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RESUMO

Galactomananas extraidas de sementes de 3 espécies de leguminosas (Mimosa
scabrella, Leucaena leucocephala e Cassia fastuosa), constituidas por uma cadeia principal
de unidades de D-manopiranose unidas por ligagdes do tipo B-(1—4) e com diferentes graus
de substituicdo em O-6 por a-D-galactose (Man/Gal 1,1, 1,4 e 2,9, respectivamente), foram
derivatizadas para serem avaliadas quanto ao potencial antiviral frente ao HSV-1 (virus
Herpes simplex), em experimentos in vitro. Foram obtidos derivados sulfatados, urénicos
(através de oxidacao especifica de C-6 com o reagente TEMPO - 2,2,6,6 tetrametilpiperidina-
1-oxil) e urdnico/sulfatados. Os derivados sulfatados e urdnico/sulfatados das galactomananas
mais substituidas (de M. scabrella, respectivamente BR-S e BROS e de L. leucocephala,
respectivamente, LL-S e LLOS) foram os que apresentaram melhor potencial antiviral,
promovendo 50% de inibicdo do nimero de UFP, nas concentracdes de 0,38 pg.mL™ para
BR-S (DS:1,4), 14,6 ug.mL™ para BROS (DS:0,80), 4 ug.mL™ para LL-S (DS 0,6), e de 3,2
ug.mL™? para LLOS (DS: 0,33), enquanto CFS (DS: 0,22) e CFOS (DS: 0,30), promoveram,
respectivamente, 91 e 94% de inibigdo nas concentracdes de 1131 e 1218 pg.mL™. A partir
desses resultados, testou-se a atividade antiviral dos derivados sulfatados de M. scabrella
(BRS) e de L. leucocephala (LLS) contra os virus da febre amarela (YFV) e da dengue (DEN-
1), em experimentos in vitro e in vivo. BRS e LLS apresentaram 15,3 e 14,3% de sulfato,
respectivamente, e perfil homogéneo por HPSEC-MALLS. LLS apresentou protecdo média
de 96,5% e BRS, 87,8% contra o YFV in vivo na concentracdo de 1 g.L™, apesar das
concentraces necessarias para reduzir em 100 vezes o titulo viral in vitro terem sido
relativamente altas (BRS: 1055 ug.mL™ e LLS: 386 ng.mL™ para YFV; BRS: 347 pg.mL™ e
LLS: 37 pg.mL™ para DEN-1). Os camundongos inoculados com polissacarideo + virus
desenvolveram anticorpos neutralizantes contra o YFV em titulos comparaveis aos animais
inoculados com virus inativados pelo formaldeido e, portanto, a atividade antiviral poderia
estar sendo exercida por imunoestimulagdo. BRS e LLS previamente despolimerizadas por
oxidagdo com H,0»-Cu™, utilizando analise estrutural por técnicas uni e bidimensionais
(COSY, TOCSY, HMQC e HMBC) de RMN-'H e de **C, mostraram diferencas na posic&o
dos substituintes sulfatos nos dois derivados: BRS estaria preferencialmente sulfatada no C-6
Gal (5 *C: 67,5 ppm, & *H: 4,21 ppm) e LLS, no C-6 Man (5 **C: 66,7 ppm, & H: 4,21 ppm).
Portanto, diferencas estruturais na posi¢do do substituinte sulfato e no grau de substituicdo por
galactose poderiam explicar um potencial antiviral maior de LLS in vivo (contra o YFV) e in
vitro (contra YFV e DEN-1). Assim, foram obtidos derivados sulfatados de galactomananas
de fontes renovaveis com bons rendimentos de extracdo (entre 13 e 22%) e homogeneidade, e
que mostraram, apos sulfatacdo, caracteristicas interessantes como substancias candidatas a
drogas antivirais.
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ABSTRACT

Galactomannans extracted from 3 leguminous seeds (Mimosa scabrella, Leucaena
leucocephala and Cassia fastuosa) consisted of a 3-D-(1—4) mannan backbone substituted at
0-6 by different proportions of single D-galactosyl units (Man/Gal ratio of 1.1, 1.4 and 2.9,
respectively) were derivatized so that the products were evaluated for their in vitro antiviral
potencial against HSV-1 (herpes simplex virus). Sulfated, uronic (through specific oxidation
of CH,OH-6 with TEMPO - 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) and uronic/sulfated
derivatives were synthesized. The sulfated and uronic/sulfated derivatives with the highest
Gal:Man ratio galactomannans had the best antiviral potential against HSV-1 (BR-S and
BROS from M. scabrella, respectively and LL-S and LLOS from L. leucocephala,
respectively), promoting higher than 50% inhibition of the number of PFUs at concentrations
of 0.38 ug.mL™ for BR-S (DS:1.4), 14.6 ung.mL™ for BROS (DS:0.80), 4 pg.mL™ for LL-S
(DS 0.6) and 3.2 pg.mL™ for LLOS (DS: 0.33). CFS (DS 0.22) and CFOS (DS 0.30),
promoted 91 and 94% inhibition at concentrations of 1131 and 1218 pg.mL™, respectively.
The sulfated derivatives of M. scabrella (BRS) and L leucocephala (LLS) were then tested
against yellow fever (YFV) and dengue viruses (DEN-1), in vitro and in vivo. The sulfate
content was determined to be 15.3 and 14.3%, respectively, and showed homogeneous
HPSEC-MALLS profiles. At a dose of 1 g.L™, BRS gave rise to a 87.7% death protection and
96.5% for LLS in vivo against YFV, despite the concentration necessary to make a 100-fold
reduction in the in vitro viral titer being relatively high (BRS: 1055 ug.mL™ and LLS: 386
ng.mL™ for YFV; BRS: 347 pg.mL™ and LLS: 37 ug.mL™ for DEN-1). Mice inoculated with
polysaccharide + virus developed neutralizing antibodies against YFV, with titers comparable
to those of animals inoculated with the formaldehyde inactivated virus, so that the antiviral
activity could be exerted through a immunostimulatory mechanism. For the structural
characterization of BRS and LLS, the positions of the sulfate groups were verified by 1D and
2D (COSY, TOCSY, HMQC and HMBC) 'H and *C NMR spectroscopy. The
polysaccharide with a low molecular weight produced by hydrogen peroxide — cupric redox
system showed a **C signal at 67.5 ppm, which correlated with an *H signal at 4.21 ppm in its
HMQC spectrum, corresponding to sulfation at C-6 of galactose residues in the BRS
spectrum. Interestingly, LLS did not contain sulfate groups in this position, probably being
sulfated at C-6 of its mannosyl residues, deduced by the observation of a signal at 66.7 ppm,
which correlated with one at 4.21 ppm in the HMQC spectrum. The relation structure/activity
thus shows that BRS and LLS have differences in their sulfate substitution positions that
could explain the differences in their antiviral activities against YFV and DEN-1.
Galactomannans from renewable sources obtained in good vyields (13-22%) and with
homogeneity, could be an interesting source as antiviral drug candidates after sulfation.
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1. INTRODUCAO:

1.1 Galactomananas:

Dentre 0s polissacarideos de reserva presentes em plantas superiores, as
galactomananas constituem o 2° maior grupo encontrado (SHCHERBUKHIN, 1993),
especialmente em leguminosas, nas sementes das quais podem ser encontradas com diferentes
graus de substituicdo e massas molares, bem como com diferentes estruturas finas
(WHISTLER; SMART, 1953; DEA; MORRISON, 1975; SONI; BOSE, 1985).

A diversidade existente entre as galactomananas tem sido pouco explorada no Brasil,
haja visto que as sementes constituem uma fonte renovavel e ndo desmatadora, além de
abundante para a extracdo desses polissacarideos. Os rendimentos de extracdo muitas vezes
chegam a ser superiores a 30% da massa seca das sementes (GANTER, 1991; PETKOWICZ
et al., 1998%; AMARAL, 1998).

A denominacdo galactomanana é dada aos polissacarideos que apresentam cadeia
principal constituida por unidades de D-manose, as quais se encontram ligadas unidades de D-
galactose como substituintes (DEY, 1978) (Figura 1). Além da consideracdo estrutural, a
denominacao pode ser baseada na composicao analitica, onde a quantidade de unidades de D-
manose esta na faixa de 60-80%, predominando sobre as de D-galactose, na faixa de 40-20%
(WHISTLER; SMART, 1953; DEA; MORRISON, 1975). A propor¢do Man:Gal varia nas

diferentes espécies, como apresentado na Tabela 1 (p. 2).

HO

Figura 1: Estrutura parcial de uma galactomana tedrica totalmente substituida, com unidades

de manose em ligacédo p-(1—4) e unidades de galactose em ligagéo a-(1—6).



Tabela 1 — Composicdo aproximada de algumas galactomananas de sementes de leguminosas
(WHISTLER; SMART, 1953):

Espécie Anidro-manose  Anidro-galactose
% %
Caesalpinia spinosa (tara) 71 26
Caesalpinia cacalaco (hizache) 69 28

Ceratonia siliqua (carob) 80-86 20-14

Cercidium torreyanum (palo verde) 73 22
Delonix regia (flamboyant) 79 19
Cyamopsis tetragonolobus (guar) 64 36
Gledetisia triacanthos 71 26
Gminocladus dioica 71 26
Sophora japonica 81 16
Desmanthus illinoensis 70 26
Indigofera irsuta 72 23
Cassia leptocarpa 65 21
Crotalaria intermedia 64 28

SONI e BOSE (1985), em uma revisdo de literatura, exemplificaram as
galactomananas de sementes em 6 grupos, sugeridos com base na analise dos produtos de
metilacao:

1) Cadeia principal constituida por unidades de B-D-manopiranose unidas por ligacdo
(1—4) com substituicdo em O-6 por unidades de a-D-galactopiranose.

wD-GlaLp wD-Glalp

1 1
é 6

Mldanp(148-p-D-Manp(l— o —>4;]Manp[;1£4)-ﬁ-m-mw[;1—:-]
1 11

2) Cadeia principal constituida por unidades de 3-D-manopiranose unidas por ligagcdo
(1—4) com substituicdo em O-6 por unidades de a-D-galactopiranose, que por sua vez podem

estar substituidas em O-4 ou O-6 por unidades de a-D-galactopiranose.

o-D-Galp
1
A
4 oud
o-D-Galp c-D-Galp
1 1
r at
6 &

s\ Mang(l— 4)-f-D-Manp( 1—4)p-D-Mang(1{+ 4)-p-D-Manp(1—
11



3) Cadeia principal constituida por unidades de B-D-manopiranose unidas por ligacdo

(1—4) e (1>3) com substituicdo em O-6 ou O-2 por unidades de a-D-galactopiranose.

a-D-Calp o-D-Cralp
1 1
1 1
] 2

Mllang( 1—4)- p-D-Manp(l —2)p-D-Manp(1— £-p-D-Manp( 1 — 4)- p-D-Manp(1— 3 )- f-D-Matp(l —
11

4) Cadeia principal constituida por unidades de 3-D-manopiranose unidas por ligacdo

(1—4), (1->3) e (1—>2), com substituicdo em O-6 por unidades de a-D-galactopiranose.

D-Gralp c-D-Gralp
1 1
1 1
f 6
b atp- 1= 8 -B-D-MMargp-(1— $-B-D-Manp-(1 =40 f-D-Llang-( 1= 8 -p-D-MManp-(1— 3 -f-D-Manp-

- (1-4)-p-D-Manp-(1—2)-p-D-Manp-{1—

5) Cadeia principal constituida simultaneamente por unidades de B-D-manopiranose e
[3-D-galactopiranose unidas por ligacdo (1—4), com substituicdo em O-6 por unidades de a-

D-galactopiranose ou D-manopiranose.

/" cL-D-Il aty o-D-G al,ﬂ'\
1 1

L L
6 6

=G alp-(1—> 4)- p-D-Marp-( 1— 4)-p -D-Marp-(1 —4)--D- Galp-(1 —>4)- B-D-Marp-(1— - p-D-Marp-

- (1~ 4)-p-D-Galp-(1— §)-p-D-Manp-(1- 4)-p-D -Manp-(1-
6
L
1

o - <




6) Cadeia principal constituida simultaneamente por unidades de B-D-manopiranose e
[3-D-galactopiranose unidas por ligacdo (1—4), com substituicdo em O-3 por unidades de a-

D-galactopiranose ou manopiranose.

/ Ilanm o-D-Gal p \
1 1

1 1
3 3

—f)Calp-(1—4)- B-D-Calp-(1— 4)-p-D-Manp-(1—4)-f-D-Galp- (1= 4)- p-D-Galp-(1 = 3)--D-Manp-

- (1~ 4)--D-Galp-(1— - p-D-Galp-(1-4-p-D-Marp-(1 -
3
L

N e A

DEA e MORRISON (1975), levantaram a questdo de que embora haja um bom
entendimento sobre a estrutura de galactomananas, o conhecimento da distribuicdo dos
constituintes ao longo da cadeia principal, ou seja, a estrutura fina, ndo esta esclarecida.
Citam trés possibilidades de seqliéncia estrutural para uma galactomanana tendo uma relacéo
D-manose (M):D-galactose (G) de 2,0:1, que seriam:

1) Arranjo regular:

S M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-I MMM -1 —M —

I I I I I I I I
G G 3 3 & 3 3 G

2) Arranjo Irregular:

- M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M M-I —M M-} —

I I I | ||
G G G G O G G G

3) Arranjo em blocos:

n— =

—M — M — 1 — 8 — M — W — B — B — I — B — I — B — 1D — I — I —
|
G G

o —
or—
o
m_
o—



Avancos na estrutura fina de galactomananas tém sido alcancados por meio da
utilizacdo de endo-mananases purificadas de Aspergillus niger (McCLEARY et al., 1985;
DAAS et al., 2000) para a producdo de oligossacarideos através de enzimélise (McCLEARY,
1979% McCLEARY, 1979°), sem a liberacdo de mondmeros de galactose. A conservagdo dos
substituintes a-D-galactopiranosidicos permite o isolamento de oligossacarideos que
reproduzem sequiéncias reais existentes no polimero original.

DAAS et al. (2000), por meio da analise do perfil de oligossacarideos obtidos por
hidrélise enziméatica de galactomananas como alfarrobo (carob), guar e goma tara,
classificaram a distribuicdo das unidades de o-D-galactopiranose unidas a cadeia principal
como ordenada, ao acaso e em blocos, com base na determinacdo do grau de substituicdo
(GS) e no grau de “blockiness” (GB). O GB representa o nimero de unidades de manose nao
substituida liberado na forma de manose livre, manobiose ou manotriose, apds a enzimdlise,
como uma porcentagem do numero total de manose ndo substituida existentes em 1 g do
polimero original. Essa porcentagem variard de acordo com a distribuicdo das unidades de
galactose para galactomananas com a mesma relagdo Man:Gal. A endo-mananase utilizada
hidrolisa a ligagdo B-D-(1—4) entre as unidades de D-manose em regides ndo-substituidas por
galactose, de maneira que a quantidade de manose, manobiose e manotriose liberadas,
levando-se em consideracdo a porcentagem de manose nao-substituida existente no polimero
original, pode refletir a distribuicdo das unidades de galactose ao longo da cadeia principal.
Os autores sugeriram, através da comparacdo dos GBs obtidos para diferentes amostras de
goma de alfarrobo, que L29a e L29c (Tabela 2, p. 7 e Figura 2, p. 6) teriam uma distribuicéo
tendendo para blocos, enquanto L32 ao acaso e L29b e L30 mais ordenada, em comparagéo
com uma curva tebrica tracada com base em modelos teéricos de galactomananas com
diferentes tipos de estruturas finas. Até 0 momento, ndo foram descobertas metodologias para
elucidar a sequéncia completa (de todo o polimero) de galactomananas que apresentem
distribuicdes em blocos e ao acaso.
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Figura 2 — GB vs. GS de algumas galactomananas (DAAS et al., 2000).



Tabela 2: Contetdos de manose e galactose, grau de substituicdo da manose (GS), grau de
“blockiness” (GB) e relacdo de areas de picos de manose substituida vs. ndo-substituida de

algumas galatomananas estudadas por DAAS et al. (2000):

Amostras  Manose Galactose  Man:Gal GS (%) GB (%) Manose substituida:

(%) (%) manose ndo
substituida
C12 69,8 8,3 8,4 11,9 42,2 0,56
G26-D 66,0 17,1 39 25,9 36,8 1,06
G62 48,8 30,0 1,6 61,6 18,3 2,50
G64b 51,9 335 1,6 64,5 15,3 1,93
G64c 52,5 33,5 1,6 63,7 14,9 2,01
G65 48,4 31,6 15 65,3 14,8 2,40
G66 47,1 31,2 15 66,2 17,3 2,11
G67a 40,3 27,2 15 67,4 11,5 3,02
G67b 50,3 33,7 15 66,9 10,8 2,60
G67c 47,7 31,8 15 66,6 11,6 2,58
G70 36,3 25,3 1,4 69,6 15,8 3,17
H80 48,3 38,8 1,2 80,5 6,4 3,37
L29a 73,8 21,3 3,5 28,9 48,0 1,40
L29b 71,8 20,8 3,5 28,9 32,9 1,23
L29c 66,4 19,0 3,5 28,7 46,0 1,25
L30 71,1 21,1 34 29,7 25,4 1,45
L32 45,0 17,3 3,2 31,6 36,3 1,38
M2 66,3 14 48,5 2,1 67,4 0,03
T34 64,9 22,3 2,9 34,3 411 2,19
T35 61,3 21,4 2,9 34,9 29,6 2,98

*C, goma de Cassia; G, goma guar; H, galactomanana altamente substituida de Prosopis
juliflora, L, locust bean (alfarrobo); M, manana; T, goma tara.



1.2 RMN de galactomananas de leguminosas:

Utilizando espectros de RMN-"3C de galactomananas despolimerizadas (D.P. ~ 20-40)
com diferentes razdes Man:Gal, GRASDALEN e PAINTER (1980) observaram que 0s sinais
de ressonancia de C-4 das unidades de manose eram divididos em funcdo do arranjo da
unidade vizinha diretamente ligada. A Figura 3 mostra expansdes da regido de C-4 de manose
para trés galactomananas diferentes; em vista do pico Il ser mais intenso na galactomanana
de goma de alfarrobo, que é a menos substituida, esse sinal corresponderia ao C-4 de unidades
de manoses que estariam ligadas a outra unidade de manose ndo substituida; o pico I (em
campo mais baixo), por apresentar um aumento gradativo de intensidade & medida que a
estrutura se apresenta mais substituida, corresponderia ao C-4 de manose substituida que
estaria ligada a outra unidade de manose substituida; o pico Il (intermediario), representaria a
sobreposicdo de sinais originados por diades onde uma das unidades seria substituida por
galactose, podendo também ser originado por triades, como sugerem MANZI, CEREZO e
SHOOLERY (1986).

n Eazio hian:i5al (T Gal  Gal

\ |
“/}/ km 7921 - Man - 1an -
(10 Gal Gal
6337 | e |
- Man - Man - - Man - Man -

B
« o842 (T - Man - Man -

1 ppm=
—_—

Figura 3: Regi&o espectral de RMN-"C em solucdo, a 25 MHz, de C-4 de unidades de D-
manose em A, goma de alfarrobo, B, guar e C, galactomanana de sementes de clover
(GRASDALEN; PAINTER, 1980).

Os autores inferem que as freqliéncias obtidas para as diferentes diades excluem a
possibilidade de estruturas altamente ordenadas, diades de manose substituida ligada a

manose ndo substituida de modo alternado, ou ainda, blocos continuos de manose substituida



alternando com blocos continuos de manose ndo substituida, ndo excluindo a possibilidade de
existéncia de arranjos ordenados mais complexos que 0s acima citados.

MANZI, CEREZO e SHOOLERY (1986) relataram a subdivisdo do sinal de C-6 de
manose substituida nos espectros de RMN-3C de galactomananas de sementes de Gleditsia
triacanthos despolimerizadas (DP ~ 60-80 a 28-38) por hidrélise &cida, relacionando os 3
sinais observados nessa regido ao ambiente criado por 3 diferentes triades (2 unidades de

manoses substituidas ou ndo, adjacentes a uma unidade de manose central) (Figura 4).
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Figura 4: Regido espectral de RMN-*C (75 MHz) de C-6 de unidades de D-manose
substituida em galactomananas hidrolisadas por acido fosférico (MANZI; CEREZO;
SHOOLERY, 1986).

DAVIS et al. (1995) assinalaram completamente os sinais de ‘H e de *C do
heptassacarideo digalactosilmanopentaose (Figura 5, p. 10, Tabelas 3 e 4, p. 10) obtido por
enzimélise da goma carob com [-D-mananase, utilizando técnicas de RMN uni e
bidimensionais (TOCSY, ROESY, HMQC e HMBC). A goma carob é uma galactomanana
com razdao Man/Gal de 5,5 e é constituida de uma cadeia principal com unidades de B-D-

(1—~4)-manopiranose substituidos ou ndo por unidades de a-D-(1—6)-galactopiranose.



(DAVIS et al., 1995).
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Figura 5: Estrutura do heptassacarideo digalactosilmanopentaose determinada por RMN

Tabela 3: Deslocamentos quimicos de 'H do oligosssacarideo Gal,Mans (DAVIS et al.,

1995):
Unidade
Atomo 1, 1 2 3 4 5 Gag
1 518 4,91 476 (2) 475 (2s) 477 477 4,73 503(Ga)503 (Ge)
2 4,00 4,00 4,13 (2,) 4,12 (2p) 4,14 4,15 4,08 3,84
3 3,99 3,80 3,80 3,82 381 364 394
4 3,90 3,86 3,85 3,90 3,88 3,60 4,01
5 3,90 3,50 3,57 3,77 3,76 3,43 3,90
6 3,84 3,90-3,80 3,92 3,98 397 394 377
6 3,76 3,75 3,80-3,75 3,80 381 3,75

Tabela 4: Deslocamentos quimicos de *C do oligosssacarideo Gal,Mans (DAVIS et al.,

1995):
Unidade
Atomo 1, 13 2 3 4 5 Gag
1 95,15 95,01 101,46(2,)101,52(25) 101,55 101,31 101,38 100,11(G)100,16(Gs)
2 71,67 72,03 71,29 (2,) 71,27 (25) 71,18 71,24 71,82 69,76 69,77
3 70,28 73,00 72,85 (2,) 72,83 (25) 72,68 72,74 74,19 70,74
4 78,18 77,86 78,17 78,33 78,08 68,05 70,63 70,61
5 72,31 76,12 76,28 74,64 7472 71,79 72,57
6 61,93 61,93 61,93 67,83 67,93 62,34 62,52 62,50
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RAMESH et al. (2001) identificaram os sinais de RMN-*C e RMN-'H de uma
galactomanana totalmente substituida baseando-se em técnicas de RMN bidimensionais
(COSY, TOCSY, HSQC e HMBC). A galactomanana de Trigonella foenum-graecum L., por
apresentar razdo Man/Gal de 1,0 e, portanto, possuir estrutura ordenada, pdde ser analisada
exclusivamente por RMN, sem utilizacdo de fragmentacdo quimica. Esse polissacarideo
apresentou M,,; 1,42x10°, determinado por HPSEC-RALLS (BRUMMER; CUI; WANG,
2003). Os autores determinaram os sinais de H-1 Gal (5,02 ppm) e H-1 Man (4,75 ppm) com
base em valores relatados em literatura, assim como os sinais de C-6 Gal (62,80 ppm) e C-6
Man substituida (68,00 ppm). Através do espectro de COSY (Figura 6, p. 12) foram
assinalados todos os hidrogénios de galactose. O H-6 Man foi assinalado pelo HSQC (Figura
7, p. 13) e, € provavel que os autores tenham assinalado os H-2 e H-3 Man pelo espectro de
TOCSY, analisando as correlacdes observadas na linha do hidrogénio anomérico de manose.
Permaneceriam ndo identificados os sinais de *3C a 75,00 e 78,30 ppm. O espectro de HMBC
(Figura 8, p. 14) mostra uma correlacéo entre 0 H-2 Man (4,13 ppm) e o sinal de *C em 78,3
ppm, que, a uma distancia de no maximo 3 ligacdes, poderia corresponder apenas ao C-4 de
Man. O espectro de HMBC também mostra os acoplamentos H-1 Gal/C-6 Man e H-1 Man/C-
4 Man, indicando unidades de manose ligadas (1—4) e substituidas em O-6 por galactose

unida por ligacdo (1—6). O assinalamento completo é mostrado na Tabela 5 (p. 15).
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Figura 6: Expansdo do espectro de'H-'H COSY da galactomanana de sementes de T. foenum-
graecum L (RAMESH et al., 2001).
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Figura 7: Espectro de*H-"*C HSQC da galactomanana de sementes de T. foenum-graecum L
(RAMESH et al., 2001).
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Figura 8: Espectro de'H-"*C HMBC da galactomanana de sementes de T. foenum-graecum L

(RAMESH et al., 2001).
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN-"H e **C (ppm) da galactomanana de sementes
de T. foenum-graecum L (RAMESH et al., 2001):

Posicéo H B¢
Galactose

1 5,02 100,20
2 3,83 70,00
3 3,92 70,90
4 4,00 70,00
5 3,90 72,65
6 3,76 62,80
Manose

1 4,75 101,80
2 4,13 71,50
3 3,79 73,00
4 3,87 78,30
5 3,74 75,00
6 3,96 68,00

3,80
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1.3 Mimosa scabrella:

A Mimosa scabrella Bentham é conhecida vulgarmente como bracatinga, abracatinga,
bracatinho, paracaatinga, bracatinga-branca, bracatinga-vermelha, bracatinga-argentina,
maracatinga, anizeiro e mandengo (EMBRAPA, 1988). Apresenta 0s seguintes sinGnimos
botanicos: Mimosa scabrella G. Bentham, Mimosa bracaatinga Hoehne, Mimosa sordida
Bentham, Mimosa bracaatinga Hoehne var. aspericarpa Hoehne, Mimosa scabrella Bentham
var. aspericarpa (Hoehne) Burkart (EMBRAPA, 1988).

Segundo revisdo realizada por FABROWSKI (1998), a bracatinga apresenta a seguinte
classificacdo sistematica:

Segundo Engler Segundo Cronquist
Divisdo: Angiospermae Magnoliophyta
Classe: Dicotyledoneae Magnoliopsida
Subclasse: Archichlamydeae Rosidae

Ordem: Rosales Fabales

Familia: Leguminosae Mimosaceae

Sub-familia: Mimosoideae ™ e

Género: Mimosa Mimosa
Espécie: M. scabrella Bentham M. scabrella Bentham

Suas folhas sdo asperas ao tato devido aos pélos curtos e estrelados, de onde provém a
designacdo “scabrella”. A designacdo “aspericarpa” é devido ao fato de que o fruto apresenta
superficie aspera com rugosidades (EMBRAPA, 1988).

A érvore cresce de 3,5 até mais de 15-20 metros de altura, com 40-50 cm de didmetro. As
folhas apresentam-se em ramos vigorosos muito grandes (até 14 pares de pinas), pinas opostas de
2-7 cm de comprimento. Apresenta 15-31 pares de foliolos por pina, oblongo-elipticos ou
lineares, de 2,5-8 mm por 0,6-2,8 mm de comprimento e largura, onde estdo densamente
presentes pélos estrelados em ambas as faces. Os capitulos florais esféricos ou elipticos de 6-7
mm de didmetro, sdo pedunculados (0,7 a 2 cm de comprimento), 1-3 por nd, axilares ou laterais.
O lomento é oblongo-linear, achatado e as sementes sdo ovais, achatadas, duras, marrom-
escuras, de 5-6 mm, com cotilédones esverdeados (BURKART, 1979).

Na regido Sul, a maturacdo dos frutos ocorre no periodo de novembro a marco. O
rendimento de sementes colhidas por arvore varia de 300 g a 2 kg, apresentando em média, 58
mil a 80 mil sementes/kg (EMBRAPA, 1988).
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D
Figura 9: Arvore (A), flores (B), frutos (C) e sementes (D) de M. scabrella (LORENZI, 1998).

Na UFPR, GANTER (1988) iniciou os estudos de caracterizacdo quimica estrutural da
galactomanana extraida de sementes de Mimosa scabrella. Obteve, a partir de extracdo aquosa,
uma fracdo polissacaridica predominante com relacdo Man:Gal de 1,1:1. Estudos de
cromatografia dessa fracdo sugeriram uma massa molar entre 1,5 e 2x10° g.mol™, relativa a
padrdes de dextrana, ndo sendo descartada a possibilidade de agregacdo molecular. A analise dos
acetatos de alditois parcialmente metilados e de RMN-'3C indicaram uma galactomanana
constituida de uma cadeia principal de B-D-manose ligada (1—4), com substituicdes de o-D-
galactose unidas por ligacdes (1—6).

GANTER (1991) realizou estudos de analise estrutural dos oligossacarideos naturais
presentes em sementes de M. scabrella. Os oligossacarideos foram fracionados por GPC,
purificados por HPLC e analisados estruturalmente por métodos cromatograficos e
espectroscdpicos, isolando as seguintes fracdes:



18

1) Monossacarideos e alcoois livres como sorbitol, galactitol, arabinitol, manitol,

eritritol, glicerol e ciclitdis como o mio-inositol;

2) Ciclitdis como o pinitol além da sacarose (representam 50% dos componentes de

oligossacarideos presentes nas sementes de M. scabrella);

3) Rafinose;

4) Estaquiose, trigalactosil pinitol (ineditamente isolado e caracterizado);

5) Verbascose;

6) Ajugose.

O estudo do processamento das sementes de M. scabrella em uma escala piloto foi
realizado por GANTER et al. (1997), partindo de 500 g de sementes moidas em um tanque
reator de aco inox (capacidade 30 L), com temperatura e agitacdo controladas, obtendo um
rendimento de extracdo de 20% de galactomanana com caracteristicas similares a extraida em
escala laboratorial (Man:Gal 1,1:1 e [n] = 740 mL.g™). Os autores ressaltaram que, seguindo-se
0 processo utilizado, a regido metropolitana de Curitiba poderia produzir 3000 t de
galactomanana ao ano.

GANTER e REICHER (1999) estudaram galactomananas de 4 espécies de Mimosaceae
spp. (M. scabrella, M. flocculosa, M. taimbensis e M. bimucronata) com relagdo Man:Gal ~1:1,
visando possiveis aplicacbes em indUstrias de cosméticos e de alimentos em substituicdo a
galactomananas comercializadas como o guar. Foram obtidos espectros de RMN-*C muito
similares entre si. A Figura 10 (p. 19) corresponde a regido de sinais de C-4 de manose, onde
para as galactomananas de espécies de Mimosaceae estudadas, o sinal em & 79,1 (diade 1),
corresponde a duas unidades de D-manopiranose substituidas; o sinal da diade Il, quando
somente uma das unidades de D-manopiranose é substituida e o sinal em Il corresponde a 2

unidades de D-manopiranose adjacentes ndo substituidas.
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Figura 10 — Regido de sinais de C-4 de manose em espectro de RMN-"*C para galactomananas
de sementes de Mimosaceae spp. (A) M. scabrella, (B) M. bimucronata, (C) M. flocculosa, (D),
M. taimbensis. I, Il e Il referem-se a diferentes diades de manose (GANTER; REICHER, 1999).

GANTER et al. (1995) obtiveram oligossacarideos (DP 2 a 6) de galactomananas de M.
scabrella, Stryphnodendron barbatiman, Schizolobium parahybum, Schizolobium amazonicum,
por hidrdlise acida parcial em H,SO, 25 mM a 100°C (5 h). As fracdes obtidas apds
cromatografia de gel permeacdo e cromatografia liquida de alta pressdo foram caracterizadas por
espectroscopia de RMN-"*C e RMN-'H. Os autores relacionaram a diminuico do rendimento de
epimelibiose (G-M) ao grau de substituicdo das galactomananas, onde M. scabrella, altamente
substituida (Man:Gal 1,1:1), apresentou maior rendimento (61,5%) que Stryphnodendron
barbatiman (Man:Gal 1,5:1, 30,6%), Schizolobium parahybum e Schizolobium amazonicum
(Man:Gal 3,0:1, 17 e 18% respectivamente). A hidrolise acida parcial em H,SO,4 produziu
galactose e manose livres, além de produtos de degradacdo paralelamente aos oligossacarideos
(os produtos desejados foram obtidos com rendimento superior a 80%).

Relacionado a atividade bioldgica da galactomanana de Mimosa scabrella, GERMANO
(1996) realizou estudos envolvendo derivatizagdo por sulfatacdo para a obtencdo de heparindides
com atividade anticoagulante.
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1.4 Leucaena leucocephala:

As arvores de Leucaena leucocephala (Lam) de Wit sdo popularmente conhecidas no
Brasil como leucena. Apresenta o sindnimo botéanico Leucaena glauca (Willd) Benth. (LEAL,
1993).

Segundo revisdo realizada por LIMA (1982), ha duas classificacbes sistematicas

possiveis para essa espécie:

Segundo Engler Segundo Cronquist
Divisdo: Angiospermae Magnoliophyta
Classe: Dicotyledoneae Magnoliopsida
Sub-classe: Archichlamydeae Rosidae

Ordem: Rosales Fabales

Familia: Leguminosae Mimosaceae

Sub-familia: Mimosoideae @~ e

Género: Leucaena Leucaena
Espécie: L. leucocephala (Lam) de Wit L. leucocephala (Lam) de Wit

A leucena é uma arvore perene de porte arbustivo a arboreo, originaria da América
Central. Apresenta folhas bipinadas de 15 a 25 cm de comprimento, com 4-10 pares de pinas,
cada qual com 5-20 pares de foliolos. Flores brancas, agrupadas em capitulo globular. Seus
frutos sdo finos e achatados (12-18 cm de comprimento), contendo 15-25 sementes elipticas
de coloragdo marrom-brilhante (LIMA, 1982; SA, 1997). Aproximadamente 15000-16000
unidades sdo fornecidas em 1 kg de sementes (SA, 1997). N&o foram encontrados dados de
producéo de sementes de L. leucocephala descritos em literatura.

A leucena é cultivada como planta forrageira e apresenta valor nutritivo proteico
comparavel ao da alfafa, tendo boa aceitabilidade por ruminantes, contribuindo no ganho de
massa e na producdo de leite (SA, 1997). Na América Central, Indonésia e Tailandia, suas
folhas e sementes sdo utilizadas na alimentacdo humana (NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES, 1977).

Um fator anti-nutricional importante encontrado em sementes dessa espécie € o
aminodcido ndo-proteico mimosina (um anélogo da tirosina, B-(3-hidroxi-4-piridon-1-il)-L-
alanina), responsavel por inibicdo do apetite, alopécia, retardo de crescimento, decréscimo de
fertilidade e em alguns casos, morte em ndo-ruminantes. Quando a forragem é consumida em

até 3% da massa do animal, ndo apresenta efeitos toxicos. A mimosina provavelmente exerce
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seus efeitos toxicos bloqueando as vias metabolicas de aminoéacidos aromaticos e do
triptofano, por quelar metais, por antagonizar a a¢do da vitamina B6, por inibir a sintese de
DNA, RNA e proteinas (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 1977; LALITHA et al.,
1993).

McCLEARY (1979") produziu oligossacarideos de L. leucocephala, por enzimélise,
utilizando uma B-D-mananase comercial, verificando que, mesmo sendo uma galactomanana
bastante substituida (Man:Gal ~1,6:1), era hidrolisada a uma velocidade maior que
galactomananas de outras espécies com relacdo Man:Gal semelhante (em geral, a
porcentagem de hidrdlise pela B-D-mananase aumenta com a diminui¢do do conteddo de
substituicdo por galactose. O menor oligossacarideo presente no hidrolisado foi GalMan,
(que correspondeu a 25% dos carboidratos totais do hidrolisado), sugerindo que grandes
seqliéncias seriam constituidas pela unidade repetitiva [(Gal—>)Man—Man],. O outro
oligossacarideo identificado foi GalMan,, sendo que as outras fracdes constituiram fracdo
precipitavel com etanol, e fracdo retida no ponto de aplicacdo em TLC.

Uma vez que a enzima ndo produziu hidrélise mais efetiva (a fracdo precipitavel por
etanol constituiu a maior porcentagem), é possivel que existam outras seqiiéncias dentro do
polimero original com distribuicdo de grupos galactosil diferentes da unidade repetitiva
[(Gal->)Man—Man], sugerida, e, portanto, seria interessante a utilizacdo de uma metodologia
diferente da hidrélise parcial enzimatica, com purificacdo, quantificacdo e caracterizacdo dos
oligossacarideos obtidos.

BUCKERIDGE et al. (1987) realizaram estudos de determinacéo da relagdo Man:Gal
(por hidrolise acida quimica e cromatografia liquido-gasosa dos acetatos de alditdis) em
sementes de 5 populacdes de L. leucocephala diferindo na toleréncia a aluminio, tamanho,
grau de maturacéo ou local de origem, verificando relagdo ~2:1.

BUCKERIDGE et al. (1995), baseados em estudos de determinagéo do rendimento e
relacdo Man:Gal de galactomanas extraidas de sementes de leguminosas, incluindo Leucaena
spp., sugerem que, durante a evolucdo em que as subfamilias Mimosoideae e Faboideae
derivaram da Caesalpinioideae, houve um decréscimo do contelido de galactomananas nas
sementes e um aumento da proporcdo de galactose (galactomananas mais substituidas).
Assim, esse polissacarideo poderia atuar como um fator de adaptacdo climatica dessas
diferentes espécies.
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Figura 11: Arvores (A), flores (B), frutos (C) e sementes (D) de L. leucocephala (SA, 1997).
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1.5 Cassia fastuosa:

Posicdao sistematica da Cassia fastuosa Willd (RICARDI, 1992; JOLY, 1998):

Segundo Engler Segundo Cronquist
Divisdo: Angiospermae Magnoliophyta
Classe: Dicotyledoneae Magnoliopsida
Sub-classe: Archichlamydeae Rosidae

Ordem: Rosales Fabales

Familia: Leguminosae Caesalpiniaceae

Sub-familia: Caesalpinioideae ~  cmeeeeeeeeeeees

Género: Cassia Cassia
Espécie: C. fastuosa Willd. C. fastuosa Willd.

Essa leguminosa é largamente utilizada na ornamentacdo de parques, jardins e
logradouros publicos, devido ao seu porte e inflorescéncias amarelas densas. Também fornece
madeira na Amaz6nia. A arvore atinge uma altura de 6-8 m, as folhas apresentam até 30 cm
de comprimento, com 10-12 pares de foliolos, limbo de 4-4,5 cm de comprimento por 1,5-2
cm de largura. Inflorescéncias em racimos terminais piramidiformes, flores longo-pediculadas
amarelas, com até 5 cm de diametro. Apresenta fruto quadrangular, de até 50 cm de
comprimento (CONTIN, 1974). Cada legume apresenta de 40 a 50 sementes com massa total
de sementes variando entre 8 — 10 g por legume (TAVARES, 1994). Nao foram encontrados

dados de producédo de sementes de C. fastuosa descritos em literatura.

TAVARES (1994) isolou e caracterizou a galactomanana de sementes de Cassia
fastuosa, obtendo um polissacarideo com 27% de rendimento e relagdo Man:Gal ~ 4:1. A
massa molar ponderal média (Mw) obtida através de difracio de luz foi de 562x10° g.mol™. A
analise dos acetatos de alditéis parcialmente metilados e RMN-"*C indicaram uma cadeia
principal constituida por unidades de 3-D-manopiranose unidas por liga¢fes (1—4), das quais
20% estariam substituidas em O-6 por unidades de o-D-galactopiranose. TAVARES (1994)

também obteve derivados sinteticamente sulfatados dessa galactomanana.

GERMANO (1996) sintetizou derivados sulfatados das galactomananas de sementes
de C. fastuosa (DS 0,87) e de M. scabrella (DS 1,13), e observou que apresentavam

propriedade anticoagulante.
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Figura 12: Arvore (A), folhas e flores (B), fruto e sementes (C) de C. fastuosa
(KRAMBECK, 1984).

PETKOWICZ et al. (1998") realizaram um trabalho comparativo entre
oligossacarideos obtidos por hidrolise &cida parcial de galactomananas de sementes de trés
espécies diferentes (Schizolobium parahybae, Schizolobium amazonicum e Cassia fastuosa)
com a mesma relacdo Man:Gal (3,0:1). Os autores discutem que hd menor proporcéo de
homo-oligossacarideos de manose na espécie Cassia fastuosa, quando comparado as espécies
de Schizolobium, em concordancia com os sinais de RMN-"*C de C-4 das unidades de D-
Manp, onde o sinal correspondente a duas D-Manp adjacentes ndo substituidas € menos
intenso. Haveria indicativos de que as regides ndo-substituidas ao longo da cadeia principal
seriam menos abundantes na galactomanana de Cassia fastuosa e que, portanto, a estrutura
fina ou distribuicdo dos grupos galactosil ao longo da cadeia de manose seria diferente

quando comparada a S. amazonicum e S. parahybae.
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CHAUBEY e KAPOOR (2001) estudaram a galactomanana de sementes de Cassia
angustifolia Vahl, também pertencente a familia Caesalpiniaceae, determinando uma razao
Man: Gal de 2,9:1 e My: 96,6x10°. A cadeia principal dessa galactomanana seria constituida
por unidades de D-Manp unidas por liga¢des do tipo B(1—4) com substituicdes por unidades
de D-Galp em ligagdes do tipo a-(1—6). Outra galactomanana foi extraida de sementes de
Cassia grandis Linn. f. (JOSHI; KAPOOR, 2003) com razdo Man:Gal de 3,2:1, M,,: 80,2x10°
e com 0s mesmos tipos de ligacdes entre as unidades de manose e galactose.
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1.6 Oxidacéo seletiva do grupo hidroximetil de polissacarideos:

Nos polissacarideos, as propriedades quimicas, entre elas a estrutura, e fisicas, entre
elas a capacidade de adsorcdo, podem ser alteradas através de modificagdes quimicas,
conferindo-lhes novas aplicacbes. Grupos carboxil podem ser gerados em polissacarideos
neutros contendo grupos de CH,OH, através de oxidacdo, originando poliuronatos
(WHISTLER, 1993). Dentro da biotecnologia de alimentos, por exemplo, amidos de milho
oxidados podem apresentar gelatinizacdo em temperaturas inferiores ao do polimero néo
modificado, com aumento da solubilidade e da estabilidade (WURZBURG, 1986).

De NOOY et al. (1994, 1995, 1996) empregaram a metodologia utilizada por
SEMMELHACK et al. (1983) para oxidar, em polissacarideos, alcoois primarios, obtendo
alto rendimento, seletividade e baixa taxa de despolimerizacdo. Essa metodologia emprega o
reagente 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO) em concentragdes cataliticas. Estudos
de aplicacdo do TEMPO na oxida¢do de outros compostos organicos ja haviam sido descritos
(GANEM, 1975; SEMMELHACK et al., 1983).

O reagente TEMPO (Figura 13) é um radical estavel, que é oxidado pelo ion
hipobromito, gerando o ion nitrosdnio, um forte oxidante que mostra seletividade para
grupamentos hidroxilicos priméarios. O hipobromito consumido é regenerado através de
oxidacdo do ion hipoclorito presente no meio de reacdo (de NOOY et al., 1994).

OBr’
RCH,OH RCHO——> RCOO"
fon nitrosoniun Br-
CHg CHj
N \CH3 HsC N CHy
|| cH, | cH,
(0} OH
/ECE
\CH3
CHg
O
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Figura 13: Etapas envolvidas na oxidacdo de alcool primario na presenca de TEMPO,
hipobromito e hipoclorito de sédio (de NOOY et al., 1994).
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De NOQY et al. (1996) oxidaram varios carboidratos monoméricos e poliméricos
desprotegidos e verificaram seletividade de reacdo superior a 95% para hexoses piranosidicas,
ndo detectando a formacao de outros produtos que ndo uronatos. Foram relatadas em literatura
a oxidacdo de amido de batata, inulina, dextrana e pululana (de NOOY et al., 1994; de NOOY
et al., 1995; de NOOY et al., 1996), enquanto SIERAKOWSKI et al. (2000, 2002) oxidaram

seletivamente as galactomananas de Leucaena leucocephala e de Cassia fastuosa.

1.7 Virus Herpes simplex tipo 1:

As doencgas consequentes da infeccdo pelo virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1)
apresentam distribuicdo universal. Embora ndo sejam doencas de notificagdo compulséria
nacional, o HSV-1 tem emergido com toda forca em tempos de AIDS. Recém-nascidos e
individuos com diminuicdo da imunidade celular secundaria a AIDS ou quimioterapia anti-
rejeicdo para transplante podem apresentar infecgdes disseminadas pelo virus da herpes
(SAMUELSON; LICHTENBERG, 1994; BRASIL, 2001).

O HSV-1 constitui a principal causa infecciosa de cegueira corneana e de encefalite
esporéadica fatal nos Estados Unidos (SAMUELSON; LICHTENBERG, 1994). Esse virus
esta associado a lesdes de membranas das mucosas e pele, na face e tronco, principalmente na
cavidade oral (herpes orolabial). Apds a infeccdo priméaria, o virus pode permanecer em
estado de laténcia em ganglios de nervos cranianos ou da medula e quando é reativado, 0

virus migra através do nervo periférico, produzindo doenca recidivante (BRASIL, 2001).

Figura 14: Fotomicrografia eletrénica do HSV-1, mostrando nucleocapsideo (1), estroma (2)

e envoltorio |ip|’diCO (3) (http://www.uct.ac.zaldepts/mmi/stannard/herpes.html).
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O HSV-1 contém pelo menos 33 proteinas, 8 das quais sdo glicoproteinas de superficie
do envelope viral (ROIZMAN; SEARS, 1990). As caracteristicas gerais do virus da familia
Herpesviridae (DULBECCO; GINSBERG, 1980% FENNER et al., 1993) sdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas gerais dos membros da familia Herpesviridae:

Caracteristica Especificacao

Tamanho 180-200 nm

Simetria do capsideo Icosaédrica

Envoltério lipidico Presente

Acido nucléico DNA de fita dupla

Local da biossintese de DNA viral Nucleo

Local da reunido das particulas virais Nucleo e citoplasma
Corpos de inclusdo Intranucleares, eosinofilicos

Muitos tipos celulares suportam a multiplicacdo do virus Herpes Simplex, sofrem
alteracBes citopéticas e desenvolvem corpos de inclusdo intranucleares. As alteracGes
citopaticas sdo caracterizadas por aglomeramento das células e células gigantes
multinucleares (sincicios) pela fusdo de membranas (DULBECCO; GINSBERG, 1980%
WHITLEY, 1990). Todos os herpesvirus conhecidos apresentam as seguintes propriedades
biologicas (ROIZMAN, 1990):

1) Especificam um grande quadro de enzimas envolvidas no metabolismo de acidos

nucleicos, sintese de DNA e, possivelmente, no processamento de proteinas.

2) Asintese do DNA viral e a montagem do capsideo ocorrem no nucleo.

3) A producdo da progénie viral infecciosa é invariavelmente seguida de destruigdo

irreversivel da célula infectada.

4) Permanecem latentes em seus hospedeiros (0 genoma viral toma a forma de

moléculas circulares e somente uma pequena porcao de genes é expressa).

O processo de replicacao viral (Figura 15, p. 29) inicia-se com a adsorc¢do do virus a
membrana plasmatica da célula hospedeira via glicoproteinas do envelope viral aos receptores
celulares, um dos quais é o heparan sulfato, uma proteoglicana. O nucleocapsideo penetra o
citoplasma por fusdo do envelope viral a membrana celular ou por meio de vacuolos de
fagocitose. Um complexo DNA-proteina é liberado do nucleocapsideo e entra no nucleo da
célula, encerrando a sintese de macromoléculas da célula hospedeira (FENNER et al., 1993).
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Ha transcricdo seqliencial de 3 classes de mMRNA, denominados o (imediatamente
precoce), B (precoce) e vy (tardio). Os mRNAs o traduzem proteinas o que iniciam a
transcricdo de mRNAs B. A replicacdo viral se inicia utilizando algumas das proteinas o e j3,
muitas sendo enzimas e proteinas de ligacdo ao DNA, assim como proteinas da célula
hospedeira. Sdo transcritos mRNASs v, estruturais. O DNA viral é replicado no nucleo e
inserido em capsideos pré-formados imaturos. Durante a maturacdo, os nucleocapsideos
adquirem um envelope lipoproteico ao deixarem o nicleo por brotamento. Essas particulas
virais sdo acumuladas dentro de vacuolos no citoplasma e séo liberadas por exocitose ou
citélise (ROIZMAN; SEARS, 1990; FENNER et al., 1993).

Imediatamente precoce Frecoce Tardia
Citoplasma }rl/§ //\ E i:A
Protefnas & i
-Q-éé«é} roteinas 4&6—6-;4 Pmteﬂ:L Proteitas ¥
Transctigio e —— .
Processamento ——
pos-transecricional 1' mhM A o 1mRNF-; i} f mENA ¥
indk T
Hiiclen DY
Replicagdo do DA ‘
B

Figura 15: Diagrama representativo da transcricdo, translacdo e replicacdo do DNA de HSV
(FENNER et al., 1993).

1.8 Tratamento antiviral corrente contra o HSV-1:

Muitos esforcos tém sido dispendidos, nos ultimos tempos, para o desenvolvimento de
farmacos antivirais. A procura se baseia, principalmente, na descoberta de compostos que
atuem inibindo seletivamente processos especificos dos virus, como as etapas de adsor¢ao na
célula hospedeira, desnudamento viral, duplicacdo ou sintese macromolecular dirigida pelo
virus. Nesse sentido foram descobertos indmeros compostos como o0s analogos de
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nucleosideos (zidovudina, aciclovir, ganciclovir, vidarabina, idoxuridina, trifluridina), os
analogos de fosfato inorganico (foscarnet), inibidores de proteases, entre outros (DOUGLAS
Jr., 1991).

Para todas as formas de herpes simples, utiliza-se o aciclovir (BRASIL, 2001). Para
virus resistentes ao aciclovir (isolados de pacientes imunocomprometidos), sdo utilizadas
drogas alternativas como o valaciclovir, penciclovir, famciclovir, foscarvir e cidofovir, todos
analogos de nucleosideos (STUART et al., 1998; SNOECK, 2000).

Muitos virus apresentam enzimas proprias que replicam preferencialmente &acidos
nucleicos virais. O aciclovir € um analogo de nucleosideo que atua como pré-droga pois
necessita ser fosforilada para promover acdo inibitdria sobre a replicacdo viral. A chave para
sua seletividade reside no fato de que a timidina quinase viral fosforila o aciclovir 200 vezes
mais eficientemente que as enzimas celulares, presentes em células ndo infectadas. Portanto, a

DNA polimerase celular € menos sensivel ao aciclovir que a DNA polimerase viral

(SANDER, 2001).
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Figura 16: Estrutura do aciclovir (A) e estrutura do ganciclovir (B) (SANDER, 2001).

1.9 Dengue e febre amarela:

Os agentes causais da dengue e da febre amarela sdo flavivirus, apresentando,
respectivamente, 4 e 1 subtipos antigénicos (MIMS et al., 1995). O genoma dos flavivirus é
um RNA de fita linear simples positiva que contém cerca de 11000 nucleotideos que
codificam proteinas estruturais (incorporadas nas particulas virais maduras liberadas) e néo-
estruturais (responsaveis pela replicacdo viral) (Figura 17, p. 31). Séo virus pequenos (45-60
nm) com capsideo icosaédrico e formato esférico (Figura 18, p. 31). O envelope viral é

composto por uma bicamada lipidica sobre a qual esta ancorada a proteina E (50 kDa), que é
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responsavel pela fase inicial de infeccdo da célula hospedeira. A proteina E é o maior
componente das projecGes observadas na superficie do virus por microscopia eletronica e
contém uma sequéncia Arg-Gly-Asp envolvida na adesdo ao heparan sulfato celular e na
fusdo do virus a membrana endossomal. Fazem parte ainda da classe de proteinas estruturais a
proteina M de membrana (7 kDa) e a proteina C de capsideo (14 kDa) (Figura 19, p. 32). A
montagem dos virus acontece no reticulo endoplasmatico e os virus imaturos ndo sdo capazes
de fazer fusdo com a membrana celular (nessa forma, a proteina E forma um complexo
heterodimérico estavel com a precursora da proteina M, a prM). Os virus imaturos sao
transportados através da via endocitica celular e antes de serem liberados, a prM é clivada por
uma protease na rede trans-Golgi para gerar particulas capazes de fazer a fusdo (HEINZ;
ALLISON, 2001).

Flavivirus (~11 kh)
5 TTR 3TTR
CAP = | Fre-M E NS1 NS2ANS2BE| NS3 NS4A | NS4B NS5 e

Proteinas estruturais | Proteinas nio -estruturais |

Figura 17: Genoma dos flavivirus (LEYSSEN et al., 2000).

Figura 18: Fotomicrografia eletrénica de particulas virais maduras de dengue — 2 sendo

Iiberadas, com aumento original de 123000x (http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/dengue/electron-micrograph.htm).
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Mucleocapsideo (C)

Figura 19: Diagrama esquematico da composicao de flavivirus imaturos e maduros (HEINZ;
ALLISON, 2001).

No ciclo de replicacdo viral apresentado na Figura 20 (p. 33), os flavivirus interagem
com o heparan sulfato presente na membrana da célula hospedeira e isso permite que 0s virus
se concentrem na superficie celular. O virus entdo se liga com alta afinidade a outro receptor
ou co-receptor e sofre endocitose. A fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo
libera 0 nucleocapsideo no citosol, onde é desmontado liberando o0 RNA de fita simples
positiva. A seqiiéncia 5 ndo traduzida (5"UTR) dirige 0 RNA aos ribossomos que o traduzem
a uma poliproteina. A poliproteina é processada co e pds-translacionalmente em proteinas
virais funcionais. A RNA polimerase, dependente de RNA, produz RNA de fita simples
negativa que serve de molde para a producdo do genoma viral. Apés a replicacdo, o genoma
viral é encapsidado e dirigido ao reticulo endoplasmatico, onde, durante a passagem para 0
lamen, adquire envelope lipidico. Os virus maduros sdo entdo liberados para 0 espaco
extracelular (LEYSSEN et al., 2000).

O virus da dengue apresenta um ciclo de transmissdo através de mosquitos Aedes spp.
— primatas ndo-humanos nas florestas pluviais da Asia e da Africa, porém, nas grandes
cidades ja existe um ciclo urbano bem estabelecido de transmissdo Aedes aegypti — humanos
(GUBLER, 1998). Apos a picada do mosquito infectado, o virus tem um periodo de
incubacdo médio de 4 —7 dias, seguido de febre alta e sintomas inespecificos como mal-estar,
cefaléia, ndusea e vomito, com duracdo média de 6 dias, periodo virémico onde o virus se
replica nos mondcitos e endotélio vascular (MONATH, 1996; MIMS et al., 1995, BRASIL,
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2000%). No dengue classico, podem aparecer ainda dor retro-orbital, exantema, prurido
cutaneo, hepatomegalia dolorosa e pequenas manifestacdes hemorragicas como petéquias,
epistaxe, gengivorragia, sangramento gastrointestinal, hematlria e metrorragia. Na febre
hemorragica do dengue (FHD), os casos tipicos sdo caracterizados por manifestacfes
hemorragicas, com trombocitopenia e hemoconcentracdo, ap6s o inico dos sintomas de
dengue classico, durante ou logo ap6s uma pequena queda na temperatura. Quando ocorre 0
choque (sindrome do choque dengue - SCD) devido a faléncia circulatoria gerada pelo
aumento da permeabilidade vascular (geralmente entre 3-7 dias do inicio dos sintomas), pode
haver o 6bito. (GUBLER, 1998; BRASIL, 2003%). N&o ha terapia antiviral ou vacina

disponivel comercialmente contra o dengue. O tratamento €, portanto, apenas sintomatico.
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Figura 20: Ciclo de replicacdo dos flavivirus (LEYSSEN et al., 2000).
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1.10 Atividade antiviral de polissacarideos sulfatados:

A atividade antiviral in vitro € uma propriedade biolégica dos polissacarideos
sulfatados que é cientificamente explorada. Em trabalhos realizados com o virus Herpes
simplex (HSV) e o virus da Imunodeficiéncia humana (HIV) foi relatado que a presenca de
grupos sulfato na molécula é essencial para a propriedade antiviral, relacionando o potencial
antiviral a uma inibicdo do ataque viral as células hospedeiras por impedir o processo de
adesdo necessario a internalizacdo do virus. Esses mesmos estudos vém tentando encontrar
relacbes logicas entre a propriedade antiviral e a estrutura quimica/grau de sulfatacdo dos
polissacarideos sulfatados, como xilogalactanas (DAMONTE et al., 1996), galactanas
(AMORNRUT et al., 1999), carragenanas (CARLUCCI et al., 1997), glucanas (dextranas
sulfatadas) (NEYTS et al., 1995) e mananas (KOLENDER et al., 1997) que tém apresentado
baixo ou nenhum potencial citotoxico, nas concentracdes efetivas para exercer a atividade
antiviral.

O Grupo de Carboidratos da UFPR vem investigando a propriedade antiviral de
polissacarideos sulfatados contra o virus Herpes simplex. Dentro desses estudos, que
envolveram polissacarideos de algas, TULIO (1998) e DUARTE et al. (2001) fizeram a
analise estrutural de galactanas naturalmente sulfatadas da alga vermelha Bostrychia
montagnei, relacionando a atividade anti-herpética com a presenca de grupos sulfato em C-6
das unidades de B-D-galactopiranose das fracdes estudadas. MAJCZAK (1999) e MAJCZAK
et al. (2001) analisaram a atividade de heterofucanas sulfatadas extraidas da alga parda
Sargassum stenophyllum, com atividade anti-herpética contra o HSV-1, cujas fracfes obtidas
apresentaram concentragdo inibitoria 50% na faixa de 0,15 a 5,5 pg.mL™, relacionando a
atividade ao grau de sulfatacdo das moléculas. Os autores avaliaram a atividade antiviral por
meio da reducdo do numero de unidades formadoras de placas. DUARTE et al. (2004)
avaliaram a atividade antiviral de agaranas extraidas de diferentes fragdes obtidas da alga
vermelha Acantophora spicifera frente ao HSV-1 e HSV-2, observando valores de CI150 entre
0,8-0,9 ug.mL™?, sem efeito citotdxico, para a molécula mais ativa.

Por outro lado, diferenciando-se da linha seguida por MAJCZAK (1999) e TULIO
(1998), ONO et al. (1998, 1999°, 1999°) estudaram a atividade antiviral e a citotoxicidade dos
derivados sinteticamente sulfatados de galactomananas extraidas de sementes de Cassia
fastuosa (DS 0,23) e de Mimosa scabrella (DS 1,1). A atividade bioldgica foi avaliada contra
o virus HSV-1 a 10% x dose infectiva 50% (DI50), in vitro, através da analise dos resultados
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utilizando a metodologia de Reed e Miiench (DULBECCO; GINSBERG, 1980"). Nessa
metodologia de avaliacdo da atividade antiviral, sdo utilizadas microplacas de 98 orificios e a
CI50 é dada pela concentragdo da droga necessaria para inibir o aparecimento de efeito
citopatico em metade dos pocos de uma determinada coluna da placa. Independente da
intensidade do efeito, contam-se como positivos todos 0s pogos que contenham efeito
citopatico. Para a galactomanana sulfatada de C. fastuosa (Man/Gal ~ 3,0), verificou-se que
essa inibiu o aparecimento de efeito citopético acima de 71 pg.mL™, ap6s 24 h de incubacio
e, apos 48 h, todas as unidades infectadas na presenca do polissacarideo desenvolveram efeito
citopatico, porém bem menos intenso que os controles (essa diminuicdo de intensidade de
citopaticidade ndo pdde ser avaliada pela metodologia utilizada). Para a galactomanana
sulfatada de Mimosa scabrella (Man/Gal ~ 1,2) observou-se uma CI50 na concentragdo de
16,8 png.mL™ (ONO et al., 1998; ONO et al., 1999°; ONO et al., 1999°). Esses resultados
sugeriram a necessidade de utilizacdo da metodologia de reducéo de unidades formadoras de
placas para melhor avaliacdo da atividade antiviral e da sintese de derivados com maior grau
de sulfatacdo, uma vez que as CI50 obtidas poderiam ser menores do que as expressas com a
metodologia de Reed e Miiench (DULBECCO; GINSBERG, 1980°).

WITVROUW e de CLERCK (1997) fizeram um levantamento de polissacarideos
sulfatados de algas marinhas ja anteriormente isolados por outros autores e realizaram um
estudo comparativo de atividade antiviral in vitro (contra o HIV-1 e HIV-2), envolvendo
ainda dextranas e xilanas sinteticamente sulfatadas. Diferencas na interacdo desses polianions
com diferentes sorotipos de HIV indicaram algum grau de especificidade dos polissacarideos
testados. Observaram acentuado aumento na atividade anti-HIV-1 quando houve aumento da
massa molar de 10° a 10% estacionando entre 10x103-50x10° em amostras apresentando o
mesmo grau de sulfatacdo. Ja contra o sorotipo HIV-2, essa relacdo se mostrou oposta, com a
fracdo de massa 10° apresentando-se mais inibitéria que massas maiores.

Tem-se atribuido a atividade antiviral apresentada por polissacarideos sulfatados a um
mecanismo de inibicdo do primeiro passo envolvido na replicacdo viral, que € a adesdo do
virus a célula hospedeira, no mesmo tipo de interacdo que ocorreria entre as glicoproteinas
virais e 0 heparan sulfato naturalmente existente na superficie da célula hospedeira (HEROLD
et al., 1995).

IBRAHIM et al. (1999) questionaram o papel do heparan sulfato de superficie celular
como facilitador da infecgdo viral. Os autores trataram linfocitos de sangue periférico (PBL)
com heparitinase e a remocdo de qualquer traco de heparan sulfato ndo alterou a

susceptibilidade das células a infeccdo por certas estirpes de HIV-1.
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GONZALEZ et al. (1987%, 1987") propuseram um mecanismo de acdo anti-herpética
para carragenanas diferente da de inibicdo da adsor¢do viral a superficie celular. Utilizando
virus marcados radioativamente com [**S]-metionina, verificaram que houve inibicdo da
replicacdo na presenca de carragenana, quando adicionada ao meio até 1 hora antes da
infeccdo com o HSV-1, mas que ndo existia uma interferéncia sobre a adesdo ou penetracao
do virus na célula. Sugeriram que os polissacarideos seriam internalizados na presenca do
virus e que exerceriam a atividade antiviral através da inibicdo da expressdao do genoma por
interagdo com &cidos nucleicos.

Os polissacarideos sulfatados parecem exercer atividade anti-herpética por meio de
diferentes mecanismos de agéo: carragenanas da alga Stenogramme interrupta apresentaram
CI50 entre 0,65 e 9,33 ug.mL™ com indicios de que a atividade estaria sendo exercida na
etapa de adsorcdo, visto que ndo apresentaram atividade virucida e foram desprovidas de acdo
quando adicionadas a0 meio ap6s a adsorcdo viral (CACERES et al., 2000); diferentes
carragenanas (tipos A, /1 e u/v) apresentaram atividade contra os virus HSV-1 e HSV-2 entre
0,4 e 3,3 ug.mL™ e, embora o principal alvo para a acdo antiviral tenha sido a etapa de
adsorcdo, a fracdo A-carragenana mostrou atividade virucida e agdo antiviral quando
adicionada ao meio ap0s a etapa de adsor¢cdo (CARLUCCI et al., 1999); galactanas sulfatadas
da alga Gracilaria corticata foram efetivas a concentragdes entre 0,19 e 50 pug.mL™ contra
HSV-1 e HSV-2, apresentando atividade virucida somente a concentragdes 10 a 1000 vezes
maiores que a CI50, exercendo a acdo durante o periodo de adsorcdo (MAZUMDER et al.,
2002).

SANO (1997) relatou que a condroitina sulfatada era capaz de promover agregacéo de
particulas do virus do mosaico do tabaco (TMV), observada por microscopia eletrdnica,
reduzindo o numero de lesdes locais produzidas em folhas de tabaco (Figura 21).

Figura 21: Representacdo esquematica baseada em micrografias eletrbnicas de TMV

purificado na presenca (a) e na auséncia (b) de condroitina (SANO, 1997).
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Em vista dos bons resultados de atividade antiviral de polissacarideos sulfatados
obtidos in vitro (a baixas concentracdes e sem citotoxicidade), alguns estudos envolvendo a
utilizacdo em humanos foram realizados. FLEXNER et al. (1991) administraram dextrana
sulfatada a pacientes com HIV sintoméatico durante 14 dias pela via intravenosa, a uma
concentracdo plasmatica 200 vezes superior a CI50 in vitro, relatando aumento nos niveis do
antigeno viral p24 e indicios de toxicidade como trombocitopenia e alopécia. Através da
administracdo intraperitoneal de dextrina sulfatada a pacientes com AIDS, SHAUNAK et al.
(1998) observaram auséncia de toxicidade e diminuicdo na viremia e no titulo de antigeno
p24, sugerindo diminuicdo da replicagdo do HIV-1 nesses pacientes. A administracao
intravenosa de curdulana sulfatada em individuos infectados com HIV e CMV (GORDON et
al., 1997) levou 12 de 21 pacientes CMV positivos a CMV negativos sem a toxicidade
relatada anteriormente para a dextrana sulfatada.

Alguns polissacarideos que apresentam atividade antiviral in vivo na auséncia de
atividade in vitro podem exercer essa acdo atuando como imunomoduladores. SIDWELL et
al. (1994) relataram que glucomananas de Candida utilis, previamente conhecidas por suas
funcGes estimuladoras de macréfagos, indutora de IL-2 e estimuladora da atividade de células
matadoras naturais, inibiam a morte de camundongos infectados com o virus Punta Toro
(PTV) quando administrados pela via intraperitoneal. SMEE et al. (1996) avaliaram a
atividade anti-PTV da goma tragacanta de Astragalus brachycentrus sobre a infeccdo de
camundongos e observaram que, mesmo desprovida de atividade antiviral in vitro, o
tratamento intraperitoneal com doses entre 12,5 e 200 mg.kg™.dia™, administradas 24 h antes
ou 4 e 24 h depois da inoculacao viral, protegiam a maioria dos animais da morte. O pré-
tratamento desses animais com injecdo de silica (t6xico aos macréfagos) levava a perda da
atividade antiviral, sugerindo que os polissacarideos poderiam estar exercendo a atividade
antiviral através da ativacdo de macréfagos intraperitoneais.

A atividade imunoestimulatoria de polissacarideos € relatada por varios autores:
PATCHEN et al. (1992) demonstraram que a administracdo intravenosa de uma p-(1—3)-
glucana em camundongos, previamente a irradiacdo letal por raios gama, aumentava a
sobrevivéncia dos animais, devido ao aumento da atividade dos macréfagos (diminuindo
infeccOes oportunistas) e acelerando a reconstituicdo hematopoiética; IRINODA et al. (1992)
demonstraram que a administracdo intranasal de lentinana (uma glucana ramificada) a
camundongos antes da infeccdo com uma dose de DL75 do virus Influenza conferia protecéo
ao animal e que havia atividade aumentada de macrofagos bronco-alveolares nos animais

tratados; a lentinana também apresentou atividade antitumoral contra varios tipos de tumores
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sem apresentar citotoxicidade direta, com indicativos de que a acdo seria exercida através da
atividade citotdxica de macrdfagos peritoneais (por meio da inducéo de secrecao de fator de
necrose tumoral por essas células) (KEREKGYARTO et al., 1996); HAN et al. (1998)
demonstraram em estudos in vitro que a angelana, uma glucana extraida de Angelica gigas
Nakai promovia ativacdo direta de células B, macrofagos e células matadoras naturais, e,
ativacdo indireta de células T auxiliares, aumentando de maneira coordenada as fungdes
imunes in vivo, como producdo de anticorpos. O aumento da atividade fagocitaria in vivo foi
observado em camundongos tratados com uma galactana de sementes de Centrosema
pubescens (SILVA; TOSTES; PARENTE, 2000), com uma glucana extraida de frutos de
Orbignya phalerata (SILVA; PARENTE, 2001) e com galactomanana de sementes de
Trigonella foenum-graecum L. (RAMESH; YAMAKI; TSUSHIDA, 2002). MORETAO et al.
(2003, 2004), observaram que a arabinogalactana éacida de Anadenanthera colubrina
promoveu in vitro a ativacdo de macréfagos peritoneais de camundongos de modo dependente
de tempo e de dose (82% de células ativadas a uma dose de 300 pug.mL™ em 24 horas de
exposicdo); os autores estudaram a atividade antitumoral desse polissacarideo contra o
Sarcoma 180, observando um aumento na producdo do fator de necrose tumoral o pelos
macrofagos peritoneais de camundongos tratados.

Ndo ha relatos de investigacdo, até o presente momento, envolvendo atividade
antiviral de polissacarideos modificados sobre os virus da dengue. Com relagdo ao virus da
febre amarela, h4 apenas um relato de estudo que envolveu a varredura de vérias substancias
para atividade antiviral contra a cepa 17D, entre elas a dextrana sulfatada, por NEYTS et al.
(1996). A dengue e a febre amarela sdo doencas de importancia no pais, e, negligenciadas em
termos de terapia medicamentosa especifica. Dal, a tentativa de se encontrar um agente de
origem natural e/ou quimicamente modificado, poderia constituir uma forma para minimizar

o0s problemas e prejuizos causados por tais doencas de interesse nacional.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Gerais:

Utilizar galactomananas extraidas de sementes de Mimosa scabrella, Leucaena
leucocephala, e de Cassia fastuosa para obter derivados sulfatados e urdnico/sulfatados,
empregando-os em testes de atividade antiviral contra os virus HSV-1, YFV (cepa BeH111) e
DEN-1 (cepa Hawaii) e realizar analise quimica estrutural para obtencdo de dados de relacdo

estrutura/atividade bioldgica.

2.2 Especificos:
Este trabalho teve por objetivos especificos:

e Extrair e purificar as galactomananas de Mimosa scabrella, Leucaena leucocephala,
e de Cassia fastuosa.

e Derivatizar as diferentes galactomananas por sulfatacdo e/ou oxidacdo especifica dos
grupos CH,OH-6.

e Analisar a homogeneidade, o grau de oxidacdo e/ou sulfatacdo por métodos

quimicos e fisico-quimicos.

e (Caracterizar comparativamente as galactomananas nativas de sementes de M.

scabrella e de L. leucocephala e os seus derivados sulfatados, utilizando técnicas de

RMN de 1H e *3C, uni e bidimensionais .

e Avaliar a propriedade antiviral in vitro dos polissacarideos nativos e modificados
contra o virus HSV-1.

e Avaliar a toxicidade e a propriedade antiviral in vitro (sobre cultivo celular) e in vivo
(sobre camundongos) dos derivados sulfatados de galactomananas de M. scabrella
(BRS) e de L. leucocephala (LLS) contra os virus da dengue (subtipo 1) e da febre

amarela selvagem.
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Determinar os indices de neutralizacdo (em testes de desafio) contra o virus da febre
amarela selvagem do soro de camundongos tratados simultaneamente com virus e 0s

derivados sulfatados BRS e LLS.

Avaliar a atividade anticoagulante dos derivados sulfatados BRS e LLS.
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3. METODOLOGIA:

3.1 Extracao e purificacdo dos polissacarideos:

As sementes de Mimosa scabrella, Leucaena leucocephala e de Cassia fastuosa
(colhidas em Curitiba — PR; M. scabrella: doacdo do IAP-PR-1994, L. leucocephala: no
Departamento de Quimica—UFPR-2000; Cassia Fastuosa: na sede da antiga Faculdade de
Farméacia da UFPR, situada a rua Coronel Dulcidio-1999) foram submetidas a inativacdo
enzimatica em &gua fervente por 30 minutos. Apds trituracdo em liquidificador sob
velocidade reduzida, as sementes (200 g) foram submetidas a extracdo aquosa (10 vezes 1,5 L
de agua destilada, 30-60 min cada) em temperatura ambiente até exaustdo, sob agitacao.

O extrato foi filtrado e o filtrado centrifugado a 8000 rpm por 15 min (centrifuga
Janetzki T24). Ao extrato centrifugado e concentrado a 50°C sob pressdo reduzida em
rotaevaporador, adicionou-se NaCl para concentragdo final de 0,1 M (a solubilidade da
maioria das proteinas é aumentada em baixas concentracdes de sais, processo conhecido como
salting-in), seguindo-se de precipitacdo do polissacarideo com etanol comercial (2 volumes).
O precipitado foi filtrado, lavado 2 vezes com etanol comercial e 1 vez com acetona PA. O
polissacarideo foi seco em estufa a 40°C.

Os polissacarideos brutos foram ressolubilizados em agua, seguindo-se centrifugacao a
30200 g por 15 min e filtragdo por membranas de acetato de celulose (3 um de didmetro de

poro) e precipitados com 2-3 volumes de etanol, procedendo-se a secagem em estufa a 40°C.

3.2 Métodos gerais:

As dosagens de proteinas foram realizadas através do método de HARTREE (1972),
as de acucar total através do método de DUBOIS et al. (1956) e as de acUcar redutor segundo
0 método de SOMOGY1 (1945) e NELSON (1944). As dosagens de acidos urénicos foram
realizadas segundo o método de BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN (1973),
utilizando-se padrdes de acido galactur6nico e acido manurénico, com leitura a 540 nm. A
determinacdo do grau de sulfatacdo foi feita por método turbidimétrico por precipitagdo com
cloreto de bario (DODGSON; PRICE, 1962).

Para a determinacdo da composicdo monossacaridica, amostras dos polissacarideos
(10 mg) foram hidrolisadas em &cido trifluoracético (TFA) 1 M, durante 5 h, em banho de
agua fervente (ADAMS, 1965), os monossacarideos produzidos foram reduzidos com NaBH,4

e neutralisados com resina LEWATIT S-100 (H"), lavados com metanol e os alditdis, apds
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secos, foram acetilados em piridina/anidrido acético (1/1) durante 15 h a temperatura
ambiente. Os acetatos de alditéis foram analisados por GLC (WOLFROM; THOMPSON,
1963) em um cromatografo liquido-gasoso, modelo HP5890 (Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular - UFPR) usando coluna capilar DB-225 (temperatura inicial de 50°C e
elevacdo até 220°C, 4°C/min, com detector e injetor a 250°C, utilizando nitrogénio como gas

de arraste).

3.3 Espectroscopia de infravermelho:

Os espectros de infravermelho das amostras nativas e sulfatadas foram obtidos em
espectrometro BOMEM, Hartamann & Baum — MB (Departamento de Quimica — UFPR), em
pastilhas de KBr.

3.4 Determinacado da homogeneidade e da massa molar:

Através de cromatografia de exclusdo estérica acoplada com detectores de indice de
refracdo e de espalhamento de luz de multi-angulos (HPSEC-MALLS, Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular - UFPR). A amostra solubilizada em NaNO;, 0,5 g.L" e
filtrada (0,22 um) foi injetada no cromatografo contendo colunas Ultragel 2000, 500, 250 e
120, acopladas a refratdmetro diferencial, modelo Waters 2410 e um detector de
espalhamento de laser multiangulos, modelo DAWN DSP-F (Wyatt Technology). Como
eluente foi utilizado NaNO; 0,5 g.L™, contendo azida de sédio, a um fluxo de 0,6 mL.min™.
Os resultados foram analisados através do software ASTRA 4.70.07 (WYATT, 1993).

3.5 Obtencao dos derivados uroénicos e/ou sulfatados dos polissacarideos a

serem utilizados em testes de atividade antiviral:

Para a oxidacdo seletiva de alcool priméario (CH,OH-6) a &cido, os polissacarideos (1
g) foram solubilizados em agua destilada (500 mL) e resfriados a 4°C. Adicionou-se NaOCI
(0,3 mL a 12%), NaBr (4,6 mg) e TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) (0,5 mg), com
ajuste constante de pH para 9,3 e sob atmosfera de nitrogénio. A determinagdo do consumo de
NaOH necessario para o ajuste do pH até o final do tempo de reacdo foi utilizada para
determinar a porcentagem de grupo acido formado. A reacdo de oxidacdo foi interrompida
pela adicdo de NaBH, (16 mg por 0,1 mmol de OH primario), etanol (20 mL) e neutralizada
para pH 7,0 com acido acético 0,1 M (de NOOQY et al.,1996; SIERAKOWSKI et al., 2000). O
rendimento de oxidacdo (RO) que indica a razdo entre a concentracdo em mmoles oxidados e
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a concentracdo em mmoles oxidaveis (unidades que apresentam CH,OH-6 livres) foi
calculado através da seguinte equacdo:

RO: (concentragdo molar de 4&cidos urdnicos)/{(quantidade de aclcar
total/162).[(Man)/(Man+Gal)]}, onde a concentracdo molar de &cidos urdnicos foi
determinada através da medida de consumo de NaOH durante a reacdo de oxidacdo ou por
dosagem quimica e Man = valor referente a manose e Gal = valor referente a galactose na
relagdo Man:Gal obtida por anélise de GLC dos acetatos de alditois das amostras hidrolisadas.

Os derivados sulfatados foram sintetizados conforme descrito por O’NEILL (1955),
para isso, 1 g de polissacarideo foi dissolvido em piridina (160 mL), mantendo-se o sistema
a 25°C sob agitacdo (12 h) até que uma suspensdo fina se formasse. O sistema foi resfriado a
3°C e 0 éacido clorossulfonico (13 mL) foi adicionado lentamente e sob constante agitacéo.
Adicionou-se formamida (30 mL), observando total solubilizacdo do material em suspenséo,
mantendo o sistema sob agitacdo e resfriamento por mais 24 h. O sistema foi neutralizado
com solucdo saturada de NaHCOs, dialisado contra agua corrente (120 h) e agua destilada,
centrifugado (8800 rpm, 25 min), filtrado em membranas de acetato de celulose (0,22 mm),
tratado com NaCl para uma concentracdo final de 0,1 M e precipitado com 2 volumes de
etanol comercial. O DS, que é definido como o grau de sulfatacdo do polissacarideo, indica a
porcentagem de unidades monossacaridicas da molécula que se apresentam substituidas por
um grupamento sulfato, foi calculado através da seguinte equacdo:

DS= 162. [(S)/(3200 — 102.S)], onde S = porcentagem de enxofre (GERMANO,
1996).

Purificagdo por Cetavlon (SCOTT, 1965): os derivados sulfatados foram solubilizados
a 2 g.L" em 4agua destilada, adicionando-se em seguida solucdo de Cetavlon a 3% (relacio
Cetavlon:derivado sulfatado de 2:1 para Mimosa scabrella e de 5:1 para Leucaena
leucocephala). O complexo insoluvel foi centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos,
ressolubilizando o complexo com NaCl 4 M (3x o volume gasto de Cetavlon 3%) e
corrigindo-se o pH para 7,0 com &cido acético. Os derivados foram precipitados com etanol
comercial (2 volumes), secos em estufa 40°C, ressolubilizados em agua destilada, dialisados
contra agua corrente, adicionados de NaCl para concentracao final de 0,1 M e, novamente
precipitados com etanol comercial (1,5 volumes para o derivado de M. scabrella e 0,5
volumes para o de L. leucocephala).

Para a utilizacdo nos testes, os polissacarideos em concentracdes abaixo de 1 g.L™
foram esterilizados por filtracdo em membrana de acetato de celulose de 0,22 um e acima

dessa, por autoclavacédo a 121°C por 15 minutos.
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3.6 Despolimerizacdo parcial dos derivados sulfatados por oxidacdo com
H,0,-Cu™:

A reacédo de degradacdo descrita a seguir baseia-se na metodologia de NARDELLA et
al. (1996) e de JOUAULT et al. (2001). Foram solubilizados 200 mg de derivado sulfatado
em 10 mL de &gua destilada, ajustando-se o pH para 7,5 com solucdo de NaOH 2 e 0,1 M.
Adicionou-se 50 mg de CuS0,4.5H,0, corrigindo-se novamente o pH para 7,5 com NaOH 2 M
e acido acético glacial, sob agitacdo constante. O perdxido de hidrogénio (1,8%) corrigido
para pH 7,5 foi adicionado lentamente em um periodo de 2,5 h (volume total: 30 mL), com o
sistema sob aquecimento em banho-maria a 60°C. Adicionou-se resina Amberlite forma H*
até pH 3-4, e o filtrado foi neutralizado a pH 5-6, sendo dialisado por 16 h sob &gua corrente e
6 horas em agua destilada em membrana de dialise com massa de corte média de 13000 Da. O
material dialisado foi entéo liofilizado.

3.7 Ressonancia magnética nuclear de carbono-treze (RMN-“C) e
hidrogénio (RMN-"H):

Os espectros foram obtidos em espectrometros BRUKER, modelo AVANCE-DRX-
400 (Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular — UFPR) e AVANCE-DMX-500
(CENAUREMN - DQOI - UFC), acoplados a transformador de Fourier. As amostras foram
dissolvidas em é&gua deuterada e analisadas a 30°C, 50°C ou 70°C, dependendo da amostra,
com os deslocamentos quimicos (8) sendo expressos em p.p.m, relativos ao padrdo interno
acetona (814: 2.225 ppm e 813¢c: 30.2 ppm). As andlises por RMN (GORIN; MAZUREK,
1975; GORIN, 1981), envolveram técnicas mono (RMN-'H, RMN-*3C desacoplado) e
bidimensionais (*H-'H COSY, *H-**C HMQC, HMBC, TOCSY e ROESY).

Quando analisados no espectrometro modelo AVANCE-DRX-400, as frequiéncias de
observacdo dos nécleos foram de 100 MHz (*3C) e de 400 MHz (*H) e quando analisados no
modelo AVANCE-DMX-500, foram de 125 MHz (*3C) e de 500 MHz (*H).

Os espectros unidimensionais foram obtidos em sonda inversa de 5 mm (RMN-'H de
BR, BRS, BRSD, LL, LLS e LLSD, a 30°C ou 50°C, com auxilio do microprograma zgpr,
com um intervalo de pulso (D1) de 1,0 s e um tempo de aquisi¢cdo (AQ) de 2,0 s, usando uma
faixa espectral (SWH) de 8,25 kHz (DRX-400) ou 4,00 kHz (DMX-500), nimero de
varreduras (NS) de 155 (DRX-400) ou 8 (DMX-500) e pulso de 90° (6,70 ps no modelo
DRX-400 e 10,00 us no DMX-500); RMN-"*C de BR e LL, a 70°C e de BRSD e LLSD, a
50°C, no modelo DRX-400, com auxilio do microprograma zgdc, com D1: 0,1 s, AQ: 0,59 s,
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SWH: 31,75 kHz, NS: 10000, pulso de 90° 11,90 us) ou em sonda direta de 10 mm (RMN-
3C de BRS e LLS, a 70°C, no modelo DRX-400, através do microprograma zgdc, com D1:
0,1s, AQ: 0,59 s, SWH: 31,75 kHz, NS: 60000, pulso de 90°% 11,70 us — e, **C-DEPT 135 de
BRS e LLS, a 70°C, no modelo DRX-400, com auxilio do microprograma dept135, com o
angulo variavel da sequiéncia de pulsos 6: 135° o que promove 0 aparecimentos de sinais de
CH e CH; em fase positiva e CH; em fase negativa).

Todos os experimentos bidimensionais foram obtidos em sonda inversa de 5 mm. Os
espectros de COSY de BR, BRS, LL e LLS foram obtidos a 50°C, no modelo DMX-500, com
auxilio do microprograma cosyprqf, utilizando uma matriz 2K x 256, NS: 32, D1: 1,0 s. O
espectro de COSY de BRSD foi obtido a 50°C, no modelo DRX-400, com auxilio do
microprograma cosypr, utilizando uma matriz 512 x 256, NS: 32, D1: 2,0 s.

Os espectros de TOCSY de BR, BRS, LL e LLS foram obtidos a 50°C, no modelo
DMX-500, com auxilio do microprograma mlevphpr, utilizando uma matriz 2K x 256, NS: 32,
D1: 1,0 s e tempo de mixagem (MT) de 100 ms. Os espectros de TOCSY de BRSD e LLSD
foram obtidos a 50°C, no modelo DRX-400, com auxilio do microprograma mlevprtp,
utilizando uma matriz 512 x 512, NS: 32, D1: 2,0’ s, MT: 100 ms.

Os espectros de ROESY de BR, BRS, e LL foram obtidos a 50°C, no modelo DMX-
500, com auxilio do microprograma roesyphpr, utilizando uma matriz 2K x 256, NS: 64, D1:
1,0s.

Os espectros de HMQC de BRSD e LLSD foram obtidos a 50°C, no modelo DRX-
400, com auxilio do microprograma invbprtp, utilizando uma matriz 2K x 512, NS: 32, D1:
15s.

Os espectros de HMBC de BRSD e LLSD foram obtidos a 50°C, no modelo DRX-
400, xom auxilio do microprograma inv4lplrnd, utilizando uma matriz 4K x 256, NS: 64, D1:
2,0s.

3.8 Teste de atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas de

C. fastuosa, M. scabrella e de L. leucocephala contra o HSV-1 in vitro:

A cepa do virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) foi comprada do American Type
Culture Collection pelo Laboratério de Virologia do Departamento de Quimica Bioldgica da
Universidade de Buenos Aires, Buenos Aires — Argentina, sob responsabilidade do Prof.
Carlos A. Pujol, e chegou ao Brasil através do convénio desse com o Prof. Miguel D. Noseda,
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. O potencial antiviral dos
polissacarideos sulfatados/urnicos in vitro contra a replicacdo do HSV-1 foi baseado na
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inibicdo do efeito citopético virus induzido (DAMONTE et al., 1996), no Centro de
Diagnostico Marcos Enrietti — Curitiba - PR (Secretaria de Estado da Agricultura e
Abastecimento).

Foi utilizada metodologia de avaliacdo da atividade antiviral baseada na reducdo do
namero de placas, com placas de 24 orificios infectadas com 100 unidades formadoras de
placas (UFP) por orificio (DAMONTE et al., 1996; TULIO, 1998) e polissacarideos em
diferentes concentracdes. Foram incubadas 200x10° células por pogo (0,8 mL de meio Eagle
com 8% de soro fetal bovino, 37°C, 5% CO,) e apds fechamento da monocamada celular (24-
48 h), a suspensao viral era adicionada juntamente como polissacarideo (volume total de 0,1
mL por poco, ambos solubilizados em meio Eagle sem soro fetal bovino). Ap6s 1 h de
adsorcdo, adicionava-se a cada poco 0,9 mL de meio Eagle com 8% de soro fetal bovino e
1,4% de metilcelulose, realizando a leitura depois de 72-96 h (contagem do nimero de placas
de efeito citopatico em microscépio invertido).

3.9 Determinacédo da toxicidade das galactomananas nativas e sulfatadas de

M. scabrella e de L. leucocephala em células C6/36:

A determinagdo da toxicidade in vitro foi feita conforme descrito por DENIZOT e
LANG (1986), através da quantificagdo do numero de células viaveis com o brometo de 3-
(4’,5’-dimetil-tiazol-2-il)-2,4-difeniltetraz6lio (MTT). O clone C6/36 de células de mosquito
Aedes albopictus (SINGH, 1967; IGARASHI, 1978) foi cultivado em microplacas de 96
pocos em Meio Leibovitz n° 15 modificado (suplementado com 4% de soro fetal bovino, 2%
de amino&cidos ndo-essenciais, 3% de meio triptose fosfato em pH 6,8), nas microplacas de
96 pocos, adicionando-se a seguir os polissacarideos (em diferentes concentracdes) e
incubando-os em contato com as células. Apés 8 dias a 28°C, as células foram incubadas com
MTT e o formazan formado solubilizado em DMSO, com leitura a 492 nm (subtraindo-se a
absorbancia inespecifica obtida a 620 nm) em leitor de ELISA. A concentracdo citotoxica
50% (CC50) foi determinada como a concentracdo de polissacarideo capaz de reduzir o
namero de células viaveis em 50% do numero de células do controle. Os experimentos foram

realizados na Secdo de Virus Transmitidos por Artrépodos do Instituto Adolfo Lutz — SP.
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3.10 Teste de atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas
de M. scabrella e de L. leucocephala contra o YFV (BeH111) e 0 DEN-1
(Hawaii) in vitro:

Para a determinagdo da concentracdo inibitéria 50% (CI50) frente ao virus da febre
amarela selvagem, YFV — cepa BeH111, e dengue 1, DEN-1 (cepa Hawalii) em placas de
poliestireno de 24 pocos, foram preparadas monocamadas de células C6/36, inoculando-se o
virus a uma diluicdo 100 vezes mais concentrada que a dose infectiva 50% (DI150), juntamente
com solucGes do polissacarideo em diferentes concentragdes (150 uL por po¢o) na etapa de
adsorcdo. A diluicdo de polissacarideo correspondente a CI50 é a diluicdo em que é capaz de
inibir a imunofluorescéncia em 50% dos pocgos, sendo calculada pelo método de Reed e
Miench (DULBECCO; GINSBERG, 1980, apds 8 dias de incubagdo em estufa de CO,
(5%) a 28°C.

Para o ensaio de imunofluorescéncia, procedeu-se da seguinte maneira: uma suspensao
celular de cada poco da microplaca foi adicionada a um pogo da ldamina de microscopia de 12
pocos. Apos secagem a temperatura ambiente, as ldminas foram imersas em acetona por 10
minutos e as células foram entdo examinadas para presenca do antigeno viral através de
imunofluorescéncia indireta (GUBLER, 1984) utilizando soro policlonal anti-flavivirus
diluido e anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo conjugada a fluoresceina em
microscopio de imunofluorescéncia.

A atividade antiviral contra os virus da febre amarela (cepa BeH111) e da dengue 1
(cepa Hawaii) também foi avaliada através da infecgdo simultdnea do virus a 100 DI50 e
polissacarideos em diferentes concentracdes (1,8 mL) em garrafas T25 de poliestireno
(Corning) (8 dias a 28°C). Cada sobrenadante do teste foi novamente titulado (por
imunofluorescéncia) em microplacas de 24 pogos, assim como o controle positivo contendo
apenas o virus a 100 DL50. Determinou-se, entdo, a concentracdo do polissacarideo capaz de
promover uma queda de 100 vezes no titulo viral dado pelo controle positivo. Os
experimentos foram realizados na Secdo de Virus Transmitidos por Artrépodos do Instituto
Adolfo Lutz — SP.
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3.11 Determinacdo da toxicidade das galactomananas nativas e sulfatadas

de M. scabrella e de L. leucocephala in vivo:

O protocolo de experimentos em animais foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — S&o Paulo e realizado de acordo com a Resolugéo 196/96
(BRASIL, 2002) do Conselho Nacional de Saude do Brasil.

Camundongos recém-nascidos (Mus musculus) de 2-3 dias (n: 6) foram inoculados
pela via intracerebral com 20 uL de solucdo de NaCl 0,85% (m/v) contendo polissacarideo
(BR, BRS, LL ou LLS) em diferentes concentragdes (31 mg.L™- 8 g.L™), correspondendo a
uma dose de 82 uL por 20,5 g de massa animal. No grupo controle, foram inoculados com
solucdo de NaCl 0,85%. Apds a inoculagdo, os camundongos foram observados durante 14
dias, sendo considerado indicativo de toxicidade, a morte do animal durante o periodo de
observacao.

Camundongos fémeas de 25-30 dias (n: 6) foram inoculados pela via intraperitoneal
com 1 mL de solucdo de NaCl 0,85% (m/v) por 20,5 g de massa animal, contendo
polissacarideo (BR, BRS, LL ou LLS) em diferentes concentracdes (0,6-5,0 g.L ™). No grupo
controle, foram inoculados com solucdo de NaCl 0,85%. Os camundongos receberam 7
aplicagdes em dias diferentes, sendo observados e pesados durante 14 dias. Considerou-se
indicativo de toxicidade, a morte do animal ou diminuicdo de massa com relagdo ao grupo
controle durante o periodo de observacgdo. Para determinar se houve diferenca significativa de
ganho de massa diaria com relacdo ao grupo controle, aplicou-se o teste t, com um nivel de
significancia de 0,02 (BOLTON, 1990). Os experimentos foram realizados na Se¢do de Virus
Transmitidos por Artropodos do Instituto Adolfo Lutz — SP.

3.12 Teste de atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas
de M. scabrella e de L. leucocephala contra YFV (BeH11l) e DEN-1
(Hawaii) in vivo:

O virus da febre amarela (YFV — cepa BeH111) foi fornecido pelo Instituto Evandro
Chagas, Belém — Para e o virus dengue tipo 1 (DEN-1, cepa Hawaii) pelo Centro de Controle
de Doencas, San Juan — Porto Rico.

Camundongos recém-nascidos de 2-3 dias (n: 6) foram inoculados pela via
intracerebral com 20 pL de solucdo de NaCl 0,85% (m/v) contendo polissacarideo (BR, BRS,
LL ou LLS) em diferentes concentracdes (inferiores a 0,5 g.L™) e suspensdo de virus (febre
amarela — cepa BeH111, dengue 1 — cepa Hawaii e dengue 2 — cepa Trinidad) para 100 DL50
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(dose letal 50%). No grupo controle negativo inoculou-se solucdo de NaCl 0,85% e no grupo
controle positivo, suspensdo viral a 100 DL50 em NaCl 0,85%. Apds a inoculacdo, 0s
camundongos foram observados durante 14 dias, para aparecimento de sintomas de doenca
por encefalite e morte.

Camundongos fémeas de 25-30 dias (3 grupos de 19 animais) foram inoculados pela
via intraperitoneal com 1 mL de solucdo de NaCl 0,85% (m/v) por 20,5 g de massa animal,
contendo galactomanana sulfatada (BRS ou LLS) a 1 g.L™ e suspenséo viral (febre amarela —
cepa BeH111) para 25 DL50. Os grupos controles negativos foram inoculados com solucgéo
de polissacarideo 1 g.L™ (BRS ou LLS) em NaCl 0,85% por 20,5 g de massa animal e o grupo
controle positivo, com suspensédo viral a 25 DL50 em NaCl 0,85%. Os camundongos foram
observados durante 14 dias, para aparecimento de sintomas de doenca por encefalite e morte.

Em um segundo experimento com fémeas jovens adultas, os animais (n: 6) foram
inoculados com suspensdo viral (febre amarela — cepa BeH111) a 25 DL50 e tratados com
BRS ou LLS a 1 g.L™ pela via intraperitoneal (dose de 49 mg.kg™), 3 e 4 dias ap6s a
inoculagdo do virus e observados por 14 dias.

Para os testes em camundongos recém-nascidos e fémeas jovens adultas, a suspensao
viral foi obtida a partir de cérebro de camundongos recém-nascidos doentes apds inoculacdo
intracerebral do virus. Os experimentos foram realizados na Secdo de Virus Transmitidos por
Artropodos do Instituto Adolfo Lutz — SP.

3.13 Realizacdo de teste de desafio e determinagdo dos indices de
neutralizacdo contra o YFV (BeH111) do soro de camundongos tratados

simultaneamente com virus e os derivados BRS e LLS:

Camundongos fémeas de 25-30 dias (3 grupos de 19 animais) foram inoculados pela
via intraperitoneal com 1 mL de solucdo de NaCl 0,85% (m/v) por 20,5 g de massa animal,
contendo galactomanana sulfatada (BRS ou LLS) a 1 g.L™ e suspenséo viral (febre amarela —
cepa BeH111) para 25 DL50. Nos grupos controles negativos foram inoculados com solugéo
de polissacarideo 1 g.L™* (BRS ou LLS) em NaCl 0,85% por 20,5 g de massa animal e no
grupo controle positivo, com suspenséo viral a 25 DL50 em NaCl 0,85%. Um grupo controle
também foi inoculado com uma suspensdo viral a 25 DL50 em NaCl 0,85% inativada por
formaldeido. Os camundongos foram observados durante 14 dias, para aparecimento de
sintomas de doenca por encefalite e morte. Apos 25 dias de inoculagdo, os camundongos
sobreviventes (3 grupos de 5 animais) foram desafiados com uma suspensdo viral a 37,5
DL50.
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Os diferentes grupos foram:

1) controle negativo previamente inoculado com BRS;

2) controle negativo previamente inoculado com LLS;

3) controle negativo primeiramente inoculado com salina 0,85%;

4) grupo teste inoculado previamente com suspenséo viral + BRS;

5) grupo teste previamente inoculado com suspenséo viral + LLS;

6) controle inoculado previamente com suspensao viral inativada pelo formaldeido.

Apobs o desafio, os camundongos foram observados durante 50 dias. Um teste de
neutralizacdo (SHOPE; SATHER, 1979) em camundongos recém-nascidos foi realizado com
um conjunto de soros de camundongos pré-desafio (n: 5), para a determinacao dos indices de
neutralizacdo de anticorpos contra o virus da febre amarela selvagem. As amostras de soros
(obtidas por puncéo intracardiaca) foram incubadas com diluicdes crescentes (10™ a 10™!) de
suspenséo viral por 1 h a 37°C. Grupos de 6 camundongos recém-nascidos (2-3 dias de idade)
foram inoculados intracerebralmente e observados durante 14 dias quanto a morte. Os
experimentos foram realizados na Secdo de Virus Transmitidos por Artrépodos do Instituto
Adolfo Lutz — SP.

3.14 Determinagdo da atividade anticoagulante (Tempo Parcial de
Tromboplastina Ativada — APTT) das galactomananas nativas e sulfatadas

de M. scabrella e de L. leucocephala:

As amostras foram submetidas ao teste de Tempo Parcial de Tromboplastina Ativada
(APTT), em aparelho COAG-A-MATE XM (Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular — UFPR), com duas leituras por ponto, usando plasma normal humano liofilizado,
kit Cefamat 300 e curva de heparina (183 Ul.mg™) como padréo. Para o teste foram incubados
0,02 mL da amostra solubilizada em NaCl 0,85%, em diferentes concentragdes (10 mg.L™- 1
g.L™"), com 0,10 mL de plasma normal humano (Uniplasmatrol — Biomérieux) e 0,1 mL de
cefalina ativada, sendo a reacdo disparada pela adicdo de CaCl, 0,025 M (0,1 mL), sendo
marcado o tempo necessario para a formacdo do coagulo (PIRES et al., 2001; FISCHBACH,;
FOGDALL, 1985).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

4.1 Extracao e purificacdo do polissacarideo:

O conteido de galactomananas em sementes de leguminosas e a relagdo Man:Gal desses
polimeros parece estar relacionada com a evolucdo das espécies nessa familia.
BUCKERIDGE et al. (1995) extrairam os polissacarideos de sementes de 28 espécies
brasileiras e, juntamente com outras 23 espécies previamente estudadas, verificaram que a
evolucdo das subfamilas Mimosoideae e Faboideae a partir de Caesalpinioideae se fez com
reducdo do conteudo de galactomananas das sementes, paralelamente a um aumento do grau
de substituicdo dessas. Os autores sugerem que as galactomananas poderiam ser importantes
fatores de adaptacdo dessas espécies aos climas tropical tmido, semi-arido e arido.

Sdo apresentados, no presente trabalho, os resultados referentes a extracdo de
polissacarideos de sementes de Cassia fastuosa, Leucaena leucocephala e de Mimosa
scabrella.

As espécies Leucaena leucocephala e Mimosa scabrella sdo classificadas dentro da
subfamilia Mimosoideae e Cassia fastuosa em Caesalpinioideae. Os rendimentos dos
polissacarideos brutos e purificados por centrifugacao e filtracdo (Tabela 7) sdo maiores para
a extracdo em sementes de M. scabrella (32,0 e 22,2% respectivamente) e de C. fastuosa
(31,4 e 19,3% respectivamente) do que o de L. leucocephala (17,5 e 13,3% respectivamente).
A anélise dos acetatos de alditdis das galactomananas hidrolisadas também mostrou menor
relacdo Man:Gal e portanto maior substituicdo na galactomanana de sementes das espécies
pertencentes a subfamilia Mimosoideae (Tabela 8, p. 52).

Tabela 7: Rendimento de galactomananas extraidas de sementes de C. fastuosa, L.
leucocephala e de M. scabrella:

Espécie Massa de Rendimento de Rendimento de amostra
sementes (g) amostra bruta (%) purificada* (%)
C. fastuosa 150,2 31,4 19,3
L. leucocephala 200,2 17,5 13,3
M. scabrella 212,9 32,0 22,2

*a purificacdo foi realizada por centrifugacdo a 13000 rpm e filtracdo por membrana de acetato de celulose

(di&metro de poro de 3 um).
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Tabela 8: Andlise dos acetatos de aldit6is dos polissacarideos hidrolisados de sementes de C.

fastuosa, L. leucocephala e M. scabrella por GLC:

Espécie Relacdo Molar **

Manose Galactose
Cassia fastuosa 2,92 +0,50 * 1
Leucaena leucocephala 1,44+0,13 * 1
Mimosa scabrella 1,14+ 0,15 * 1
* o 0,05

** Coluna DB-225

BUCKERIDGE et al. (1987) obtiveram rendimentos de galactomanana de sementes
de L. leucocephala entre 9,7 e 15,7% e relacdo molar Man:Gal de ~ 2,0. SIERAKOWSKI et
al. (2000) obtiveram uma relagdo Man:Gal de ~ 1,6 e MCCLEARY (1979), num estudo sobre
a estrutura molecular e interacdo de galactomanana de L. leucocephala com xantana,
observaram também uma relacdo de ~ 1,6, indicando possiveis variagdes devido as diferencas
nos locais de colheita, diferencas sazonais, diferentes metodologias de extracdo e de hidrdlise
empregadas.

TAVARES (1994) obteve rendimento de 32,2% para extracdo aquosa sem purificacao
por centrifugacdo e filtracdo por membrana de acetato de celulose a 20°C de sementes de
Cassia fastuosa, comparavel ao rendimento de polissacarideo bruto (31,4%, Tabela 7, p. 51).
O autor obteve relagdo Man:Gal de aproximadamente 4:1, maior que 2,9:1 (Tabela 8).
Resultados semelhantes ao de TAVARES (1994) foram obtidos por GERMANO (1996), com
rendimento de 30% e relagdo Man:Gal de 4,0:1. PETKOWICZ (1998% obteve relagéo
Man:Gal de 3,0:1 em extracdo aquosa da galactomanana de sementes de Cassia fastuosa a
4°C.

A galactomanana mais substituida é a de sementes de M. scabrella (Man:Gal ~ 1,14 +
0,15), seguida da de L. leucocephala (Man:Gal ~ 1,44 + 0,13) e da de C. fastuosa (Man:Gal ~
2,92 + 0,50). GANTER (1988) obteve a mesma relacdo Man:Gal para a galatomanana de M.
scabrella.

A utilizacdo desses trés polissacarideos permitiu que se pudesse trabalhar com
galactomananas contendo diferentes graus de substituicdo por unidades de galactose para a

sintese dos derivados sulfatados, urénicos e urdnico/sulfatados.
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4.2 Obtencéo de polissacarideos modificados por oxidagao e/ou sulfatacéo:

Esta etapa do trabalho teve por objetivo fazer uma varredura de derivados que
pudessem ser testados posteriormente contra os virus YFV (cepa BeH111) e DEN-1 (cepa
Hawaii) em experimentos in vitro e in vivo. O virus HSV apresenta-se como bom modelo de
estudo para a avaliagdo da atividade antiviral dos compostos em estudo por ser um virus de
rapido crescimento (a avaliacdo da atividade pode ser obtida em curto espaco de tempo),
apresenta efeito citopatico, o que permite a avaliacdo da sua replicacdo por visualizacdo
microscdpica (com menor custo que técnicas mais especificas como a imunofluorescéncia),
pode ser cultivado em células VERO (de facil manutencdo) e o nivel de biosseguranca
exigido em laboratorios é de grau Il (basico).

Estudos anteriores de atividade antiviral envolvendo galactomananas sinteticamente
sulfatadas de sementes de leguminosas (Mimosa scabrella e Cassia fastuosa) (ONO et al.
1998 e 1999), onde a CI50gaiactomanana sulfatada de M. scabrella (DS 1,1) = 16,8 ug.mL'l, j& mostravam o
potencial como candidatas a drogas anti-herpéticas desses derivados. A metodologia de
avaliacdo utilizada nesses experimentos foi a da reducdo do nimero de pocos com efeito
citopatico em placas de 96 pocos, analisada pelo teste de Reed e Miench (DULBECCO;
GINSBERG, 1980"), de valor qualitativo.

E provavel que outros derivados polieletrélitos de galactomananas também possam ter
atividade antiviral, portanto propfs-se a sintese de derivados urdnicos, através de oxidagdo
especifica em C-6, utilizando o reagente TEMPO como catalisador, gerando grupamentos
acidos carboxilicos, derivados sulfatados e derivados urdnico/sulfatados (contendo
grupamentos carboxilicos e sulfatos).

As curvas de oxidagdo das galactomananas de M. scabrella, de L. leucocephala e de
C. fastuosa (Figura 22, p. 54) para sintese dos derivados urénicos foram obtidas através da
construcdo de um gréafico (volume de NaOH gasto para neutralizacdo x tempo de reacdo). A
analise das respectivas curvas de oxidacdo mostrou que a velocidade de oxidacdo decresce da
galactomanana menos substituida para a mais substituida, na seguinte seqléncia:
galactomanana de C. fastuosa (2,9:1, 368 min, 43 ml de NaOH), L. leucocephala (1,4:1, 558
min, 34,2 mL) e de M. scabrella (1,1:1, 427 min, 21,8 mL), provavelmente devido ao fato das
galactomananas menos substituidas apresentarem mais hidroxilas primarias livres (C-6). As
reaces foram terminadas através da adicdo de etanol e borohidreto de sddio nos tempos de
368 min (C. fastuosa, 3,8 mmoles de &cido urbnico - determinado pela quantificacdo de
grupos acidos formados através da medida de NaOH consumido para manutencéo do pH 9,3;
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3,3 mmoles oxidaveis existentes; grau de oxida¢do: 1,15), 558 min (L. leucocephala, com 3,0
mmoles de acido urbnico; 2,7 mmoles oxidaveis; grau de oxidagdo: 1,11), 427 min (M.
scabrella, 2,3 mmoles de &cido urbnico; 2,4 mmoles oxidaveis; grau de oxidacdo: 0,96). As
dosagens de acido urénico utilizando o método de BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN
(1973) indicaram os seguintes rendimentos de oxidac¢do (RO): CFO: 0,80, LLO: 0,64, BRO:
0,78, todos abaixo dos valores previstos com o consumo de base durante a reacdo de
oxidacdo. Provavelmente, houve degradacdo paralela, aumentando, assim o numero de
unidades de carbonos primarios oxidaveis. SIERAKOWSKI et al. (2000) obtiveram uma
galactomanana oxidada de L. leucocephala, com um RO de 0,66, semelhante ao obtido nesse
trabalho. Os outros derivados sdo inéditos. Apenas o derivado LLO (de L. leucocephala)
alcancou um platé de consumo de NaOH, embora para todos, a velocidade de consumo de

NaOH tenha diminuido no momento em que a reacdo foi interrompida.

4
o
|

C. fastuosa

0,089)

5 B
o
1 1

» ’ . L . leucocephala

(mL)

St M. scabrelia

- = NN W W
o oo ;o O
| I I I R R — |

*
»>

Volume de NaOHO,1 M (Fc

D - ! ! ! I I ! ! |
0 80 160 240 320 400 480 560 640

Tempo (min)

Figura 22: Perfis de oxidacdo a 4 °C com NaOCl, NaBr e TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil) com ajuste constante de pH para 9,3 das 3 galactomananas de

sementes de C. fastuosa, L. leucocephala e de M. scabrella.
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4.3 Determinacao da atividade antiviral in vitro contra o HSV-1:

A sintese dos derivados urdnico/sulfatados poderia produzir amostras com insercao de
grupos sulfatos em carbonos ndo-priméarios. Os rendimentos de oxidacdo e de sulfatacdo sdo
resumidos na Tabela 9 (p. 56). Os derivados cujas siglas iniciam por BR, referem-se aos
derivados de galactomanana de M. scabrella, os que iniciam por CF, aos derivados de
galactomanana de C. fastuosa, e 0s que iniciam por LL, aos de L. leucocephala. As
terminagdes “S” indicam derivados sulfatados, “O” indicam urdnicos (oxidados) e “OS”,
derivados urdnicos (oxidados)/sulfatados. As amostras sem as terminagdes “S”, “O” ou “OS”
indicam galactomananas néo derivatizadas. As amostras BRH1 e BRH1,5 séo galactomananas
de M. scabrella que foram submetidas a hidrélise parcial em HCI em pH 1,0 e 1,5,
respectivamente.

Para o teste de atividade antiviral, todas as amostras foram diluidas a uma
concentracdo inicial de 5 mg.mL™ para que pudessem ser esterilizadas por filtracdo em
membranas de 0,22 um de poro. As amostras apresentaram diferentes graus de dificuldade de
filtracdo, apresentando perdas por retencdo nas membranas. Para que pudessem ser testadas as
concentracbes maximas obtidas ap6s a filtracdo e diluicio em meio apropriado, ndo se
padronizou a mesma concentracdo para todas as amostras nessa primeira etapa de
investigagdo das amostras com potencial anti-herpético.

Nessa etapa inicial, as amostras ndo derivatizadas BRH1, BRH1,5 e CF, néo
apresentaram atividade antiviral (Tabela 9, p. 56), ndo induzindo redugdo do numero de
unidades formadoras de placas virais (UFP) com relacdo aos controles infectados apenas com
0 HSV-1. A amostra BR reduziu em 61% o namero de UFP, mas ainda ndo foram realizados
estudos utilizando-se diluicdes menores (abaixo de 395 pg.mL™) dessa amostra, para se
determinar a concentragdo inibitéria 50% (C150). A amostra LL também ndo foi testada pois
ndo foi possivel realizar a filtracdo a uma concentrago inicial de 5 mg.mL™. Os derivados
apenas oxidados apresentaram baixo ou nenhum efeito de inibigdo das UFP. Os derivados
sulfatados e os urdnicos/sulfatados apresentaram boa atividade antiviral e, dentre esses, 0s que
apresentaram melhor potencial (maior atividade em menores concentracdes) foram os
derivados BR-S, BROS, LL-S e LLOS, ou seja, os derivados de galactomananas com maior
grau de substituicdo (menor relacdo Man:Gal). Observa-se que esses derivados apresentam
maior DS que os de galactomanana de C. fastuosa, embora tenham-se utilizado as mesmas

condicBes de reagdo durante a sintese dos mesmos. Porém, visando-se a racionalizacdo dos
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experimentos de analise estrutural, os estudos posteriores foram direcionados sobre o0s
derivados BR-S, BROS, LL-S e LLOS.

Tabela 9: Derivados de galactomananas sintetizados para teste de atividade antiviral contra o
HSV-1:

Derivado  Concentragdo DS  Rendimento Controle Porcentagem Limites (o.:0,05)

testada de oxidacdo  positivo média de
(ug.mL™) (UFP) inibigdo
BRH1 1296 NE ND 53 0 ENS
BRH10 1664 NE 0,87 53 0 ENS
BRH10S 1202 0,57 0,85 53 95 70 a 100%
BRH1,5 1255 NE NE 56 0 ENS
BRH1,50 192 NE 0,64 56 0 ENS
BRH1,50S 487 14 0,87 56 93 67 a 100%
BR 395 NE NE 56 61 55a67%
BR-S 670 14 NE 56 100 96 a 100%
BRO 654 NE 0,80 56 15 3a27%
BROS 252 0,80 0,51 56 96 71 a 100%
CF 768 NE NE 52 0 ENS
CFS 1131 0,22 NE 52 91 76 a 100%
CFO 1066 NE 0,78 52 31 14 a 48%
CFOS 1218 0,30 0,86 52 94 68 a 100%
LL-S 248 0,60 NE 140 90 84 a 96%
LLOS 320 0,33 0,40 52 98 73 a2 100%

DS: grau de derivatizacdo por sulfatacdo; ENS: diferenca estatisticamente ndo significante com relagdo ao

controle; NE: ndo existente.

Apb6s essa investigacdo preliminar, foram testadas diferentes concentracdes dos
derivados de melhor atividade para a determinacdo da CI50, sendo encontrados os valores de
0,38 ug.mL™ para BR-S (DS:1,4, Controle: 140 UFP) (Figura 23, p. 57) e 14,6 pg.mL™ para
BROS (DS:0,80 Controle: 98 UFP) (Figura 24, p. 57). O derivado LL-S (DS 0,6, controle:
140 UFP) (Figura 25, p. 58) apresentou 77% reducdo do niumero de placas a uma
concentracdo de 4 ug.mL™, e LLOS (DS: 0,33, controle = 51 UFP) (Figura 26, p. 58), 60,5%
de reducdo a 3,2 ug.mL™, sendo necessério ainda que sejam testadas concentracdes inferiores

a essas para a determinacdo da CI150.
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Figura 23: Avaliacdo da atividade antiviral (anti-HSV-1) de BR-S através da reducdo das
unidades formadoras de placas (UFP) com relacdo a um controle. n: 4, a: 0,05. Controle
Positivo: 140 UFP/poco. Concentracdes das amostras (expressas em pg.mL™): 1) 670; 2) 84;
3) 10,5; 4) 3,7; 5) 1,3; 6) 0,45; 7) 0,16; 8) 0,06; 9) BR: 395.
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Figura 24: Avaliacdo da atividade antiviral (anti-HSV-1) de BROS através da reducdo das
unidades formadoras de placas (UFP) com relacdo a um controle. n: 4, a: 0,05. Controle

Positivo: 98 UFP/poco. Concentracdes das amostras (expressas em pug.mL™): 1) 42; 2) 14; 3)
4,7: 4) 1,6; 5) BRO: 109.
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Figura 25: Avaliacdo da atividade antiviral (anti-HSV-1) de LL-S através da reducdo das
unidades formadoras de placas (UFP) com relacdo a um controle. n: 4, a: 0,05. Controle

Positivo: 140 UFP/poco. Concentracdes das amostras (expressas em pg.mL™): 1) 248 2) 31;
3) 4.
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Figura 26: Avaliacdo da atividade antiviral (anti-HSV-1) de LLOS através da reducdo das
unidades formadoras de placas (UFP) com relagdo a um controle. n: 4, a: 0,05. Controle

Positivo: 51 UFP/poco. Concentragdes das amostras (expressas em ug.mL™): 1) 204; 2) 51; 3)
13; 4) 3,2.
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4.4 Obtencao, purificacdo e analise da homogeneidade e massa molar dos
derivados sulfatados utilizados em teste de atividade antiviral contra o YFV
(cepa BeH111) e DEN-1 (cepa Hawaii):

Foi sintetizado, em maior quantidade, novo lote de derivados sulfatados de
galactomananas de M. scabrella, denominado BRS, e de L. leucocephala, denominado LLS,
para os testes de atividade antiviral contra os arbovirus. As analises quimicas desses derivados
mostraram que 0S mesmos apresentaram graus de derivatizacdo (DS) semelhantes entre si
(Tabela 10).

Tabela 10: Dosagens de agucar total, proteina e sulfato dos compostos avaliados em testes de
toxicidade e atividade antiviral contra YFV (cepa BeH111) e DEN-1 (cepa Hawaii):

Derivado Actcar Anidro  Proteina Total’ Sulfato® DS®
Total* (%) (%) (%)

BRS 58,4 1,3 15,3 0,62

LLS 61,1 4,1 14,3 0,50

2DUBOIS et al. (1956); ° HARTREE (1972);  DODGSON; PRICE (1962); ? grau de sulfatacéo.

Os polissacarideos acidos podem ser separados dos neutros atravées da precipitacdo dos
complexos insoluveis formados entre os polidnions e cations presentes como 0
cetiltrimetilaménio. Os derivados po6s - purificacdo por Cetavion (brometo de
cetiltrimetilaménio) foram obtidos com rendimentos de 75,2% e 84,5%, apds precipitacdo
com etanol, para BRS e LLS, respectivamente, sendo que o derivado LLS ndo produziu
precipitado separavel por centrifugacdo nas condi¢des indicadas e, portanto, a recuperacao de
84,5% da massa inicial poderia ter decorrido da utilizacdo de menor concentracdo de etanol na
precipitacdo de LLS (0,5 volume). O cation cetiltrimetilaménio produziria um sal insoltvel na
presenca de polianions, que seria separado dos polimeros neutros por centrifugacao.

As analises de infravermelho (Figuras 27 e 28, p. 60) evidenciam o aparecimento de
banda de vibracdo de estiramento axial de S=O em torno de 1250 cm™ (TURVEY, 1965;
FALSHAW; FURNEAUX, 1998) em BRS e LLS, que esta ausente nas amostras nativas BR e
LL. A regido de absorc&o em torno de 820 cm™ (sulfato equatorial) a 850 cm™ (sulfato axial)
de vibracdo C-O-S que poderia trazer informacdo com relacdo a posicdo de substituicdo dos

grupos sulfatos ndo foi observada, provavelmente devido ao baixo grau de sulfatacdo das
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amostras. Porém, outras analises (de varredura de uma regido mais estreita do espectro, entre

700 e 900 cm™) deverdo ser realizadas para a melhor definicio dessa regio.
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Figura 27: Espectros de infravermelho da galactomanana nativa (BR) e sulfatada (BRS) de
sementes de M. scabrella em pastilhas de KBr.
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Figura 28: Espectros de infravermelho da galactomanana nativa (LL) e sulfatada (LLS) de
sementes de L. leucocephala em pastilhas de KBr.
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Nas analises por HPSEC-MALLS, foram obtidos perfis de eluicdo (Figuras 29-32, p.
61-63) com um pico principal homogéneo para indice de refracdo (azul) e para espalhamento
de luz (vermelho). Os dois derivados mostraram massas molares ponderais médias (My)
semelhantes: 620 kDa (BRS, dn/dc: 0,109 mL.g™) e 574 kDa (LLS, dn/dc: 0,123 mL.g™). Os
valores de massa molar obtidos para os polissacarideos nativos - My,: 676 kDa (BR, dn/dc:
0,141 mL.g%) e 985 kDa (LL, dn/dc: 0,139 mL.g") - indicam possivel desagregacio
molecular ou mesmo degradacdo durante a sintese dos derivados. A analise do perfis de
eluicdo que mostram que h& uma diminuic¢&o no sinal do espalhamento de luz nos derivados
sulfatados com relagdo aos polissacarideos nativos.

A galactomanana nativa de M. scabrella apresenta relagdo Man:Gal de 1,1:1, enquanto
a de L. leucocephala apresenta relacdo de 1,4:1. A obtencdo de derivados com graus de
derivatizacdo e massas molares semelhantes permitiria, portanto, a analise da influéncia do
grau de ramificacdo e posicdo de substituicdo dos grupamentos sulfatos no estudo de relagédo

estrutura quimica/atividade antiviral proposto no presente trabalho.
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Figura 29: Perfil de eluicdo de BR analisado por HPSEC-MALLS (1 mg.mL™ em NaNO, 0,5
g.L™ contendo 0,02% de NaNs; a 25°C; deteccdo por indice de refracdo em azul e por

espalhamento de luz em vermelho).
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Figura 30: Perfil de eluicdo de BRS analisado por HPSEC-MALLS (1 mg.mL™ em NaNO;
0,5 g.L™" contendo 0,02% de NaN3 a 25°C; deteccdo por indice de refracdo em azul e por

espalhamento de luz em vermelho).
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Figura 31: Perfil de eluicdo de LL analisado por HPSEC-MALLS (1 mg.mL™ em NaNO, 0,5
g.L™ contendo 0,02% de NaNs; a 25°C; deteccdo por indice de refracdo em azul e por

espalhamento de luz em vermelho).
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Figura 32: Perfil de eluicdo de LLS analisado por HPSEC-MALLS (1 mg.mL™ em NaNO,
0,5 g.L™" contendo 0,02% de NaN3z a 25°C; deteccdo por indice de refracdo em azul e por

espalhamento de luz em vermelho).

4.5 Determinacgéao da toxicidade das galactomananas nativas e sulfatadas de

M. scabrella e de L. leucocephala em células C6/36:

O método do MTT se baseia na conversdo do sal de tetrazélio (brometo de 3-(4’,5’-
dimetil-tiazol-2-il)-2,4-difeniltetrazélio (MTT), amarelo, a formazam, azul escuro, pelas
células vivas. A andlise dos dados das Tabelas 11 e 12 (p. 64) (resultados para 8 dias de
incubacdo na presenca do polissacarideo) mostram que a dose citotdéxica 50% (DC50) de BR
e de LL sobre células C6/36 esta situada acima de 8 mg.mL™ (uma vez que, 8 mg.mL™ foi a
concentragdo méaxima testada); a DC50 para BRS é de 1,21 mg.mL™ e a de LLS é de 1,96
mg.mL™. Para que os derivados sulfatados pudessem ser avaliados quanto & acfo, seria
necessario que apresentassem atividade antiviral a uma dose inferior a DC50 observada nos

experimentos de determinacdo da toxicidade.
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Tabela 11: Avaliacdo da toxicidade in vitro de galactomananas nativa e sulfatada de sementes
de M. scabrella sobre células C6/36 pelo método do MTT:

Reducdo do numero de células viaveis em relacéo ao controle sem polissacarideo (%)
BR1 BR2 BR3 BR4 BR5 BR6 BRS1 BRS2 BRS3 BRS4 BRS5 BRS6

32,9 ENS ENS ENS ENS ENS 76,1 70,1 62,1 521 ENS ENS

- Os indices que acompanham as siglas BR e BRS indicam a concentracdo de polissacarideo testada: 1) 8,0, 2)
4,0, 3) 2,0, 4) 1,0, 5) 0,5, 6) 0,25; as concentracdes sio expressas em mg.mL™?;

- ENS: diferenca estatisticamente ndo significante com relacdo a absorbancia obtida para o controle sem
polissacarideo, analisada pelo teste t, nivel de significancia de 0,02.

Tabela 12: Avaliacdo da toxicidade in vitro de galactomananas nativa e sulfatada de sementes
de L. leucocephala sobre células C6/36 pelo método do MTT:

Reducdo do numero de células viaveis em relacéo ao controle sem polissacarideo (%)
LL1 LL2 LL3 LL4 LL5 LL6 LLS1 LLS2 LLS3 LLS4 LLS5 LLS6

196 190 180 ENS ENS ENS 759 616 443 391 246 ENS

- Os indices que acompanham as siglas LL e LLS indicam a concentracdo de polissacarideo testada, como

descrito na Tabela 11.

4.6 Teste de atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas de
M. scabrella e de L. leucocephala contra YFV (BeH111) e DEN-1 (Hawaii)

in vitro:

Nesse primeiro teste de atividade antiviral in vitro, que leva em conta o nimero de
pocos com ou sem imunofluorescéncia, e a concentracdo inibitéria 50% (CI50) sendo
calculada pelo método de Reed e Miiench (DULBECCO; GINSBERG, 1980°), pode-se
verificar pela Figura 33 (p. 65) que as galactomananas BR e BRS ndo apresentaram atividade
contra o virus da febre amarela (cepa BeH111). Porém, o que se observou na pratica, é que
mesmo com 100% de pocos fluorescentes (positivos para a presenca do antigeno viral), a
proporc¢do de células fluorescentes foi menor nos pocos em que houve adi¢cdo simultanea de
BRS ao virus durante a adsorcdo, porém, essa diferenca ndo foi quantificavel por essa
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metodologia. J& a galactomanana sulfatada LLS apresentou uma CI50 de 30 pg.pogo™ (Figura
34).
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Figura 33: Determinacdo da atividade antiviral in vitro (contra o YFV — cepa BeH111) de
galactomananas nativa e sulfatada de M. scabrella sobre células C6/36 em placas de 24 pocos
por imunofluorescéncia (8 dias de incubacdo em estufa de CO, 5% a 28°C).
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Figura 34: Determinacdo da atividade antiviral in vitro (contra o YFV — cepa BeH111) de
galactomananas nativa e sulfatada de L. leucocephala sobre células C6/36 em placas de 24

pocos por imunofluorescéncia (8 dias de incubacdo em estufa de CO, 5% a 28°C).
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Na tentativa de se obter uma resposta quantitativa de atividade antiviral, empregou-se
uma segunda metodologia, infectando-se garrafas T25 (Corning) com virus (febre amarela -
BeH111 ou dengue 1) isolado a 100 DI50 ou virus na presenca de polissacarideo e
determinando o titulo viral de cada garrafa apds 8 dias de incubagdo. A construcdo de curvas
de regressao linear de concentracdo de polissacarideo x logaritmo do titulo determinado
através dos dados das Tabelas 13 e 14 (p. 67) (Figura 35, p. 67) permitiu a determinacdo da
concentracdo capaz de reduzir em 100 vezes o titulo viral determinado nos controles
positivos. As curvas de regressao foram obtidas com a titulacdo do sobrenadante de apenas 1
garrafa por concentracéo e por isso mostram apenas uma tendéncia de reducéo do titulo viral
em funcdo do aumento da concentracdo dos derivados sulfatados (provavelmente esse
comportamento ndo seria linear). Para o dengue 1, essas concentragdes foram de 347 pg.mL™
(BRS) e de 37 pg.mL™ (LLS) e para o virus da febre amarela selvagem foram de 1055 pg.mL"
! (BRS) e de 386 pg.mL™ (LLS). Para ambos os virus, obteve-se melhor resposta com o
derivado LLS, de L. leucocephala. Nesse experimento in vitro, os derivados sulfatados

apresentaram melhor resposta contra o virus dengue 1.

Tabela 13: Avaliacdo da atividade antiviral in vitro (contra 0 YFV — cepa BeH111) de
galactomananas nativa e sulfatada de sementes de M. scabrella e de L. leucocephala sobre

células C6/36 em garrafas T25 por determinacéo do titulo viral:

Logsp do titulo viral determinado (valor absoluto)
C.pos. BR1 BRS1 BRS2 BRS3 BRS4 BRS5 LL1 LLS1 LLS2 LLS3 LLS4 LLS5

55 56 38 46 5,6 56 53 58 26 44 62 55 64

- C. pos.: controle positivo, com inoculagéo de virus a 100 DI50;

- Inoculagdo simultanea de virus a 100 DI50 e polissacarideo em diferentes concentragdes;

- Os indices que acompanham as siglas indicam a quantidade de polissacarideo inoculada por garrafa T25: 1)
900 ng (solucdo a 0,5 mg.mL™); 2) 450 pg (0,25 mg.mL™); 3) 225 pg (0,125 mg.mL™); 4) 112,5 ug (0,0625
mg.mL™); 5) 56,2 ug (0,0312 mg.mL™).
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Tabela 14: Avaliacdo da atividade antiviral in vitro (contra 0 DEN-1 — cepa Hawaii) de
galactomananas nativa e sulfatada de sementes de M. scabrella e de L. leucocephala sobre
células C6/36 em garrafas T25 por determinacéo do titulo viral:

Logsp do titulo viral determinado (valor absoluto)
C.pos. BR1 BRS1 BRS2 BRS3 BRS$4 LL1 LLS1 LLS2 LLS3 LLS4

7,1 6,7 3,8 5,8 7,2 7,4 6,8 2,7 3,8 4,2 5,4

- C. pos.: controle positivo, com inoculagdo de virus a 100 DI50;

- Inoculagdo simultanea de virus a 100 DI50 e polissacarideo em diferentes concentragdes;

- Os indices que acompanham as siglas indicam a quantidade de polissacarideo inoculada por garrafa T25: 1)
900 ng (solucdo a 0,5 mg.mL™); 2) 450 pg (0,25 mg.mL™); 3) 225 pg (0,125 mg.mL™Y); 4) 112,5 ug (0,0625
mg.mL™).
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Figura 35: Titulos virais de DEN-1 (A) e YFV (B) em funcdo da concentracdo dos derivados,
determinados através de titulacdo do sobrenadante das garrafas T25 (tratadas simultaneamente
com virus e galactomananas sulfatadas BRS ou LLS) por imunofluorescéncia em placas de 24
pocos (8 dias de incubacdo em estufa de CO, (5%) a 28°C).
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Diversos polissacarideos sulfatados inibem a replicacdo de virus como o HIV-1, HSV-
1 e CMV com CI50 entre 0,1 — 13,7 pg.mL™ (WITVROUW; de CLERCQ, 1997). O alto
valor de CI50 obtido para LLS parece ndo estar de acordo com um possivel mecanismo de
acdo que envolva a inibicdo da etapa de adsorcéo viral. Por outro lado, NEYTS et al. (1996)
verificaram que a dextrana sulfatada (Mw: 10 previne o efeito citopatico induzido pelo YFV
(cepa 17D) sobre células VERO a uma CI50 de 27 pg.mL™, que poderia ser comparado ao
valor obtido para LLS (C150: 200 ng.mL™), se for levado em consideracdo que, no estudo de
NEYTS et al. (1996), as células foram infectadas com 10 DI50 (10 vezes menor que a
empregada neste trabalho). Alguns autores relatam que polissacarideos acidos podem exercer
acdo virucida contra o0 HSV-1 e 0 HSV-2 (CARLUCCI et al., 1999; EO et al., 2000). Os
derivados sulfatados LLS e BRS nédo foram avaliados quanto a essa atividade.

4.7 Determinacgéao da toxicidade das galactomananas nativas e sulfatadas de

M. scabrella e de L. leucocephala in vivo:

As galactomananas nativas ou sulfatadas de M. scabrella (BR e BRS) e de L.
leucocephala (LL e LLS) foram administradas pela via intracerebral (20 pL) em
camundongos recém-nascidos de 2-3 dias (n: 6), nas concentracdes de 31 a 8000 ug.mL™ (em
um total de 9 concentracGes diferentes) e ndo levaram a morte de animais em qualquer uma
das concentragGes, assim como o controle negativo inoculado com solugéo de NaCl 0,85%.

Para a determinacdo de toxicidade em camundongos, fémeas jovens adultas de 25-30
dias (n: 6), foram inoculadas pela via intraperitoneal com solucGes de polissacarideos entre
0,6 e 50 mg.mL™ (em um total de 7 administraces), sendo pesadas diariamente para
comparacdo da porcentagem de ganho de massa com relagcdo a massa inicial (Tabela 15, p. 69
e Tabela 16, p. 71, Figuras 36-37, p. 70, Figuras 38-39, p. 72). Ap6s 14 dias de observacédo (as
pesagens dos animais foram realizadas até o 11° dia), ndo houve morte dos animais em todas
as concentracdes testadas de BR, BRS, LL e LLS. A comparacdo do ganho de massa média
dos grupos com relacdo ao grupo controle inoculado com salina mostrou diferenca
estatisticamente significante (menor ganho de massa e mesmo diminuicdo com relacdo a
massa inicial) para as fémeas inoculadas com a galactomanana nativa (LL1) e sulfatada
(LLS1, LLS2, LLS3, LLS4 e LLS5) de L. leucocephala, principalmente durante as primeiras
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administracdes, porém, recuperando o ganho de massa normal até a 7% aplicacdo (Tabela 16,
p. 71). O motivo pelo qual LL e LLS poderiam diminuir o ganho de massa normal em
camundongos durante as primeiras inoculacfes ndo esta esclarecido, uma vez que a presenga
do aminoéacido ndo-proteico mimosina (presente em folhas e sementes de L. leucocephala e
conhecidamente toxico) seria improvavel apds a extracdo do polissacarideo por precipitacdo e
lavagem com etanol. O grafico interno da Figura 39 (p. 72), que analisa a porcentagem de
perda de massa dos animais inoculados com LLS em relacdo ao controle inoculado com salina
no 1°, 3°e 7° dias de administragdo, mostra que ha uma menor perda de massa com o decorrer
das administracGes. No primeiro dia, a dose necessaria para reduzir o ganho normal em 50%

foi de 8,9 mg.kg™, no terceiro, de 43,6 mg.kg™ e no sétimo, de 168,1 mg.kg™.

Tabela 15: Determinacdo da porcentagem de ganho de massa média em camundongos fémeas
jovens adultas com relacdo a massa média inicial durante a administracdo de solucdo de

polissacarideo de sementes de M. scabrella por via intraperitoneal:

Ganho de massa média do grupo com relacdo a massa inicial (%)
(desvio padrao)

CNEG. BR1 BR2 BR3 BR4 BR5 BRS1 BRS2 BRS3 BRS4 BRS5

Dia 1 9,9 5,4 8,5 91 9,8 8,9 4,8 7,0 6,8 9,9 7,2
(4,5) (2,8) (3,2) (2,5) (2,9) (2,2) (3,4) (2,5) (3,4) (2,2) (2,8)
Dia3 213 176 21,1 194 209 213 171 237 208 233 17,7
(2,6) 4,2) (4,8) 4,7) (4,9) 4,2) (3,7) (5,9) (1,6) (3,9 (2,0)
Dia 7 51,1 43,6 49,2 450 454 46,8 42,3 51,2 44,7 49,2 434
4,7 (6,5) (7,2) (6,8) (4,6) (5,2) (6,4) (6,0) (5,1) 4,7 (6,1)
Dia8 54,0 482 557 472 522 525 466 558 510 52,7 471
(4,6) (7,7 (9,6) (4,5) (9,6) (4,5) (6,4) (6,0) (5,1) 4,7 (6,1)
Dia9 571 523 594 519 560 558 520 61,1 558 578 509
(7,2) 6,7 (8,8) (7,0 (8,5) (3,3) (7,9 (8,9) (5,4) (5,9 (8,9)
Dial0 634 556 636 572 570 630 555 679 61,1 59,8 5472
(7,0) 94 (101) (7,0 (8,8) (4,0 (7,2) (9,1) (5,8) (5,8) (11,3)
Diall 621 558 657 605 61,7 659 570 677 604 638 56,8
(7,4) (8,00 (106) (87) (10,00 (35 (75 10,7y (34 (6,9  (10,6)

- C NEG.: controle negativo, inoculado com solu¢do de NaCl 0,85% nos dias 0, 1, 3, 7, 8, 9, 10 e observados até
0 14° dia para verificacdo de morte, como realizado para os demais grupos com inoculagdo de polissacarideo;

- Os indices que acompanham as siglas BR e BRS indicam a dose administrada (mg.kg™) de polissacarideo: 1)
244 (solucdo a 5 mg.mL™); 2) 144 (2,94 mg.mL™); 3) 84 (1,73 mg.mL™); 4) 50 (1,02 mg.mL™); 5) 29 (0,60
mg.mL™).
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Figura 36: Curvas de ganho de massa (massa inicial: 17-21 g, n: 6) apds administracdo
intraperitoneal de BR (total de 7 doses, volume administrado: 1 mL) em camundongos fémeas
de 25-30 dias.
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Figura 37: Curvas de ganho de massa (massa inicial: 17-21 g, n: 6) ap6s administracéo

intraperitoneal de BRS (total de 7 doses, volume administrado: 1 mL) em camundongos
fémeas de 25-30 dias.
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Tabela 16: Determinacdo da porcentagem de ganho de massa média em camundongos fémeas

jovens adultas com relacdo a massa inicial durante a administracdo de solugcdo de

polissacarideo de sementes de L. leucocephala por via intraperitoneal:

Ganho de massa média do grupo com relacdo a massa inicial (%)

(desvio padrao)

CNEG. LL1 LL2 LL3 LL4 LL5 LLS1 LLS2 LLS3 LLS4 LLS5

Dial 99 48 84 83 74 78 -42% -41% -14% -03* 3,2*p
45 23 @Gn @¢2 @9 “¢2 (22 @23 @12 @5 (19

Dia 3 21,3 18,1 20,7 225 22,3 18,2 3,0 10,8*f 12,9*k 14,6*m 14,0*q
26) (3) (43 (62 (44 @6 97 (@25 62 (40 (56)

Dia7 51,1 375%a 46,7 429 450 40,1 26,00d 394*y 41,9 365*n 445
4,7y (101) 69 (129 (84 89 (@77 (65 (70 60  (51)

Dia 8 540 42,8 51,7 505 528 436 37,2 433*h 46,8 43,6*0 52,0
(46) (101 (69 (12,9 (84 89 (@77 65 (@70 60 (51)

Dia 9 57,1 46,6 55,2 538 550 453 412 493 524 48,2 58,3
(72) (142 (95 (142 (129 (99 (208) (7.4 (69 (7.5 (4.9

Dial0 634 51,2 578 560 568 489 478 504*i 584 508 63,1
(700 (140) (82 (136) (153) (11,1) (172 (83) (78 (89  (65)

Diall 62,1 523 592 586 602 510 520 542 61,8 534 692
(7.4) (149 (67) (144) (@171) (105 (157) (103) (67  (9.2) (7.5

- C NEG.: como descrito na Tabela 15;

- Os indices que acompanham as siglas LL e LLS indicam a dose administrada de polissacarideo, como descrito

na Tabela 15;

*Diferenca estatisticamente significante com relagdo ao grupo controle, determinado pelo teste t, com nivel de

significancia de 0,02 e n: 6 para cada grupo. As porcentagens de ganho de massa menor que o do grupo controle
foram de: a) 26,6%; b) 142,0%; c) 85,7%; d) 49,0%; e) 140,9%; f) 49,0%; g) 22,9%; h) 19,8%; i) 20,5%; j)
114,3%; k) 39,3%; 1) 103,0%; m) 31,1%; n) 28,6%; 0) 19,3%; p) 67,8%; q) 34,0%.
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Figura 38: Curvas de ganho de massa (massa inicial: 17-21 g, n: 6) apés administracdo intraperitoneal

de LL (total de 7 doses, volume administrado: 1 mL) em camundongos fémeas de 25-30 dias.
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Figura 39: Curvas de ganho de massa (massa inicial: 17-21 g, n: 6) apés administracdo intraperitoneal

de LLS (total de 7 doses, volume administrado: 1 mL) em camundongos fémeas de 25-30 dias.

Grafico interno: curvas de perda de peso no 1°, 3° e 7° dias para diferentes concentragdes de LLS.
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O estudo de toxicidade em camundongos jovens adultos mostra, portanto, que, abaixo
de 5 mg.mL™? (244 mg.kg?), BRS e LLS n&o foram letalmente toxicos. SMEE et al. (1996)
observaram uma perda de massa em camundongos tratados intraperitonealmente com goma
tragacanta a 200 mg.kg™. Outros estudos com administracdo intravenosa de dextrana sulfatada
(FLEXNER et al., 1991) e xilana sulfatada (LUSH et al., 1996) em pacientes com HIV
mostraram trombocitopenia profunda porém reversivel e anormalidades hepaticas, indicando

as possiveis vias de toxicidade de polissacarideos sulfatados in vivo.

4.8 Teste de atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas de
M. scabrella e de L. leucocephala contra YFV (BeH111) e DEN-1 (Hawaii)

in vivo:

As galactomananas nativas (BR e LL) e sulfatadas (BRS e LLS) ndo apresentaram
atividade antiviral frente aos virus da febre amarela selvagem, dengue 1 e dengue 2 em
camundongos recém-nascidos abaixo de 500 pug.mL™, inoculando-se 20 uL de uma mistura
polissacarideo e virus (100 DL50) por via intracerebral, uma vez que todos os animais
morreram apresentando sintomas de doenca por encefalite (paralisia de patas) até o término de
14 dias de observacdo, como verificado para o controle positivo (suspensdo viral sem
polissacarideo). O controle negativo (solucdo de NaCl 0,85%) apresentou todos 0s animais
VIVOS.

O teste de atividade antiviral realizado em camundongos fémeas jovens adultas
inoculando-se virus pela via intraperitoneal a uma diluicdo capaz de matar 100% dos animais,
como verificado pelo controle positivo (Tabela 17, Figura 40, p. 74), mostrou que 0S
derivados sulfatados BRS e LLS apresentaram efeito protetor contra o desenvolvimento de
sintomas e morte por febre amarela quando inoculados simultaneamente com o virus
selvagem (cepa BeH111) a uma concentragdo de 1 mg.mL™ (com uma dose equivalente a 49
mg.kg™). A galactomanana sulfatada LLS apresentou protecdo média de 96,5%, enquanto
BRS apresentou 87,8%. De modo bastante interessante, o animal que apresentou-se doente no
grupo 2 do teste com LLS, desenvolveu paralisia da pata traseira esquerda apenas e foi
mantido sob observacdo durante 3,5 meses, periodo ap6s o qual foi sacrificado, indicando que
a doenca ndo progrediu nesse animal, deixou seqlela, porém foi limitada. Ndo houve

observacdo semelhante nos grupos controles positivos, em que uma vez iniciados os sintomas,
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havia progressdo da doenca até a morte. No Instituto Adolfo Lutz —SP, onde os experimentos
in vivo foram realizados, também ndo ha relatos de estacionamento da doenca em animais

com permanéncia de sequela; os animais paraliticos doentes sempre progrediram até a morte.

Tabela 17: Avaliacdo da atividade antiviral em camundongos fémeas jovens adultas contra o

virus da febre amarela (cepa BeH111) por via intraperitoneal:

NUmero de animais mortos (+) ou doentes (D)
C.neg. BRS  C.neg.LLS C. positivo Teste BRS Teste LLS

Grupo 1 0 0 19+ 4+ 1+
Grupo 2 19+ 3+ 1D
Grupo 3 19+ 0 0

- C. neg.: controle negativo, inoculado com galactomana sulfatada em solucdo de NaCl 0,85% e observados até
0 14° dia para verificacdo de morte, como realizado para os demais grupos;
- C. Positivo: inoculagdo de virus a 25 DL50;

- Teste: com inoculagéo simultanea de virus a 25 DL50 e polissacarideo a 1 mg.mL™.
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Figura 40: Atividade antiviral in vivo de BRS e LLS a uma dose de 49 mg.kg™ (massa do
camundongo: 17-21 g, n: 3 grupos de 19 animais) avaliada pela via intraperitoneal (volume
inoculado: 1 mL, tempo de observacao: 14 dias).

Quando as galactomananas sulfatadas foram inoculadas em jovens adultas (n: 6) no 3°
e 4° dias ap0s a inoculacdo da suspenséo viral (febre amarela — BeH111, 25 DL50), periodo
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em que os animais ainda ndo haviam desenvolvido a doenca, porém comecavam a ficar
questionados com relacdo ao aparecimento dos sintomas, ndo houve protecdo utilizando-se
dose de 49 mg.kg™? de massa animal. O controle positivo (inoculacdo de supensdo viral
apenas), o grupo teste BRS (tratamento com BRS) e o grupo teste LLS (tratamento com LLS)
apresentaram 100% de morte, enquanto o controle negativo (inoculagdo de solucéo salina)
apresentou 100% de animais vivos. A inoculagdo dos polissacarideos ndo retardou o inicio e
nem a progressao normal da doenca.

Embora tenha sido observado um alto efeito protetor de BRS e LLS em jovens adultas
(com inoculacdo simultanea com o virus da febre amarela), ndo houve reproducdo desse efeito
em modelo utilizando camundongos recém-nascidos frente aos virus da febre amarela
selvagem, dengue 1 e dengue 2 (100 DL50, concentracdo de 500 pg.mL™, dose: 2 mg.kg™),
modelo muito mais sensivel a infeccdo devido a baixa resisténcia imune dos recém-nascidos.
Camundongos jovens adultos séo resistentes ao desenvolvimento de doenca pela inoculagéo
do virus da dengue pela via intraperitoneal, razdo pela qual ndo foram testados esses virus
nesse modelo. A concentracdo de teste utilizada para BRS e LLS em experimentos com
jovens adultas foi de 1 mg.mL™, devido & facilidade de filtracdo dos polissacarideos por
membranas de 0,22 um de poro para esterilizacdo, concentracdes superiores a 1 mg.mL™
foram obtidas por autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. A solucdo de NaCl 0,85%
apresentou pH 5-6 apds autoclavacdo. As solucdes de polissacarideos autoclavadas a uma
concentragdo de 10 mg.mL™ apresentaram ap6s autoclavacéo pH 5-6 (BR, LL, LLS) e pH 4-5
(BRS). A Tabela 16 (p. 71), com os dados de ganho médio de massa dos animais inoculados
com LLS indicam que mesmo a 1 mg.mL™, os animais ganham menos massa que o ganho
normal verificado para o grupo controle sem polissacarideo, porém ndo foram registradas
mortes, optando-se entdo por testar essa concentragao.

As amostras BR e LL, de galactomananas nativas, quando testadas quanto a atividade
antiviral contra YFV em camundongos fémeas jovens adultas (n: 6) (via intraperitoneal,
inoculacdo simultanea de virus e solucdo de polissacarideo), nas concentracdes de 5 e 1
mg.mL™, ndo apresentaram efeito protetor, com morte de todos 0s animais entre seis e nove
dias de inoculagdo com desenvolvimento de sintomas.

Camundongos neonatos sdo bastante susceptiveis a replicacdo viral através de
inoculacéo intracerebral, devido ao tropismo viral a esses tecidos. Camundongos de 2-3 dias
apresentam sistema imune imaturo (MOREIN et al., 2002), portanto, a possibilidade de
atividade imunoestimulatéria de BRS e LLS deve ser levada em consideragdo. Outros

polissacarideos como os isolados de Angelica gigas (HAN et al., 1998), Centrosema
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pubescens (SILVA; TOSTES; PARENTE, 2000) e Orbignya phalerata (SILVA; PARENTE,
2001) apresentaram atividades imunomodulatérias. A administracdo intraperitoneal do
polissacarideo de A. gigas a uma dose de 30 mg.kg™ em camundongos, ap6s a imunizacio
com glébulos vermelhos, causou um aumento de 3,2 vezes no nimero de células formadoras
de anticorpos no baco. A uma dose de 50 mg.kg™”, a arabinogalactana de C. pubescens
aumentou a atividade fagocitica em camundongos.

A observacdo de baixos valores de CI50 in vitro, por exemplo para dextranas
sulfatadas contra o HIV-1 (0,4 pg.mL™) e 0 HIV-2 (0,1 ng.mL™) (NEYTS et al., 1995), ndo
assegura uma resposta eficiente in vivo. Isto foi demonstrado pela administragdo de dextrana
sulfatada por via intravenosa a pacientes com infec¢do sintomatica pelo HIV durante 14 dias a
doses 200 vezes maiores que as CI50 obtidas in vitro, porém mostrando-se ineficazes in vivo
(FLEXNER et al., 1991). Isto reforca o conceito de que a atividade antiviral de alguns
polissacarideos sulfatados in vivo ndo pode ser explicada tendo-se por base a inibicdo da

adsorcdo do virus a receptores na célula hospedeira, como parece ocorrer in vitro.

4.9 Realizacdo de teste de desafio e determinacdo dos indices de
neutralizacdo contra o YFV (cepa BeH111l) do soro de camundongos

tratados simultaneamente com virus e os derivados BRS e LLS:

Como ja discutido, quando BRS e LLS foram inoculados simultaneamente a
inoculacdo do virus a uma dose de 49 mg.kg™, LLS mostrou protecdo contra a morte de
96,5% e BRS de 87,7%.

Quando os grupos de animais sobreviventes desse experimento de atividade antiviral
foram desafiados com uma nova inoculacdo de dose letal de YFV, houve sobrevivéncia de
100% dos animais previamente tratados com LLS + YFV e de 93,3% para BRS + YFV, assim
como no grupo previamente tratado com YFV inativado por formaldeido (Figura 41, p. 77).

Os animais dos grupos testes desenvolveram anticorpos neutralizantes contra o YFV
em titulos similares ao grupo inoculado com YFV inativado por formaldeido (Tabela 18, p.
77). A determinacdo da razédo entre o titulo de neutralizagdo dos soros dos grupos testes e do
titulo de neutralizacdo dos soros dos grupos controle negativos mostrou indices de
neutralizacdo de 3,3 para BRS e de 3,7 para LLS. Estes resultados parecem indicar que, de
fato, a inibi¢&o da replicagéo viral por BRS e LLS, in vivo, pode estar acontecendo devido a
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Figura 41: Experimento de desafio (n: 3 grupos de 5 animais) através de inoculacdo
intraperitoneal de camundongos com YFV (37,5 DL50) (volume inoculado: 1 mL, tempo de
observacdo: 50 dias).

Tabela 18: Titulos de neutralizacdo de soros de camundongos pré-desafio contra
YFV(BeH111):

Derivado Titulo do soro °Titulo do soro “Titulo do soro do ndice de
controle negativo  YFV inativado com grupo teste (DL50) neutralizacéo
(DL50) formaldeido
(DL50)
BRS 1077 10°° 10° 3.3
LLS 104 104 10°7 3.7

@ Camundongos previamente inoculados apenas com o derivado (49 mg.kg™), ® camundongos previamente
inoculados com YFV inativado por formaldeido (25 DL50), ¢ camundongos previamente inoculados com
galactomanana sulfatada (49 mg.kg™®) + YFV 25 DL50, ¢ valores representando log;, do indice de

neutralizagdo. Todos os soros foram coletados 50 dias apds a primeira inoculagdo viral.
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4.10 Determinacdo da atividade anticoagulante (Tempo Parcial de
Tromboplastina Ativada — APTT) das galactomananas nativas e sulfatadas

de M. scabrella e de L. leucocephala:

A avaliacdo da atividade anticoagulante dos derivados sulfatados foi realizada porque
polimeros sulfatados podem apresentar essa acdo, que, no caso de polissacarideos com
atividade antiviral, seria considerado um efeito adverso. O APTT € um teste que explora o
sistema intrinseco da coagulacdo e consiste na determinagdo do tempo de coagulacdo de um
plasma a 37°C apos recalcificagdo em presenca de um substituto plaquetéario e de um ativador
derivado do é&cido eldgico (FISCHBACH; FOGDALL, 1985). Os dois polissacarideos
nativos apresentaram tempos de coagulacdo méedios semelhantes ao do plasma normal padréo
(30,4 s), em toda a faixa de concentragdes testadas (Figura 42). A concentracdo de heparina
necessaria para a obtencdo de plasma incoagulavel (tempo igual ou maior que 120 s) foi de
6,7 ng.mL™, enquanto que para os derivados sulfatados BRS e LLS foram de 100 e 53,3

ug.mL™?, respectivamente.
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Figura 42: Andlise dos tempos de coagulacdo do plasma em funcdo da concentragdo,
determinado pelo teste do APTT. S8o considerados incoagulaveis os plasmas com tempo de
coagulacdo iguais ou superiores a 120 s. A concentracdo € expressa com relacdo ao volume de
plasma utilizado.
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As amostras BRS e LLS apresentaram, portanto, atividade anticoagulante que poderia
ser considerada um efeito adverso na utilizacdo destes derivados como drogas antivirais. N&o
foi realizado um estudo de biodisponibilidade in vivo ou de tempo de coagulacdo de plasma
dessas amostras ap6s administracdo intraperitoneal das mesmas a uma dose de 49 mg.kg™
(inoculacdo de 1 mL de uma solugdo 1 mg.mL™) em camundongos, para determinar se hé
atividade anticoagulante apreciavel nas concentracfes testadas. Porém, os estudos anteriores
de toxicidade in vivo, nas doses de até 244 mg.kg™ (inoculacdo de 1 mL de uma solucdo 5
mg.mL™) n&o levaram camundongos & morte.

De modo interessante, apesar dos dois derivados apresentarem massas moleculares
(BRS: 620x10° g.mol™, LLS: 574x10° g.mol™) e porcentagem de sulfato (BRS: 15,3%, LLS:
14,3%) semelhantes, LLS apresentou atividade anticoagulante 2 vezes maior que BRS,
sugerindo que possam existir diferengas estruturais finas entre os dois derivados.

A amostra BRS teria, portanto, menor efeito adverso anticoagulante.
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411 Ressonancia magnética nuclear de carbono-treze (RMN-C) e
hidrogénio (RMN-"H):

Sdo apresentadas as analises das amostras BR (galactomanana nativa de M. scabrella),
BRS (galactomanana sulfatada de M. scabrella), BRSD (derivado sulfatado BRS degradado
por oxidacio com H,0,-Cu™™), LL (galactomanana nativa de L. leucocephala), LLS
(galactomanana sulfatada de L. leucocephala), LLSD (derivado sulfatado LLS degradado por
oxidagdo com H,0,— Cu™).

Os espectros dos derivados foram obtidos a 50°C (com excecéo dos espectros de *C e
DEPT 135 de BRS e LLS, obtidos a 70°C), uma vez que apresentaram degradacéo a 80°C em
tempo superior a 30 horas, mesmo apresentando pH inicial entre 5 e 6. Os espectros de *C
desacoplado e DEPT 135 dos derivados sulfatados s6 puderam ser obtidos em sonda direta de
10 mm, a 70°C, a uma concentracéo de 20 mg.mL™ em D,O (concentraces superiores foram
proibitivas em razdo da alta viscosidade das amostras). Devido a maior sensibilidade do
ndcleo *H, os espectros bidimensionais de correlacdo *H-"H, como os de COSY, TOCSY e
ROESY, puderam ser obtidos a 50°C, com as amostras em concentragdes entre 15 e 20
mg.mL™.

Na tentativa de se obter amostras mais sollveis e menos viscosas, realizou-se a
degradacdo das amostras BRS e LLS através de metodologia empregada por NARDELLA et
al. (1996) e JOUAULT et al. (2001), que utiliza quebra da molécula através de oxidacdo de
ligagdes glicosidicas por perdxido de hidrogénio catalisado por cobre. A reacdo se processa
através da formacao de radicais livres do sistema redox H,O»-Cu*", onde em pH neutro, essas
espécies sdo reativas e degradam a cadeia polissacaridica. Essa metodologia pareceu
apropriada uma vez que a despolimerizacdo promovida em polissacarideos sulfatados, por
esses autores, ndo havia alterado a composicdo monossacaridica ou promovido dessulfatacdo
significante nas condicfes experimentais empregadas. Apos dialise em agua em membranas
com tamanho de corte de 12000 — 14000 Da, a porcentagem de material recuperado foi de
54,8% para BRS e de 41,2% para LLS. O processo empregado permitiu a solubilizacdo em
D,0 de 80-100 mg.mL™ das amostras sulfatadas para serem analisadas a uma temperatura de
50°C, com baixa viscosidade.

Com base no assinalamento dos sinais de hidrogénios anoméricos atribuidos por
GANTER et al. (1995), para oligossacarideos de galactomanana de M. scabrella, foram
identificados os sinais de H-1 de a-galactose (5,02 ppm) e de B-manose (4,76 ppm) para a

galactomanana nativa BR (Figura 43, p. 81). No espectro de RMN-'H do derivado sulfatado
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de galactomanana de M. scabrella (BRS) (Figura 44) foram identificados os sinais de H-1 de

o-galactose (5,02 ppm) e de B-manose (4,76 ppm), além do aparecimento de dois novos sinais

(4,05 e 4,21 ppm). Os dois novos sinais observados no espectro de BRS (Figura 44) tém

correspondéncia no espectro do derivado sulfatado despolimerizado de galactomanana de M.

scabrella (BRSD) e séo assinalados em 4,06 e 4,21 ppm (Figura 45, p. 82).
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Figura 43: Espectro de RMN-'H da galactomanana nativa de M. scabrella (BR), 20 mg.mL™
em D,0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturagéo do HOD.
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Figura 44: Espectro de RMN-'H da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatagdo (BRS), 20 mg.mL™ em D0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 45: Espectro de RMN-"H da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatacéo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 400 MHz, com pré-
saturacdo do HOD.

Com base no assinalamento de *C para a galactomanana de Trigonella foenum-
graecum (Man/Gal: 1,1) (RAMESH et al., 2001) e para a galactomanana de Schizolobium
amazonicum (Man/Gal: 3,0) (GANTER et al., 1995), foram assinalados os valores obtidos
para a galactomanana de M. scabrella (Figura 46, p. 83, Tabela 19, p. 85), cuja andlise
estrutural por RMN-*3C de seus oligossacarideos ja foi descrito anteriormente por GANTER
et al. (1995).

O espectro de **C de BRS (Figura 47, p. 83), derivado ndo degradado por H,0,-Cu*™,
obtido a 70°C, é semelhante ao espectro de *C de BRSD (Figura 49, p. 84), indicando que a
reacdo de degradacdo parece ter preservado a estrutura original do derivado e o espectro de
DEPT 135 (Figura 48, p. 84) identifica o sinal em 67,5 ppm, como sendo um carbono
metilénico, portanto, confirmando ser o sinal de um C-6 em galactomananas. No espectro de
BRS obtido em sonda de 10 mm a 70°C (DEPT 135, Figura 48, p. 84), verifica-se 0
aparecimento de sinais em 93,7 e 96,5 ppm, que corresponderiam a sinais de C-1 de a-D-Gal
livre e de B-D-Gal livre, respectivamente (AGRAWALL, 1992), indicando degradacdo da
amostra a 70°C.

Comparando-se os deslocamento quimicos de *C observados por RAMESH et al.
(2001) e GANTER et al. (1995), foram identificados, no espectro de BRSD (Figura 49, p. 84),
3 sinais de carbonos anoméricos (C-1 Man: 100,0 ppm; C-1 Gal: 98,9 e 98,7 ppm), C-6 Gal
(61,2 ppm), C-6 Man ndo substituida (60,5 ppm) e C-6 Man substituida por galactose (66,5
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ppm), que sdo observados onde ndo ha sobreposicdo de sinais em espectros de
galactomananas. Por comparacdo com o espectro de **C da galactomanana nativa de M.
scabrella (Figura 46), puderam ser identificados os seguintes sinais: C-2 Gal (68,4 ppm), C-3
Gal (69,4 ppm), C-4 Gal (69,3 ppm), C-5 Gal (71,2 ppm), C-2 Man (69,9 ppm), C-3 Man
(71,3 ppm), C-4 Man (77,0 ppm), C-5 Man (73,2 ppm). Além do segundo sinal de C-1 Gal

(98,9 ppm) anteriormente citado, foram observados também novos sinais em 67,5 ppm, 69,0

ppm e 68,3 ppm.
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Figura 46: Espectro de RMN-"C da galactomanana nativa de sementes de M. scabrella (BR),
30 mg.mL™ em D,0, a 70°C, 100 MHz.
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Figura 47: Espectro de RMN-"*C da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada

por sulfatacdo (BRS), 20 mg.mL™ em D0, a 70°C, sonda de 10 mm, 100 MHz.
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Figura 48: Espectro de RMN-"*C DEPT 135 da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo (BRS), 20 mg.mL™ em D,0, a 70°C, sonda de 10 mm, 100 MHz.
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Figura 49: Espectro de RMN-"*C da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 100 MHz.
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Tabela 19: Atribuicdes dos deslocamentos quimicos de **C-RMN da galactomanana nativa de

sementes de M. scabrella:

Posicdlo ~ —C (ppm)  Posicdo  —C (ppm)

Galactose Manose
1 98,9 1 100,1
2 68,6 2 70,0
3 69,6 3 71,5
4 69,4 4 77,0
5 71,3 5 73,5
6 61,3 6 66,7 / 60,7*

* C-6 de manose néo substituida por galactose.

Quando uma hexose livre € tratada em condi¢des brandas com um agente sulfatante, o
primeiro éster formado seria o 6-sulfato, devido a maior reatividade de grupos hidroxilicos
primarios a agentes esterificantes. A escolha do agente sulfatante, solvente e temperatura
parece influenciar na posicdo dos substituintes sulfato nos derivados sintetizados (TURVEY,
1965). WHISTLER e SPENCER (1961) observaram que polissacarideos como dextranas e
acido alginico, que apresentam pouco ou nenhum grupo hidroxilico primario livre,
apresentaram baixo grau de derivatizacdo quando submetidos a reacdo de sulfatacdo,
sugerindo que os grupos de hidroxilas primarias estariam inicialmente envolvidos na
sulfatacdo. A galactomanana de M. scabrella, bastante substituida (Man:Gal 1,1), apresenta
predominantemente como hidroxilas primarias livres a 6-OH de galactose. A comparacéo dos
novos sinais observados para BRS (Figura 47, p. 83) ou BRSD (Figura 49, p. 84) com os
valores observados por CONTRERAS et al. (1988) para metil a-D-galactopiranosideos 2-, 3-,
4- e 6- monossulfatados mostra que o deslocamento esperado para uma substituicdo em C-6
Gal seria de + 6,33 ppm para **C e de + 0,473 ppm para 'H (Tabela 20, p. 86), portanto, o
sinal observado em 67,5 ppm, correlacionado ao *H: 4,21 ppm (Figura 61, p. 119), pode ser
atribuido ao C-6 Gal 6-SO4. Todos os espectros bidimensionais obtidos para a galactomanana
nativa (BR), derivado sulfatado (BRS) e derivado sulfatado despolimerizado (BRSD) de M.

scabrella sdo apresentados no anexo referente (p. 118-129).
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Tabela 20: Dados de RMN-"3C e *H para metil o-D-galactopiranose 6-SO, (CONTRERAS et
al., 1988):

0 13c , ppm (deslocamento relativo, ppm) O 11, ppm (deslocamento relativo, ppm)
Metil a-D-Gal Metil a-D-Gal 6-SO4 Metil a-D-Gal Metil a-D-Gal 6-SO4

C-1 100,67 100,62 (- 0,05) H-1 4,837 4,842 (+ 0,005)

C-2 69,47 69,3 (- 0,17) H-2 3,819 3,830 (+ 0,011)

C-3 70,76 70,23 (- 0,53) H-3 3,811 3,828 (+0,017)

C-4 70,50 70,49 (- 0,01) H-4 3,968 4,018 (+ 0,050)

C-5 71,99 69,73 (- 2,26) H-5 3,897 4,148 (+0,251)

C-6 6250 68,83 (+ 6,33) H-6 3,74/3,752 4,214 (+0,473)/

4,158 (+ 0,406)

Por comparagdo com os deslocamentos para campo mais baixo ou mais alto dos sinais
de galactose sulfatada em C-6, 0s novos sinais identificados em BRSD (Figuras 60 e 61, p.
118-119) poderiam ser atribuidos como: C-6 / H-6 Gal 6-SO, (67,5 / 4,21 ppm), C-5 / H-5
Gal 6-SO4 (69,0 / 4,13 ppm), C-4 / H-4 Gal 6-SO, (69,3 / 4,06 ppm) e C-2 / H-2 Gal 6-SO4
(68,3 / 3,82 ppm). O desdobramento do sinal de carbono anomérico de galactose poderia ser
atribuido a C-1 / H-1 de Galactose 6-sulfato (98,9 / 5,04 ppm), por estar mais desprotegido.

O espectro de COSY de BR (Figura 62, p. 120) permitiu a identificacdo dos
acoplamentos vicinais H-1 Gal / H-2 Gal (5,02 / 3,84 ppm), H-2 Gal / H-3 Gal (3,84 / 3,93
ppm), H-3 Gal / H-4 Gal (3,93 / 4,00 ppm), H-1 Man /H-2 man (4,76 / 4,14 ppm), H-2 man /
H-3 Man (4,14 / 3,82 ppm).

O espectro de COSY de BRS (Figura 63, p. 121) permitiu a identificacdo dos
acoplamentos vicinais H-1 Gal / H-2 Gal (5,02 / 3,83 ppm), H-2 Gal / H-3 Gal (3,83 / 3,93
ppm), H-3 Gal / H-4 Gal (3,93 / 4,00 ppm), ndo sendo possivel identificar os sinais de
correlacdo vicinal entre os hidrogénios da manose.

No espectro de 'H-'H COSY (Figura 64, p. 122) de BRSD, de correlacio
homonuclear a 2 e 3 ligacGes quimicas, onde é possivel visualizar os acoplamentos entre
hidrogénios ligados geminal e vicinalmente, observam-se as seguintes correlacées: H-1 / H-2
Gal (5,04 / 3,84 ppm), H-2 / H-3 Gal (3,84 / 3,96 ppm), H-2 / H-3 Man (4,14 / 3,79 ppm), H-3
/ H-4 Man (3,79 / 3,86 ppm), H-4 / H-5 Gal 6-SO4 (4,06 / 4,13 ppm), H-5/ H-6 Gal 6-SO,
(4,13 /4,21 ppm).

No espectro de TOCSY de BR (Figura 65, p. 123), que mostra os acoplamentos entre

hidrogénios dentro de um mesmo anel, foram observadas as seguintes correlagdes a 4 ou mais
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ligagdes quimicas: H-1 Gal / H-3 Gal (5,02 / 3,93 ppm) e H-1 Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00
ppm), confirmando que esses sinais pertencem ao anel de galactose.

No espectro de TOCSY de BRS (Figura 66, p. 124) foram observados 0s
acoplamentos H-1 Gal / H-3 Gal (5,02 / 3,93 ppm) e H-1 Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00 ppm).

No espectro de TOCSY de BRSD (Figura 67, p. 125), foram observados o0s
acoplamentos: H-1 / H-3 Gal (5,04 / 3,92 ppm), H-1 / H-4 Gal (5,04 / 4,00 ppm), H-2 / H-4
Man (4,14 / 3,86 ppm), H-2 / H-4 Gal 6-SO, (3,82 / 4,06 ppm).

No espectro de ROESY de BR (Figura 68, p. 126) que mostra os acoplamentos
dipolares entre os hidrogénios, foram observadas as correlagdes H-1 Gal / H-6 Man (5,02 /
3,95 ppm) e H-1 Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00 ppm), indicando, no primeiro caso, a proximidade
de hidrogénios de carbonos unidos por ligagdo glicosidica e no segundo caso, provavelmente,
a proximidade entre hidrogénios presentes em 2 unidades diferentes de galactose, uma vez
que sdo galactomananas bastante substituidas.

No espectro de ROESY de BRS (Figura 69, p. 127) foi observada a correlagdo H-1
Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00 ppm), indicando provavelmente, a proximidade entre hidrogénios
presentes em 2 unidades diferentes de galactose.

No espectro de HMBC de BRSD (Figuras 70 e 71, p. 128-129), onde se obtém as
correlacdes *H-"3C a 2 ou 3 ligacBes quimicas, foram observados os seguintes acoplamentos:
%) H-1ca / C-3ca (5,04 / 69,4 ppm), 23 H-1yan / C-2man (4,76 /69,9 ppm), 2 H-Lyian / C-3man
(4,76 1 71,3 ppm), %3 H-1yan/C-4man (4,76 1 77,0 ppm), 2 H-6ca1 6-s0: / C-5cal 6.50s (4,21 / 69,0
ppm), 2 H-5641 / C-4cal (3,89 / 69,3 ppm), %) H-2yian / C-3man (4,14 / 71,3 ppm), °J H-5¢4 / C-
4641 (3,89 / 69,3 ppm), 2 H-3man / C-2man (3,79 / 69,9 ppm), J H-5pan / C-Bvian subsituida (3,75 /
66,5 ppm), *J H-6ca1 / C-4ca (3,77 /69,3 ppm), 2J H-6a / C-5¢a (3,77 / 71,2 ppm).

As atribuicdes dos sinais de BRSD podem ser resumidas na Tabela 21 (p. 88), que da
as correlages encontradas no espectro de HMQC (Figuras 60 e 61, p. 118-119). Néo foi
possivel atribuir o hidrogénio ligado ao C-3 Gal 6-SO,, deduzido pelos valores encontrados
por CONTRERAS et al. (1988) e tanto C-2 quanto o C-3 de galactose sulfatada em C-6 néo

tiveram seus assinalamentos confirmados pelos espectros bidimensionais.
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Tabela 21: Atribuicdes das correlacdes *H-"3C observadas no espectro de HMQC de BRSD:

100,0 4,76 C-1/H-1Man

98,9 5,04 C-1/H-1 Gal 6-SO4
98,7 5,04 C-1/H-1Gal

77,0 3,86 C-4/ H-4 Mans e ns
73,2 3,75 C-5/H-5 Man

71,3 3,79 C-3/H-3 Man

71,2 3,89 C-5/H-5Gal

69,9 4,14 C-2/ H-2 Man

69,4 3,96 C-3/H-3 Gal

69,3 4,06 C-4 / H-4 Gal 6-SO4
69,3 4,00 C-4/ H-4 Gal

69,0 4,13 C-5/ H-5 Gal 6-SO4
68,4 3,84 C-2/H-2Gal

68,3 3,82 C-2 / H-2 Gal 6-SO,
67,5 4,21 C-6 / H-6 Gal 6-SO4
66,5 3,96 C-6 / H-6 Man

61,2 3,77 C-6 / H-6 Gal

*g: substituida

*ns: ndo substituida

No espectro de RMN-'H da galactomanana nativa de L. leucocephala (LL) (Figura 50,
p. 89) foram identificados os sinais de H-1 de galactose (5,02 ppm) e de manose (4,75 ppm).

No espectro da galactomanana sulfatada de L. leucocephala (LLS) (Figura 51, p. 89)
foram identificados os sinais de H-1 de galactose (5,02 ppm) e de manose (4,75 ppm). O
espectro de *H com supressdo do HOD (Figura 51, p. 89) de LLS ndo apresentou diferenca
observavel com o espectro da galactomanana nativa LL (Figura 50, p. 89), indicando que
pode ter ocorrido sulfatacdo em posicOes diferentes das de BRS.

O espectro de 'H de LLSD (Figura 52, p. 90) também ndo permitiu observar
diferencas com relacdo ao espectro da amostra nativa LL (Figura 50, p. 89), com excec¢édo de
sinais de baixa intensidade em 4,21 e 3,68 ppm. Realizou-se uma anélise de RMN-'H a 30°C
(Figura 53, p. 90), de modo a deslocar o sinal do HOD para campo mais baixo, verificando-se
que o sinal em 4,21 ppm ainda era observado.
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Figura 50: Espectro de RMN-'H da galactomanana nativa de sementes de L. leucocephala
(LL), 15 mg.mL™* em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com supress&o do HOD.
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Figura 51: Espectro de RMN-'H da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatagdo (LLS), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-
saturacdo do HOD.
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Figura 52: Espectro de RMN-'H da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacéo e despolimerizada (LLSD), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 400
MHz), com pré-saturacdo do HOD.
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Figura 53: Espectro de RMN-'H da galactomanana de sementes de L. leucocephala

modificada por sulfatacéo e despolimerizada (LLSD), 15 mg.mL™ em D,0, a 30°C, (*H: 400
MHz).
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Com base no assinalamento de *C para a galactomanana de Trigonella foenum-
graecum (Man/Gal: 1,1) (RAMESH et al., 2001) e para a galactomanana de Schizolobium
amazonicum (Man/Gal: 3,0) (GANTER et al., 1995), foram assinalados os valores obtidos
para a galactomanana de L. leucocephala (Figura 54, p. 92, Tabela 22, p. 94).

O espectro de *3C de LLS (Figura 55, p. 92), derivado n&o degradado por H,0,-Cu*™,
obtido a 70°C, é semelhante ao espectro de *C de LLSD (Figuras 57 e 58, p. 93-94),
indicando que a reacao de degradacdo parece ter preservado a estrutura original do derivado.

Por comparagdo com os sinais de ‘*C assinalados para a galactomanana de L.
leucocephala (Tabela 22, p. 94), foram identificadas nas regides ndo sobrepostas do espectro
de *C de LLSD (Figuras 57 e 58, p. 93-94), 3 sinais de carbonos anoméricos (C-1 Man: 100,1
e 99,9 ppm, C-1 Gal: 98,8 ppm) e os sinais de C-6 Mans (substituida por galactose) (66,5
ppm), C-6 Gal (61,1 ppm) e C-6 Manns (ndo substituida) (60,5 ppm). Os sinais de C-6 de
galactose e de manose foram confirmados pelo espectro de DEPT 135 (Figura 56, p. 93),
através da inversdo desses sinais. A analise comparativa levou a identificacdo dos seguintes
sinais: C-2 Gal (68,4 ppm), C-3 Gal (69,4 ppm), C-4 Gal (69,3 ppm), C-5 Gal (71,3 ppm), C-
2 Man (69,9 ppm), C-3 Mans (71,4 ppm), C-3 Manns (71,2 ppm), C-4 Man (76,7 ppm), C-5
Man (73,4 ppm), C-5 Manns: (75,0 ppm). A analise dos espectros de *C obtidos para a
amostra LLS em 70°C em sonda direta de 10 mm (Figura 55, p. 92) e de LLSD a 50°C em
sonda inversa de 5 mm (Figura 58, p. 94), embora possam ter sido adquiridas com alguma
perda de grupos sulfato, apresenta evidéncia de um novo sinal em 66,7 ppm, sobreposto ao
sinal em 66,5 ppm, que corresponde ao C-6 de manose substituida. Levando-se em
consideracdo a probabilidade de sulfatacio em C-6 Gal e C-6 Man (que sdo carbonos
primarios), esse sinal poderia corresponder ao C-6 Man 6-SO,. Aqui, um fato importante a ser
considerado é que a galactomanana nativa LL, menos substituida (Man/Gal 1,4), que
apresenta tanto C-6 Gal como C-6 Man com hidroxilas primarias livres, parece ter sido
sulfatada preferencialmente nas unidades de manose. Comportamento semelhante foi
observado por SIERAKOWSKI et al. (2000) quando oxidaram especificamente C-6 de
galactomanana de L. leucocephala, conseguindo oxidacéo total dos C-6 de manose e parcial
dos C-6 de galactose. E possivel que o aquecimento da amostra a 70°C durante 12 horas
(tempo de aquisicdo do espectro de LLS) ou a degradagdo com H,O,-Cu para a producéo de
LLSD tenham levado a perda de grupos sulfato, porém, se ndo houve perda, a dosagem de
sulfato com o BaCl, estaria superestimada. De qualquer maneira, o espectro de 'H de LLS,
obtido a 50°C (Figura 51, p. 89), onde ndo haveria degradacdo da amostra, mostra pouca
diferenca com relacdo ao espectro nativo (Figura 50, p. 89) e a presenca de sulfato no



derivado LLS é confirmada pela analise de infravermelho (Figura 28, p. 60) e pelo teste de

atividade anticoagulante (Figura 42, p. 78).
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Figura 54: Espectro de RMN-'*C da galactomanana nativa de sementes de L. leucocephala
(LL), 30 mg.mL™ em D,0, a 70°C, (**C: 100 MHz).
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Figura 55: Espectro de RMN-*C da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacdo (LLS), 20 mg.mL™ em D,0, a 70°C, sonda de 10 mm, 100 MHz.
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Figura 56: Espectro de RMN-*C DEPT 135 da galactomanana de sementes de L.
leucocephala modificada por sulfatacdo (LLS), 20 mg.mL™ em DO, a 70°C, sonda de 10

mm, 100 MHz.
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Figura 57: Espectro de RMN-*C da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacio e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 100 MHz.
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Figura 58: Expansdo do espectro de RMN-*C da galactomanana de sementes de L.
leucocephala modificada por sulfatacdo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D0, a
50°C, 100 MHz.

Tabela 22: Atribuicdes dos deslocamentos quimicos de RMN-C da galactomanana de
sementes de L. leucocephala:

Posicio  °C (ppm) Posicdo  °C (ppm)

Galactose Manose
1 98,9 1 100,1
2 68,6 2 70,1
3 69,6 3 71,5
4 69,4 4 76,9/76,7*
5 71,2 5 75,1* /73,6
6 61,2 6 66,7 / 60,7*

* Manose ndo substituida por galactose
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A comparacdo dos sinais de **C da regido de C-4 de manose também confirma as
diferencas de estrutura fina entre as galactomananas BR e LL (Figura 59), observando-se
em BR, sinal relacionado a manose substituida em maior intensidade que LL.

b e

Figura 59: Expansdo da regido de C-4 de manose das galactomananas nativas BR (A) e LL
(B) em D0, a 70°C, 30 mg.mL™, 100 MHz.

A Tabela 23 (p. 96), que compara os deslocamentos quimicos de *H e de *3C para
metil a-D-manopiranose e metil 6-O-sulfonato-a.-D-manopiranose mostra que a sulfatacdo de
C-6 Man levaria a um deslocamento no sinal de C-6 Man de + 6,03 ppm e em C-5 Man de -
2,3 ppm. Ja o sinal de H-6 Man seria deslocado em + 0,46 ppm e H-5 Man em + 0,23 ppm.
KOLENDER et al. (1997) também observam na andlise de uma o-(1—3)-D-manana
sulfatada, que unidades com ou sem grupo sulfato em C-6 diferem apenas nos deslocamentos
quimicos de C-6 (que na unidade sulfatada é deslocado em + 6,4 ppm) e de C-5 (que é

deslocado em — 0,2 ppm).
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Tabela 23: Dados de RMN-C e 'H para metil 6-O-sulfonato-o-D-manopiranose
(BERLININD et al., 1994; VIDAL et al., 2002):

0 13c , ppm (deslocamento relativo, ppm) O 11, ppm (deslocamento relativo, ppm)

Metil a-D-Man *Metil a-D-Man 6-SO, Metil a-D-Man **Metil a-D-Man 6-SO4

C-1 1014 101,3 H-1 464 4,64

C-2 705 70,2 H-2 3,81 3,81

c-3 71,2 70,7 H-3 3,64 3,65

C-4 674 66,7 H-4 354 3,56

c-5 731 70,8 (- 2,3) H-5 3,48 3,71 (+0,23)

C6 6.6 67,6 (+ 6,0) H-6 3,65/3,77 4,10 (+0,45) /
4,23 (+ 0,46)

* 0s valores foram corrigidos pelo sinal do OCH; de 55,55 para 55,2 ppm.

** os valores foram corrigidos pelo sinal do OCHj; de 3,42 para 3,29 ppm.

Verifica-se que além do novo sinal em 66,7 ppm para LLSD (Figura 58, p. 94), que
poderia ser atribuido ao C-6 Man 6-SO, (com um deslocamento de + 6,2 ppm para campo
baixo), o outro novo sinal observado em 72,9 ppm poderia ser atribuido ao C-5 Man 6-SO,
(com um deslocamento para campo alto de — 2,1 ppm). Todos 0s espectros bidimensionais
obtidos para a galactomanana nativa (LL), derivado sulfatado (LLS) e derivado sulfatado
despolimerizado (LLSD) de L. leucocephala sdo apresentados no anexo referente (p. 131-
140). O espectro de HMQC (Figuras 72, 73 e 74, p. 131-133) mostra que o hidrogénio
diretamente ligado ao C-5 Man 6-SO, tem &;4: 3,68 ppm, 0 que corresponderia a uma
diferenca de 0,13 ppm com relacéo ao sinal de H-5 Man sem sulfato (514: 3,55 ppm). O novo
sinal, pouco intenso, observado em 4,21 ppm, no espectro de *H, sem supressdo do HOD a
30°C (Figura 53, p. 90), poderia corresponder ao sinal de H-6 de Man 6-SO,;. Como 0s
espectros bidimensionais foram obtidos com a supressdo do HOD, a correlagdo desse sinal
em 4,21 ppm com o sinal de C-6 Man 6-SO, poderia ser de dificil deteccdo. De fato, verifica-
se uma correlacéo entre os sinais 4,21 e 66,7 ppm no espectro de HMQC (Figura 74, p. 133)
que se confunde com o ruido do espectro.

O espectro de COSY de LL (Figura 75, p. 134) permitiu a identificacdo dos
acoplamentos vicinais H-1 Gal / H-2 Gal (5,02 / 3,83 ppm), H-2 Gal / H-3 Gal (3,83 / 3,93
ppm), H-3 Gal / H-4 Gal (3,93 / 4,00 ppm), H-1 Man / H-2 Man (4,75 / 4,13 ppm), H-2 Man /
H-3 Man (4,13 / 3,82 ppm). O espectro de COSY de LLS (Figura 76, p. 135) permitiu a
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identificacdo dos acoplamentos vicinais H-1 Gal / H-2 Gal (5,02 / 3,84 ppm) e H-2 Gal / H-3
Gal (3,84 / 3,93 ppm).

No espectro de TOCSY de LL (Figura 77, p. 136) foram observadas as seguintes
correlacdes *H-'H a 4 ou mais ligacdes: H-1 Gal / H-3 Gal (5,02 / 3,93 ppm) e H-1 Gal / H-4 .
Gal (5,02 / 4,00 ppm), confirmando que esses sinais pertencem ao anel de galactose.No
espectro de TOCSY de LLS (Figura 78, p. 137) foram observadas as correlagcdes H-1 Gal / H-
3 Gal (5,02 / 3,93 ppm) e H-1 Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00 ppm). No espectro de TOCSY de
LLSD (Figura 79, p. 138) foram observadas as correlagdes: H-1 / H-3 Gal (5,03 / 3,94 ppm),
H-1/H-4 Gal (5,03 / 4,03 ppm).

No espectro de ROESY de LL (Figura 80, p. 139) que mostra os acoplamentos
dipolares entre os hidrogénios, foram observadas as correlagdes H-1 Gal / H-6 Man (5,02 /
3,95 ppm) e H-1 Gal / H-4 Gal (5,02 / 4,00 ppm).

No espectro de HMBC (Figura 81, p. 140) de LLSD foram identificadas as seguintes
correlacdes: %J H-1man / C-2man (4,76 1 69,9 ppm), 33 H-Lyan / C-3man (4,76 / 71,4 ppm), 31 H-
Inman / C-5man (4,76 1 73,4 ppm), *J H-1pan / C-4pian (4,76 1 76,7 ppm), I H-2pan / C-3wian (4,76
1 71,4 ppm), 23 H-2ian / C-dwtan (4,14 1 76,7 ppm), %) H-4ga | C-26a (4,03 / 68,4 ppm), 2J H-
3man / C-2man (4,00 / 69,9 ppm), °J H-564 / C-6car (3,90 / 61,2 ppm), %) H-664 / C-4ca (3,77 /
69,3 ppm), *J H-5pman / C-3wan (3,76 / 71,4 ppm).

As atribuicdes dos sinais de LLSD podem ser resumidas na Tabela 24 (p. 98), que da
as correlagdes encontradas no espectro de HMQC (Figuras 72, 73 e 74, p. 131-133). A anélise
dos espectros de TOCSY e de HMBC ndo permitiu a observagdo de acoplamentos que
pudessem relacionar os sinais de carbonos e de hidrogénios de H-6 / C-6 Man 6-SO, e de H-5
/ C-5 Man 6-SO. E possivel que existam outras posi¢des substituidas por grupo sulfato, tanto
em BRSD como em LLSD, em quantidades ndo detectaveis pela analise de RMN, sendo
necessaria ainda a realizacdo posterior de analises de espectrometria de massas de derivados
metilados dessas amostras.
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Tabela 24: Atribuicdes das correlacdes *H-"3C observadas no espectro de HMQC de LLSD:

5 °C (ppm) & *H (ppm) Atribuicédo

100,1 4,76 C-1/H-1Man

99,9 4,76 C-1/H-1Man

98,8 5,03 C-1/H-1Gal

76,7 3,87 C-4 / H-4 Man

75,0 3,55 C-5/H-5Manns
73,4 3,76 C-5/H-5Mans

72,9 3,68 C-5/H-5 Man 6-SO,
71,4 3,82 C-3/H-3 Man

71,3 3,90 C-5/H-5Gal

71,2 4,00 C-3/H-3 Manns
69,9 4,14 C-2/ H-2 Man

69,4 3,94 C-3/H-3Gal

69,3 4,03 C-4/ H-4 Gal

68,4 3,85 C-2/H-2 Gal

66,7 4,21 C-6 / H-6 Man 6-SO4
66,5 3,98/383 C-6/H-6 Mans

61,1 3,77 C-6 / H-6 Gal

60,5 3,93/3,77  C-6/H-6 Manns




99

. CONCLUSOES:

Os rendimentos das galactomananas purificadas de sementes de Cassia fastuosa, Mimosa
scabrella e de Leucaena leucocephala foram: 19,3%, 22,2% e 13,3%, e, a relagdo molar
Man:Gal de 2,9, 1,1 e 1,4, respectivamente.

Estudos de atividade antiviral dos derivados sulfatados, urdnicos e urdnico/sulfatados
contra 0 HSV-1 mostraram que a propriedade € dependente da presenca dos grupamentos
sulfato e que a oxidagdo por si s6 ndo promove atividade antiviral. Os derivados de
galactomanana de L. leucocephala apresentaram atividade similar aos derivados de M.
scabrella em valores mais baixos de DS (LL-S:0,60, LLOS:0,33, BR-S:1,4, BROS:0,8).
Os derivados testados apresentaram inibicdo de 50% das UFPs nas concentracoes de 0,38
ug.mL™? para BR-S e 14,6 pg.mL™ para BROS, inibicdo de 77 % na concentracdo de 4
ng.mL™? para LL-S e inibicdo de 60,5 % na concentracdo de 3,2 ug.mL™ para LLOS, com
melhores resultados que os derivados de galactomanana de C. fastuosa, menos substituida.
CFS (DS: 0,22) e CFOS (DS: 0,30) promoveram, respectivamente, 91 e 94% de inibicao
nas concentracdes de 1131 e 1218 ug.mL™.

Os derivados sulfatados BRS e LLS utilizados nos experimentos de atividade antiviral
contra arbovirus apresentaram M, de 620 kDa (BRS) e 574 kDa (LLS) e perfis
homogéneos de elui¢cdo pelo HPSEC-MALLS; o aparecimento de banda de estiramento
axial de S=O em torno de 1250 cm™ no infravermelho para BRS e LLS confirmam a
presenca de sulfato nas moléculas; os derivados BRS e LLS apresentaram,
respectivamente, 15,3 e 14,3% de sulfato por dosagem com BaCls.

Nos experimentos in vitro, para o dengue 1, as concentracdes capazes de reduzir em 100
vezes o titulo viral foram de 347 ug.mL™ (BRS) e de 37 pg.mL™ (LLS) e para o virus da
febre amarela selvagem foram de 1055 pug.mL™ (BRS) e de 386 pg.mL™ (LLS). Obteve-
se melhor resposta com o derivado LLS, de L. leucocephala.

Nos experimentos in vivo, abaixo de 5 mg.mL™ (244 mg.kg™), BRS e LLS néo foram
letalmente toxicos e LLS apresentou protecdo média de 96,5%, enquanto BRS apresentou
87,8% contra o YFV quando inoculados com 1 mL de solugio a 1 mg.mL™
simultaneamente & inoculacgéo do virus.

Quando inoculados simultaneamente & inoculagdo do YFV em camundongos jovens
adultos (via intraperitoneal), permitiram o desenvolvimento de resposta imune contra o

virus semelhante a produzida por inoculacdo de YFV inativado por formaldeido,
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induzindo indices de neutralizacdo de 3,3 (BRS) e 3,7 (LLS) nos soros de camundongos.
A observacdo dessa reposta de desenvolvimento de anticorpos neutralizantes somada a
baixa atividade antiviral in vitro, auséncia de atividade antiviral em camundongos recém-
nascidos e boa resposta antiviral in vivo em animais jovens-adultos, parecem indicar que a

acdo antiviral esteja sendo exercida por um mecanismo imunoestimulatorio.

A determinacédo da atividade anticoagulante dos derivados BRS e LLS mostrou poténcia
de LLS duas vezes maior que a de BRS, indicando que BRS apresentaria menor efeito

adverso anticoagulante que LLS.

A anélise dos espectros de RMN de 1H, 1D e 2D de BR, BRS, LL e de LLS, levou ao
assinalamento parcial dos hidrogénios e carbonos dos polissacarideos nativos e dos
derivados sulfatados de M. scabrella e de L. leucocephala. As melhores condicbes de
analise, para melhor resolucéo dos sinais a 50°C, foram resultado de obtencédo de amostras
de mais baixa massa molecular por meio de oxidagdo com H,0,-Cu™™; a analise dos
espectros indica que BRS foi preferencialmente sulfatado em C-6 Gal (8 *C: 67,5 ppm, &
'H: 4,21 ppm) e LLS em C-6 Man (8 **C: 66,7 ppm, & *H: 4,21 ppm).

A analise comparativa das estruturas quimicas de BRS e de LLS, frente as respostas
antivirais in vitro e in vivo contra YFV (BeH111) e DEN-1 (Hawaii), parece indicar que
galactomananas sulfatadas preferencialmente em C-6 Man, ou seja, menos substituidas
por galactose, apresentam melhor resposta antiviral contra esses arbovirus. Esses
resultados indicam que a galactomanana sulfatada de Cassia fastuosa, por ser menos
substituida, poderia ser uma candidata em potencial para estudos posteriores de atividade

antiviral contra esses arbovirus.
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ANEXOS

A. Espectros bidimensionais da galactomanana nativa (BR), derivado
sulfatado (BRS) e derivado sulfatado despolimerizado (BRSD) de sementes
de M. scabrella
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Figura 60: Espectro de 'H-*C HMQC da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D0, a 50°C, (*H:
400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 61: Expanséo do espectro de HMQC da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D0, a 50°C, (*H:
400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 62: Espectro de 'H-'H COSY da galactomanana nativa de sementes de M. scabrella
(BR), 20 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacdo do HOD.
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Figura 63: Espectro de 'H-'H COSY da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo (BRS), 20 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacio
do HOD.
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Figura 64: Espectro de 'H-'H COSY da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D,O, a 50°C, 400
MHz, com pré-saturacdo do HOD.
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Figura 65: Espectro de TOCSY da galactomanana nativa de sementes de M. scabrella (BR),
20 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacio do HOD.
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Figura 66: Espectro de TOCSY da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatagdo (BRS), 20 mg.mL™ em D0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 67: Espectro de TOCSY da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatacéo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D,0, a 50°C, 400 MHz, com pré-
saturacdo do HOD.
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Figura 68: Espectro de ROESY da galactomanana nativa de sementes de M. scabrella (BR),
20 mg.mL™ em D0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturaco do HOD.
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Figura 69: Espectro de ROESY da galactomanana de sementes de M. scabrella modificada
por sulfatagdo (BRS), 20 mg.mL™ em D0, a 50°C, 500 MHz, com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 70: Espectro de 'H-*C HMBC da galactomanana de sementes de M. scabrella
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D0, a 50°C, (*H:
400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 71: Expansdo do espectro de *H-*C HMBC da galactomanana de sementes de M.
scabrella modificada por sulfatacdo e despolimerizada (BRSD), 100 mg.mL™ em D0, a
50°C, (*H: 400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacio do HOD.
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B. Espectros bidimensionais da galactomanana nativa (LL), derivado
sulfatado (LLS) e derivado sulfatado despolimerizado (LLSD) de sementes

de L. leucocephala
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Figura 72: Espectro de *H-*C HMQC da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 400
MHz, *3C: 100 MHz), com pré-saturacio do HOD.
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Figura 73: Expansdo do espectro de ‘H-*C HMQC da galactomanana de sementes de L.

leucocephala modificada por sulfatacdo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D0, a

50°C, (*H: 400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacio do HOD.
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Figura 74: Expansdo do espectro de ‘H-*C HMQC da galactomanana de sementes de L.

leucocephala modificada por sulfatacdo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D0, a

50°C, (*H: 400 MHz, *C: 100 MHz), com pré-saturacio do HOD.
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Figura 75: Espectro de 'H-'H COSY da galactomanana nativa de sementes de L.
leucocephala (LL), 15 mg.mL™ em D0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-saturacdo do
HOD.
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Figura 76: Espectro de 'H-'H COSY da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacdo (LLS), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-
saturacdo do HOD.
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Figura 77: Espectro de TOCSY da galactomanana nativa de sementes de L. leucocephala

(LL), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 78: Espectro de TOCSY da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatagdo (LLS), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-
saturacdo do HOD.
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Figura 79: Espectro de TOCSY da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacdo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 400
MHz), com pré-saturacdo do HOD.
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Figura 80: Espectro de ROESY da galactomanana nativa de sementes de L. leucocephala
(LL), 15 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 500 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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Figura 81: Espectro de *H-*C HMBC da galactomanana de sementes de L. leucocephala
modificada por sulfatacéo e despolimerizada (LLSD), 80 mg.mL™ em D,0, a 50°C, (*H: 400
MHz, *3C: 100 MHz), com pré-saturacéo do HOD.
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C. Epidemiologia da dengue e da febre amarela:

A dengue e a febre amarela sdo arboviroses de importancia no Brasil. Em 1982 foi
registrada a primeira epidemia em Roraima com a identificacdo dos sorotipos DEN-1 e DEN-
4. A partir de 1986 passaram a ser registradas epidemias de dengue em varios estados, a mais
importante sendo a do Rio de Janeiro, nos anos de 1986/1987, estimando-se que, pelo menos
1 milhdo de pessoas tenham sido infectadas pelo sorotipo DEN-1 (BRASIL, 2000%). Entre
1986 e 1990, o sorotipo 1 disseminou-se para mais seis estados brasileiros, sendo identificado
em 1990 o sorotipo DEN-2, no Rio de Janeiro. A partir de 1994, devido a grande dispercdo do
vetor Aedes aegypti, houve a disseminacdo dos sorotipos 1 e 2 para vinte dos vinte e sete
estados do pais. Entre 1990 e 2000, as regides sudeste e nordeste do pais foram responsaveis
pelo maior nimero de notificagdes, com o sorotipo DEN-3 sendo identificado pela primeira
vez no Rio de Janeiro em 2000. Em 2002 foram notificados 700.000 casos da doenga,
observando-se a circulagdo do sorotipo 3 em quase todo o pais (BRASIL, 2003%; BRASIL,
2003).

4000 1

Mumero de casos
AEEEE

:

Figura 82: Incidéncia de dengue e niUmero de municipios com o Aedes aegypti. Brasil, 1976-
2000 (BRASIL, 2003%).

Em 1990 foram registrados os primeiros casos de dengue hemorragico no estado do
Rio de Janeiro, logo ap6s a circulacdo do sorotipo 2, com confirmacdo de 462 casos e 8
Obitos. Apesar da taxa de letalidade atipica registrada no ano de 1994 no Cear4, de 44%, entre
1990 e 1998, a taxa de letalidade média tem sido de 5%.

Humero de manicipios
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No panorama mundial, o virus da dengue ocorre principalmente nas areas tropicais da
Asia, Oceania, Africa e nas Américas. E relatado em mais de 100 paises e cerca de 2,5 bilhes
de pessoas vivem em areas onde o dengue é endémico. Cerca de 50-100 milhdes de casos da
doenca sé&o notificados mundialmente a cada ano e, desses, entre 250.000 — 500.000 casos séo
da forma hemorrdgica. A taxa de letalidade varia de 0,5% a 3,5% nos paises asiaticos
(McBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000; GUZMAN; KOURI, 2002).

Ja a febre amarela tem apresentado de 2 a 66 casos por ano, na década de 90, nas
regides Norte e Centro-Oeste do Brasil, e casos esporadicos em Minas Gerais (Figura 83, p.
156 e Tabela 25, p. 157), em virtude da ampla cobertura vacinal, porém apresentando
letalidade alta, entre 50 e 100%, dependendo do ano (BRASIL, 2000). Entre 1980 e 1998
foram notificados 376 casos em todo o pais, dos quais 216 evoluiram para o ébito. O maior
surto epidémico de febre amarela no pais foi registrado no estado do Maranhédo (1993-1994),
notificando 87 casos da doenca (BRASIL, 2003%). A oscilacdo da taxa de letalidade para a
febre amarela no Brasil (Figura 84, p. 158) pode estar relacionada ao sub-registro de casos
menos graves que ndo chegaram a ser atendidos nas unidades de salde ou ndo chegaram a ser
confirmados/notificados como febre amarela (BRASIL, 2003°). Embora o ciclo silvestre seja
0 Unico ativo no pais, a presenca do vetor urbano Aedes aegypti em muitos estados brasileiros
coloca a possibilidade de reaparecimento da doenca em sua forma urbana.

Apesar da existéncia de uma vacina contra a febre amarela (cepa 17D), a doenca tem
re-emergido com epidemia no continente africano, devido a baixa cobertura vacinal e ao ndo-
controle dos vetores de transmissdo. As epidemias na Africa tém afetado de dezenas a
centenas de milhares de pessoas, com incidéncia de infeccdo de 20-30% e taxa de mortalidade
superior a 20%. S&o iniciadas pela amplificacdo do ciclo silvestre (envolvendo macacos e
mosquitos) e com eventual espalnamento para vilas e cidades infestadas pelo Aedes aegypti
(ciclo urbano). Nas zonas de floresta pluvial e de vegetacdo de transicio da Africa tropical e
da America do Sul, a permanéncia da febre amarela se da através de transmissdo entre
primatas n3o-humanos e mosquitos (principalmente Ae. africanus na Africa e Haemagogus
janthinomys na América do Sul).O papel do ciclo de transmisséo difere nos dois continentes:
na América do Sul, os mosquitos sdo infectados com macacos virémicos e a transmissdo ao
homem € pequena devido a baixa densidade populacional das areas de floresta neotropical. Ja
as zonas de savana que circulam a zona de floresta pluvial da Africa apresentam alta
densidade de vetores silvestres (Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. furcufer, Ae. vittatus)
durante o periodo de chuvas. As zonas de savana, devido a atividade agricola, apresentam alta
densidade demografica e a transmissdo ao homem é alta (MONATH, 1994).
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Figura 83: Distribuicdo dos municipios com febre amarela silvestre. Brasil, 1980-1998

(BRASIL, 2003).
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Figura 84: Febre amarela silvestre: 6bitos, taxa de letalidade e cura. Brasil, 1982 a 2001

(BRASIL, 2003°).
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Tabela 25: Numero de casos de dengue e de febre amarela obtidos por notificacdo
compulséria no ano de 1999 e 2000, por Unidade Federada, Brasil (BRASIL, 2003°).

Dengue? Febre Amarelal’

UF/Regido 1999 2000 |ncid. 2000 1999 2000 |Incid. 2000
Norte 15.4209] 31.069( 250,56 60 9 0,07
Rondénia a79 J635| 27588 - - 0,00
Acre 3 2316 4274 - 1 018
Amazonas 5,548 6411 24273 5 1 0,04

Roraima 2878 7.285|2 670,60 3 - 0,00
Para 2613 8.218| 12686 26 1 0,02
Amapé 316 273 58,80 - - 0,00
Tocanting 1.992 2821 25136 16 0,52
Nordeste 111.580] 120.860( 258,42 - 10 0,02
Maranhao 4,691 4.339 79,18 - - 0,00
Piaul 2252 T.336| 26644 - - 0,00
Ceara 16.289] 20.904| 290233 - - 0,00
Rio Grande do Morte 19567 17.121| B37.72 - - 0,00
Paralba 13.508] 22.804| 67117 - - 0,00
Permambuco J4.414] 27314 35T 60 - - 0,00
Alagoas 1167 1467 5357 - - 0,00
Sergipe 11.7499 8676 4984 - - 0,00
Bahia 7.892] 10.898 B2 98 - 10 0,08
Sudeste 66.715] 65.112 92,02 - 4 0,01

Minas Gerais 16.312] 26.261| 150,70 - 2 0,01

Esplrito Santo 634 19.034| 63857 - - 0,00
Rio de Janeiro 9.083 4,281 an T2 - - 0,00
Sao Paulo 40.686] 15436 42 A6 - 2 0,01

Sul 1.455 4760 19,24 - - 0,00
Parana 1.353 4676 49 26 - - 0,00
Santa Catarina 45 M 0,79 - - 0,00
Rio Grande do Sul a7 43 0,43 - - 0,00
Ceniro-Oeste 14.115] 17184 150,20 16 62 0,54
Mato Grosso do Sul &.207 6.833( 332,06 - - 0,00
Mato Grosso 2662 6.737| 27844 5 T 0,29
Goias 2550 2584 52 37 1 53 1,07
Distrito Federal 696 1.030 51,08 - 2 0,10
Ignorado - - - - - -
Brasil 200294 238.995| 143,88 TG 85 0,05
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D. Provaveis fatores de implicacdo na manifestacdo da febre hemorragica

do dengue

Atualmente 3 teorias sdo mais divulgadas (McBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN,
2000; BRASIL, 2003%):

1) Aumento da infeccdo dependente de anticorpos: estudos epidemioldgicos
conduzidos na década de 60 e 70 na Tailandia sugeriam que a FHD se manifestava
predominantemente em criangas que estavam vivendo uma segunda infecgdo com
um sorotipo diferente do encontrado na primeira infeccdo. A resposta imunolégica
seria exacerbada, em funcdo da producdo de anticorpos ndo neutralizantes na
primeira que aumentariam a infeccdo de macréfagos em uma segunda;

2) Fatores virais: a FHD também é observada em infeccGes primarias, sugerindo que
fatores de viruléncia do virus que os tornem capazes de infectar mais células, gerar
maior progénie viral, causar inflamac¢do mais severa e escapar dos mecanismos
efetores do sistema imune, podem ter um papel essencial na patogénese da FHD;

3) Multicausalidade: alia outros fatores de risco as teorias de infeccdo sequiencial e de
viruléncia da cepa, como fatores individuais (raca, estado nutricional, presenca de
doencas crbnicas como diabetes, asma bronquica e anemia falciforme) e
epidemioldgicos (alta densidade e eficiéncia dos vetores, ampla circulagdo do
virus).

O virus da febre amarela, ap6s um periodo de incubacgdo de 3-6 dias, localiza-se nos
ganglios linfaticos regionais, infecta o endotélio vascular e o figado, manifestando sintomas
inespecificos como febre, cefaléia, mialgia, artralgia, dores dsseas generalizadas e vOmitos
numa primeira fase, de inicio subito, conhecida com periodo de infeccdo, apresentando
quadro clinico leve a moderado que dura em média 2 dias. A febre amarela apresenta um
quadro biféasico: a primeira fase pode ser acompanhada de um periodo de remissao
caracterizado por declinio da temperatura e diminuicdo dos sintomas que dura de poucas
horas a 2 dias; a segunda fase é caracterizada por sintomas de insuficiéncia hepato-renal como
ictericia, hematémese, melena e outras manifestacbes hemorragicas (epistaxe, otorragia e
gengivorragia), oligdria, e anuria, albumindria e prostragdo intensa. O pulso se torna mais
lento apesar da temperatura elevada (sinal de Faget). O choque e as lesdes hepatica e renal
graves podem resultar em @bito, sem terapia antiviral especifica. A prevencdo ¢ feita pela
administracdo da vacina atenuada 17D para individuos em risco de exposicdo (MIMS et al.,
1995; BRASIL, 2003%).
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E. Artigo publicado em periddico



