (unidades
com ramificagao), C-4/H-4 em 70,47/3,25 ppm e C-5/H-5 em 75,90/3,44 ppm, que
estdo de acordo com a caracterizagdo realizada por Barbosa e colaboradores (2003).
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A posicdo dos C-6 livres e ramificados citados acima pode ser observada na estrutura
da BOT (Figura 15).

Figura 14 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT nativa
(BARBOSA et al., 2003).
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Figura 15 — Representagao da estrutura da BOT nativa, destacando os C-6 livres com

setas vermelhas e os C-6 ligados a ramificacées com setas azuis.
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4.3 DERIVATIZAGAO DA BOT
4.3.1 Reagao de Oxidagao da BOT Nativa (AB10)

A reacdo de oxidagao (Figura 16) foi escolhida para iniciar a
modificagdo do polissacarideo pensando-se no produto final desejado, como
derivados da BOT miméticos ao HS. Reagdes de oxidacdo com reagente TEMPO
ocorrem regiosseletivamente em alcoois primarios formando acido glucurdnico, tal
como observado no HS (TAVERNIER et al., 2008). Ja a reagao de sulfatacdo pode
ocorrer em qualquer hidroxila do polissacarideo, por isso a ordem escolhida. Para a
reacao de oxidacao foi usado o reagente N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO)

e 0 co-oxidante hipoclorito de sédio (NaClO).

Figura 16 — Representacédo da reacédo de oxidagdao da BOT (AB10). A estrutura da
BOT foi simplificada de modo a tornar mais concisa a ilustragao das reacgoes.
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Fonte: A autora (2021).

O produto obtido da reagéo de oxidagao (AB10) foi caracterizado por
TF-1V, RMN e titulometria.

Conforme analise do espectro de IV da amostra AB10 (Figura 17), a
banda em 1601 cm™', caracteristica de estiramento simétrico —COOQ-, indica a presencga
de grupos carboxilato no polissacarideo. As demais bandas indicam o estiramento do
grupo OH em 3259 cm™', estiramento CH em 2893 cm™', estiramento CH2 e CO em
1421-1369 cm™ e o estiramento CO em 1034 cm™ (THEIS et al., 2019).
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Figura 17 — Espectros de infravermelho (regido entre 4000-400 cm') das amostras
da BOT nativa (verde) e oxidada (AB10, azul).
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Analisando o espectro de RMN de HSQC da amostra oxidada AB10
(Figura 18), também é possivel afirmar que ocorreu a oxidagao do polissacarideo,
conforme o enfraquecimento da correlagdo de C-6/H-6ab das unidades glicosidicas
nao ramificadas. A reacéo de oxidagao s6 acontece em C-6, devido a BOT apresentar
um alcool primario nesta posicdo. A BOT apresenta uma relagéo de tipos de C-6 de 5
para 1, ou seja, para cada cinco OH-6 livres, ha um O-6 ramificado. No espectro de
HSQC, comparando-se a integral da correlagdo C-6/H-6ab (ligados a OH livre) com
as integrais das demais correlagdes das unidades —3)-Glcp-(1—, percebe-se que
houve uma diminuigdo para quase a metade da primeira integral (uma relagao de
quase 1:2).

No espectro de HSQC da BOT nativa (Figura 14), esta relacdo é de
aproximadamente 1:1. Esses dados de RMN de HSQC estdo de acordo com o grau
de oxidacao (DO) de 0,45 encontrado na caracterizagao por titulometria, indicando a

oxidagdo de quase metade das OH-6 livres, como ilustrado na Figura 18. A
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caracterizagao por titulometria foi realizada por titulagao indireta usando a metodologia
adaptado de Tatongjai; L. (2010). A confianga em resultados por teste de titulagdo é
maior devido ao seu carater analitico. Os dados de HSQC relatados corroboram para
esta interpretagéo, de que houve a oxidagdo em torno de determinada faixa, mesmo

os resultados ndo sendo exatamente iguais.

Figura 18 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT oxidada (AB10).
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4.3.1.1 Reacéo de sulfatacdo (AB10S) da BOT oxidada (AB10).

A reacado de sulfatacéo foi realizada com DMF e SOs-Py, conforme

representacéo do esquema de reagao de sulfatagao apresentado na figura 19.

Figura 19 — Representacdo da reacdo de sulfatagcdo da BOT oxidada (produto:
AB10S).
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Fonte: A autora (2021).

A seguir sera descrita a reagéo de sulfatagédo para a tentativa que néo

obteve um produto sulfatado (AB10S*) e para a tentativa que obteve sucesso, com o
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produto sulfatado (amostra AB10S). Durante a caracterizagdo da tentativa
malsucedida de reacdo de sulfatagdo (AB10S*) ndo foram observadas bandas
caracteristicas de grupos sulfato. Sendo assim, foi realizado outro ciclo de reagao de
sulfatagdo (AB10S), o qual foi possivel observar bandas caracteristicas de grupos
sulfato.

A caracterizacao da tentativa ndo sucedida de reacao de sulfatacao
(AB10OS*) foi realizada através da analise do espectro de TF-IV da amostra AB10S*
(Figura 20). Nele nao foi observada banda intensa em 810 cm™" que é caracteristica
de vibragéo assimétrica do grupo C-O-S.

Figura 20 — Espectro de infravermelho (regido entre 4000-400 cm™') das amostras da
BOT nativa (verde), oxidada (AB10, azul) e sulfatagao - 12 tentativa (AB10S*, azul
claro).
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Fonte: A autora (2021).

Como o espectro ndo apresentou bandas de indicativo de grupos
sulfato, as caracterizacées por RMN e método turbidométrico ndo foram realizadas.

Optou-se entao por realizar um outro ciclo de sulfatacdo da amostra.
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A sulfatagao foi realizada igualmente como para o primeiro ciclo, néo
havendo diferencas nas condigdes reacionais. O que pode explicar o sucesso
somente na segunda tentativa de sulfatacdo, de acordo com Dekker e colaboradores
(2019), é que ao refazer o passo de sulfatagdo ha a possibilidade de se obter graus
de sulfatagao superiores, como foi encontrado para a BOT apos ressulfatagcao: teor
de enxofre e DS de 15,4% e 1,54, respectivamente, aumentaram para 15,9% e 1,64,
respectivamente. Uma outra explicagdo pode ser a pouca solubilidade da BOT no
solvente polar aprotico dimetilformamida, que poderia ter aumentado na segunda
tentativa.

No espectro de IV apresentado na figura 21 para o produto de reagao
AB10S, é observada uma banda em 810 cm™ referente a estiramento assimétrico do
grupo C-O-S e bandas entre 1253-1113 referentes a estiramento assimétrico S=0, o
que indica a presenga de grupos sulfato ligados a molécula de polissacarideo (ARLOV
et al., 2021).

Figura 21 — Espectro de infravermelho (regido entre 4000-400 cm™') das amostras da
BOT nativa (verde), oxidada (AB10, azul), sulfatacao - 12 tentativa (ABIOS*, azul claro)
e sulfatada (AB10S, vermelho).
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Como foi observado pela técnica de infravermelho resultados
caracteristicos de grupos sulfato, foi dado sequéncia na caracterizagédo por RMN e DS
conforme sera descrito a seguir.

Para obter a caracterizacdo do produto resultante da reacao de
sulfatacdo €& necessario primeiramente revisar a analise do espectro de RMN de
HSQC da amostra BOT (Figura 22). Nota-se no espectro de RMN de HSQC da BOT
nativa a relagdo das integrais de correlacdo de C-6/H-6. A proporcao € de 1:1 das
integrais de correlacao de C-1/H-1, C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-4, C-5/H-5 e C-6/H-6a/b,

correspondente a proporc¢ao dos hidrogénios presentes na estrutura da BOT.

Figura 22 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT nativa.
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Fonte: A autora (2021).

Em comparacdo ao espectro de HSQC do produto de sulfatacéo
AB10S (figura 23), nota-se, entdo, o aparecimento de uma nova correlacdo em
67,58/4,31 ppm, atribuida ao C-6 sulfatado. Percebeu-se que ha uma relacdo da
integral de C-6 sulfatado para C-6 livre de dois para um (2:1). Isso leva a interpretagao
regioquimica de que uma boa parte dos grupos sulfato resultaram posicionados na

posicdo C-6, devido ao aparecimento do sinal do C-6 sulfatado.
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Figura 23 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT oxidada que
sofreu o segundo ciclo de sulfatagao (AB10S).
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Fonte: A autora (2021).

Estes resultados estdo de acordo com Synytsya e Novak (2013) que
dizem que a sulfatagao de glucanas obtidas de fungos é geralmente alcangada com
complexos, como o trioxido de enxofre-piridina (usado neste estudo) em meio de
dimetilsulféxido e que a reagao pode ocorrer nas hidroxilas ligadas ao C-2, C-3, C-4 e
preferivelmente no C-6.

Para o teste turbidométrico foi encontrado um DS=0,82, o que quer
dizer que existem 8 grupos sulfato a cada 10 unidades de glucose presentes na
molécula do polissacarideo. Este valor de DS obtido é considerado satisfatorio, pois
Sacchelli e colaboradores (2019), em estudos de sulfatacdo da BOT, obtiveram
atividade antiviral para o virus da dengue e da herpes simples com DS de 0,4 e 1,1.
Conforme Caputo e colaboradores (2019) a atividade antiviral do polissacarideo sera
maior quanto maior for o valor do DS obtido.

De acordo com Arlov e colaboradores (2021) a obtengcédo de um valor
maior de DS esta sujeita a diversos fatores, como: solubilidade do polissacarideo ao
solvente escolhido, do local existente para ocorrer a sulfatacdo na estrutura do
polissacarideo, da reatividade e se existem grupos funcionais volumosos que possam
causar impedimento estérico. Glucanas podem apresentar DS mais alto devido as
hidroxilas livres nos C-6. A atividade antiviral do polissacarideo sulfatado depende da

massa, da composicdo do esqueleto e principalmente do grau de sulfatacéo e da
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posicao dos grupos sulfato (CAPUTO; STRAUB; GRINSTAFF, 2019). A sulfatagao
dos C-6 da BOT (Figura 24) € um resultado valioso, pois o heparan sulfato também
apresenta essa posi¢ao na sua estrutura com grupos sulfato. O grau de sulfatagao foi

medido através da metodologia A do trabalho Dodgson e Price, (1962).

Figura 24 — Representacdo da previsdo regioquimica do produto da reagao de
sulfatacao (AB10S) da BOT oxidada (AB10).

R= H/SOy
0SOy
CoO- ¢ 0
RO RO
0 0 |-
’ OR OR |n

Fonte: A autora (2021).

Como o DS da amostra AB10S foi de 0,82, e considerando que quase
metade dos C-6 encontravam-se oxidados previamente a reacao de sulfatacédo, pode
se afirmar que a sulfatacdo também ocorreu nas demais hidroxilas livres do
polissacarideo, nas posicoes 2 e 4.

Sendo assim, conclui-se que nesta parte do trabalho foi sintetizado
um mimético do heparan sulfato a partir das reagcdes de oxidacédo e sulfatacdo do
polissacarideo BOT. Cabe destacar que nao ha relatos na literatura sobre reacdes de
oxidacdo da BOT.

A seguir sera apresentada a caracterizagao dos produtos de oxidagao
e sulfatacdo derivados da BOT reduzida. Ressalta-se que estas reagdes foram

realizadas da mesma forma que para a BOT nativa.

4.3.2 Reacao de Reducdo em Meio Heterogéneo da BOT Nativa

A amostra de BOT nativa foi submetida ao processo de reacéo de
reducao (Figura 25) para evitar possiveis interferéncias dos seus terminais redutores
sobre as reagbes de modificagdo quimica realizadas nos grupos hidroxila presentes

no polissacarideo.
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Figura 25 — Representacdo da reagao de reducéo da BOT nativa.
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Fonte: A autora (2021).

O produto do processo de reacdo de reducado foi nomeado como

AB2R. Essa amostra n&o foi caracterizada estruturalmente, pois como ja mencionado,

a mudanca estrutural é tdo discreta que nenhum espectro mostraria alteragao

significativa. Desta forma, apds esta etapa, a amostra AB2R foi submetida a reacao

de oxidagao, conforme descricao a seguir.

4.3.2.1 Reacéo de oxidacdo da BOT submetida a reducdo (AB2R)

O produto obtido da reacdo de oxidagdo (AB2RO) foi caracterizado

por TF-IV, RMN e titulometria. Conforme a figura 26, a vibragado simétrica em 1601

cm'indica a presenga de grupos carboxilato (COO-) no polissacarideo. As demais

bandas indicam o estiramento do grupo OH em 3325 cm-', estiramento CH em 2893

cm-, estiramento CH2 em 1413 cm™ e o estiramento CO em 1035 cm™' (THEIS et al.,
2019).
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Figura 26 — Espectro de infravermelho (regido entre 4000-400 cm™') das amostras da
BOT nativa (verde) e reduzida/oxidada (AB2RO, azul).
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Fonte: A autora (2021).

Observando-se o espectro de RMN de '3C (Figura 27) da amostra
oxidada (AB2RO), percebe-se o surgimento do sinal em 189,9 ppm, referente ao C da
carboxila identificado na regido da carbonila préximo a 180 ppm, sendo entdo, um
indicativo de sucesso na reagdo. Observando-se que o grupo carboxila na forma de
sal de carboxilato possui um atomo de carbono com menor blindagem que aquele de

uma carboxila protonada. Assim, justifica-se seu deslocamento quimico maior em ppm
(WHISTLER, 1976).
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Figura 27 — Espectro de RMN de '3C da amostra da BOT reduzida (AB2R) que passou
por reagao de oxidagcao (AB2RO).
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Fonte: A autora (2021).

Analisando o espectro de RMN de HSQC da amostra oxidada AB2RO
(Figura 28) e comparando-o com o espectro de RMN de HSQC da BOT nativa
apresentado na figura 22, também ¢é possivel afirmar que ocorreu a oxidagado do
polissacarideo, pois observa-se o enfraquecimento da correlacdo de C-6/H-6ab. No
espectro de HSQC, fazendo a comparacédo da integral da correlacdo C-6/H-6ab
(unidos a OH livre) com as integrais das demais correlagdes das unidades —3)-Glcp-
(1—, percebe-se que houve uma diminuigao de aproximadamente metade da primeira
integral (uma relagdo de quase 1:2). Os sinais no espectro estdo sobrepostos
dificultando a identificacdo da variagao do deslocamento quimico no HSQC, como foi
realizado para a posi¢cao primaria. Esses dados de RMN de HSQC estao de acordo
com o grau de oxidacdo (DO) de 0,49 obtido na caracterizagado por titulometria,

indicando a oxidagao de quase metade dos C-6 livres.
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Figura 28 — Espectro de RMN de HSQC ('H-"3C) da amostra de BOT reduzida (AB2R)
que passou por reagao de oxidagcdo (AB2RO).
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Fonte: A autora (2021).

4.3.2.2 Reacgéo de sulfatagdo (AB2ROS) da BOT oxidada (amostra AB2RO).

Apos a primeira tentativa de sulfatacdo de AB2RO, conforme o
espectro de TF-IV da amostra obtida AB2ROS* (Figura 29), nao foi observada banda
referente a vibragdo assimétrica do grupo C-O-S em 810 cm™*, caracteristica de grupos

sulfato.
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Figura 29 — Espectro de infravermelho (regido entre 4000-400 cm™') das amostras da
BOT nativa (verde), oxidada (AB2RO, azul) e que passou por sulfatagao - 12 tentativa

(AB2ROS*, azul claro).
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Fonte: A autora (2021).

Sobre o espectro de RMN da amostra AB2ROS*

(Figura 30),
observou-se que apareceram as mesmas correlacdes observadas para o produto de

oxidagao (AB2RO). Entdo, nao foi possivel identificar grupos sulfato na molécula de

polissacarideo. Referente a caracterizagao pelo método turbidimétrico, foi encontrado

um DS=0,05, o que equivale a um resultado proximo a zero e, portanto, negligivel.

Desta forma optou-se por ressulfatar o polissacarideo.
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Figura 30 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT reduzida e

oxidada que sofreu o primeiro ciclo de sulfatagao (AB2ROS¥).
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Fonte: A autora (2021).

A explicacdo para o sucesso da sulfatagdo obtendo o produto de

reacao AB2ROS somente na segunda tentativa segue a mesma explicagao realizada

para o produto de reacdo AB10S, pois nao houve diferengas nas condigcbes

reacionais.

A caracterizagdo da amostra AB2ROS foi realizada por TF-IV, RMN e

por teste de turbidimetria, conforme descrito a seguir.

Conforme os espectros de TF-IV (Figura 31) da amostra AB2ROS,

observa-se uma banda em 802 cm™! caracteristica de vibragao simétrica do grupo C-

O-S e uma banda em 1246 cm™ de vibragdo assimétrica de S=0, indicando a

presenca de grupos sulfato na molécula.
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Figura 31 — Espectros de infravermelho (regido entre 4000-400 cm-') das amostras
da BOT nativa (verde), oxidada (AB2RO, azul) e sulfatada (AB2ROS, vermelho).
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Fonte: A autora (2021).

Através do teste de turbidimetria foi encontrado um DS de 0,27
indicando que existem aproximadamente 3 grupos sulfato a cada 10 unidades de
glucose do polissacarideo. Nos espectros de RMN de HSQC (Figura 32) nota-se a
falta do sinal de C-6 sulfatado (67,58/4,31 ppm), portanto, acredita-se que a sulfatagéo
tenha ocorrido nas posigcdes 2 e/ou 4. O motivo para a nao ocorréncia de sulfatacéao
em C-6 permanece a ser descoberto.
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Figura 32 — Espectro de RMN de HSQC ('H-'3C) da amostra de BOT reduzida e
oxidada que sofreu o segundo ciclo de sulfatagdo (AB2ROS).
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Fonte: A autora (2021).

Na primeira via foi obtido um DS maior e na segunda via uma DS
menor. Teoricamente, o produto da segunda via esta protegido, pela redugao, da
despolimerizagao gerada pelos reagentes de oxidagao e sulfatagdo. Entao, supbe-se
que ele seja de tamanho molecular maior em relagdo ao produto da primeira via
sintética e, consequentemente, apresenta menor solubilidade no meio de sulfatagao,
resultando em um DS menor. O polissacarideo da primeira via pode ter sido
degradado e adquirido um tamanho molecular menor e, consequentemente, sendo
mais soluvel no meio reacional, sua sulfatacdo resultaria em um DS maior. Essa
relacdo de causa e efeito € uma proposta para a explicar diferenga entre os DS
obtidos, pois o tamanho molecular final destes produtos obtidos por duas vias nao foi
caracterizado estruturalmente. No entanto, essa possivel explicacdo pode ser
considerada, pois, conforme dados da literatura, a reacado de oxidacao realizada com
reagente TEMPO, co-oxidante NaOCI e NaBr, pode ocasionar a despolimerizagdo nao

desejada no polissacarideo (SPIER et al., 2017).
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4.4 ATIVIDADE ANTIVIRAL

A avaliagao da atividade antiviral dos derivados de BOT obtidos frente
aos virus da dengue e do herpes simples foi realizada pelo Laboratério de Virologia
(Dep. de Microbiologia — UEL).

4.4.1 Ensaio Realizado para DENV-2 em Células Vero

Para o teste anti-dengue foram testados os compostos AB10S,
AB10, AB2ROS e AB2RO. As amostras de polissacarideo testadas apresentaram
atividade antiviral nula contra o virus da dengue (DENV-2).

No teste de citotoxicidade, realizado por MTT, todas as substancias,
em todas as concentragdes testadas (500 ug/mL, 250 pg/mL, 125ug/mL, 62,5 pg/mL
e 31,25 pg/mL), resultaram em CCso > 500 pg/mL, mostrando-se potencialmente
seguras para uso.

Neste e em outros testes realizados pelo nosso grupo (LOPES et al.,
2021; SACCHELLI et al., 2019) com sorotipos do virus da dengue, percebeu-se que
este virus € mais resistente a derivados de glucanas carregados negativamente do

que o virus do herpes simples.

4.4.2 Ensaio Realizado para HSV-1 Cepa KOS em Células Vero

Para o teste anti-herpético foram testados os compostos AB10S,
AB10, AB2ROS e AB2RO.

A avaliacido da citotoxicidade dos quatro compostos novamente
revelou que nenhum demonstrou citotoxicidade significativa até a maior concentragao
testada (CCso > 500 pyg/mL). Este resultado esta de acordo com Chen e Huang (2018)
que ressaltam que polissacarideos extracelulares (EPS) apresentam menor toxicidade
para células Vero, além de serem considerados mais seguros.

A seguir sdo apresentados os dados (Tabela 1 e Figura 33) da inibigéo

viral em porcentagem para os compostos testados.
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Tabela 1 — indice de inibicdo da infectividade viral expresso em porcentagem para

HSV-1.
Inibigao viral % (1V%)
Concentracées AB10S AB10 AB2ROS AB2RO
200 ug mL™" 65,58 0 93,22 0
100 ug mL" 68,65 3,39 89,64 4,9
50 ug mL" 82,2 0 91,55 3
25 pug mL"! 83,61 0 91,15 0

Fonte: A autora (2021).

Figura 33 — indice de inibigado da infectividade viral expresso em porcentagem para
HSV-1.
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Fonte: A autora (2021).

Analisando os dados contidos na tabela 1 e expressos no grafico da
figura 33 para melhor visualizagao, observa-se que as amostras oxidadas e sulfatadas
AB10S e AB2ROS apresentaram atividade antiviral
porcentagens de inibigao viral para todas as concentragdes testadas. Por sua vez, as

para HSV-1 com altas
substancias somente oxidadas AB10 e AB2RO apresentaram inibigdo viral
praticamente nula.

A presenca de grupos sulfato na estrutura do polissacarideo é
primordial para obter atividade antiviral eficiente, conforme foi verificado em estudos
de Sacchelli e colaboradores, (2019) no qual verificaram que a amostras de BOT
sulfatadas apresesentaram maior poténcia antiviral para HSV-KOS, HSV-AR e DENV-

3, quando comparadas com a atividade do polissacarideo nativo. A atividade antiviral
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estd relacionada ao grau de sulfatacdo presente no polissacarideo (CAPUTO;
STRAUB; GRINSTAFF, 2019).

Em estudos, Sacchelli e colaboradores (2019) obtiveram atividade
crescente para o DENV-3 com polissacarideos sulfatados com DS de 0,4 e 1,1. Lopes
e colaboradores (2021) relataram atividade antiviral para DENV-2 com DS de 0,2 de
derivados sulfatados-carboximetilados, observando que a presenga de grupos
carboxila e sulfato na estrutura do polissacarideo esta relacionada com a atividade
antiviral. No presente estudo, ficou nitido que a simples presenga dos grupos carboxila
(AB10 e AB2RO) nao ¢ suficiente para a obtenc&o da atividade antiviral, mostrando-
se necessaria a presenga dos grupos sulfato.

Comparando os resultados anti-herpes (HSV-1) obtidos neste estudo
com os resultados para HSV-1 de estudos realizados no nosso grupo de pesquisa, foi
obtida atividade anti-herpética com DS de 0,1-0,4 (LOPES e colaboradores, 2021) e
agora, com DS de 0,3-0,8, obteve-se alta porcentagem de atividade antiviral.
Entretanto, a comparagao ainda nao pode ser plenamente realizada devido a falta dos
dados de ICs0 dos derivados deste trabalho, ainda assim as porcentagens de inibigdo

apontam para ICso bastante baixos, o que é um grande destaque.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo, amparado em resultados prévios do grupo de
pesquisa, deu sequéncia em estudos de otimizacdo da atividade antiviral da BOT
modificada estruturalmente. Através de novas rotas sintéticas, grupos aniénicos como
carboxilatos e sulfatos foram inseridos na BOT nativa, resultando em derivados
aniénicos da BOT miméticos do HS. Os produtos da reagao regiosseletiva de oxidagao
realizada nos C-6 livres da BOT foram caracterizados por TF-IV, RMN e titulometria,
obtendo-se DO=0,45 para a amostra AB10 e DO=0,49 para a amostra AB2RO. Nao
ha relato na literatura de derivados oxidados da BOT, portanto, estas substancias séao
inéditas. Os produtos de reacao de sulfatagao foram caracterizados por TF-IV, RMN
e turbidimetria, obtendo-se DS=0,8 para a amostra AB10S e DS=0,27 para a amostra
AB2ROS. Propostas de regiosseletividade para as reagdes de sulfatagdo foram
discutidas.

A reacao de reducao realizada com o intuito de protecdo da cadeia
polissacaridica pode ter influenciado nos resultados obtidos de DO e DS. O meio
reacional usando TEMPO é descrito na literatura como possivel causador da
degradagéao do polissacarideo durante a reagao.

O teste antidengue (DENV-2) resultou em atividade nula para os
derivados testados. Contudo, no teste de citotoxicidade realizado, as amostras de
polissacarideo mimético ao heparan sulfato mostraram-se potencialmente seguras
para uso.

Para o teste anti-herpético (HSV-1) os compostos miméticos oxidados
e sulfatados AB10S e AB2ROS apresentaram atividade positiva com inibi¢gao viral
elevada. Ja os derivados somente oxidados n&o exerceram atividade antiviral. A
presencga dos grupos sulfato foi considerada essencial para esta atividade.

As amostras oxidadas e sulfatadas (miméticos do HS) obtidas
mostraram-se seletivas apenas para o virus da herpes. O que pode ter acontecido é
que as glicoproteinas do virus da dengue ndo tenham reconhecido os derivados da
BOT miméticos ao HS, pois de acordo com Kalia (2011), os HSPGs presentes na
superficie celular podem apresentar-se em quantidades e composicdo diferentes,
dependendo dos tipos de células, tecidos e etapas de desenvolvimento. Essa
seletividade sugere que novos estudos poderiam ser realizados, visto que a atividade

antiviral foi preponderante em apenas um tipo de modelo experimental.



70

O virus da dengue parece ser mais resistente aos derivados da BOT
miméticos de HS obtidos nesse estudo, o que condiz com resultados de outros
trabalhos do grupo de pesquisa.

Todos os derivados miméticos ao heparan sulfato deste trabalho sao

inéditos na literatura.
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