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RESUMO

O herpes virus simplex (HSV) € um virus altamente transmissivel capaz de estabelecer laténcia,
gerando infecgdes vitalicias. O niimero limitado de antivirais disponiveis para o tratamento de
infeccdes por HSV ressalta a importancia da busca por novas moléculas com atividade antiviral.
Na busca por novos candidatos a farmacos, ¢ importante investigar substancias de origem
natural, como o acido galico (AG), um acido fenolico cujos estudos demostraram atividade anti-
HSV. A biotransformagao ¢ definida como uma reagdo quimica catalisada por enzimas, que se
destaca como uma alternativa na busca de novas moléculas bioativas. O presente trabalho tem
como objetivo produzir derivados do 4cido gélico através da biotransformacao, utilizando o
fungo filamentoso Beauveria bassiana ATCC 7159 e avaliar a atividade antiviral frente aos
virus HSV-1 KOS e HSV-2 Cepa 333. Para tanto, foram realizados ensaios semipreparativos
com culturas de Beauveria bassiana ATCC 7159 inoculadas em meio peptone dextrose soy
medium (PDSM), a 27 °C e agitacdo de 200 rpm, adicionando o AG apds 65 h de crescimento.
A reagdo foi mantida por 168 h, e posteriormente o meio reacional foi filtrado e extraido com
acetato de etila, e a biomassa extraida com acetona. Os extratos foram purificados através de
cromatografia em coluna classica, cromatografia em camada delgada, dissolugdo fracionada e
recristalizacdo. A citotoxicidade frente as células Vero E6 foi avaliada por ensaio colorimétrico
com sulforrodamina B, e a atividade anti-HSV foi determinada através de reducao de placas de
lise, utilizando duas estratégias metodoldgicas: pds-tratamento e acdo virucida. A partir da
biotransformacao do acido galico, foi possivel obter 3 derivados em quantidades suficientes
para realizagdo de testes biologicos. A avaliacdo da citotoxicidade revelou que o acido galico
demostrou um valor de concentragdo citotoxica a 50 % (CCso) igual a 71,61 + 7,02pug/mL. Os
derivados SL1 e SL3 apresentaram valores de CCso > 100 pg/mL. O derivado SL2 apresentou
de CCsp = 31,43 +2,40ug/mL. O ensaio de pos-tratamento revelou que os derivados SL1, SL2
e SL3 apresentaram 14,7 % 38,7 % e 11,45 % de inibicdo da replicagdo do virus HSV-1 cepa
KOS, respectivamente, nas concentragdes maximas ndo toxicas testadas, enquanto o acido
galico apresentou um valor de concentracdo efetiva a 50 % (CEso) igual a 6,68 £ 1,15 pg/mL e
um indice de seletividade (IS) igual a 10,44. No ensaio de avaliagdo da acdo virucida verificou-
se que o acido galico apresentou um valor de CEso = 10,92 + 2,39 pg/mL com IS = 6,55 ¢ os
derivados SL2 e SL3 apresentaram valores de CEso iguais a 4,21 + 0,74 e 13,73 £ 1,52,
respectivamente, com IS = 7,46 para o derivado SL2 e 7,28 para o derivado SL3. O derivado
SL1 apresentou somente 33,21 = 3,54 % de inibi¢ao da infecciosidade residual. O derivado SL1
SL2 e SL3 ndo demostraram atividade frente ao virus HSV-2 cepa 333. Assim, conclui-se que
através da biotransformagao do acido galico através do fungo filamentoso Beauveria bassiana
ATCC 7159 foram obtidos trés derivados, e os derivados SL2 e SL3 apresentaram atividade
virucida equivalente ao acido galico.

Palavras-chave: Bioconversao; Produtos naturais; Virucida, HSV



ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV) is a highly transmissible virus capable of establishing latency,
generating lifelong infections. The limited number of antivirals available for the treatment of
HSV infections highlights the importance of searching for new molecules with antiviral
activity. In the search for new drug candidates, it is important to investigate substances of
natural origin, such as gallic acid (GA), a phenolic acid whose studies have demonstrated anti-
HSV activity. Biotransformation is defined as a chemical reaction catalyzed by enzymes, which
stands out as an alternative in the search for new bioactive molecules. The present study aimed
to produce gallic acid derivatives through biotransformation using the filamentous fungus
Beauveria bassiana ATCC 7159 and to evaluate the antiviral activity against HSV-1 KOS and
HSV-2 Strain 333 viruses. For this purpose, semipreparatory assays were performed with
Beauveria bassiana ATCC 7159 cultures inoculated in peptone dextrose soy medium (PDSM)
at 27 °C and shaking at 200 rpm, adding GA after 65 h of growth. The reaction was maintained
for 168 h, and subsequently the reaction medium was filtered and extracted with ethyl acetate,
and the biomass extracted with acetone. The extracts were purified by classical column
chromatography, thin layer chromatography, fractional dissolution and recrystallization.
Cytotoxicity against Vero E6 cells was evaluated by colorimetric assay with sulforhodamine B,
and anti-HSV activity was determined by reduction of lysis plaques, using two methodological
strategies: post-treatment and virucidal action. From the biotransformation of gallic acid, it was
possible to obtain three derivatives in sufficient quantities for performing biological tests. The
cytotoxicity evaluation revealed that gallic acid demonstrated a 50% cytotoxic concentration
(CCso) value equal to 71.61 £ 7.02 pg/mL. Derivatives SL1 and SL3 presented CCso values >
100 pg/mL. Derivative SL2 presented CCso = 31.43 4+ 2.40 pg/mL. The post-treatment assay
revealed that derivatives SL1, SL2 and SL3 presented 14.7%, 38.7% and 11.45% inhibition of
HSV-1 strain KOS virus replication, respectively, at the maximum non-toxic concentrations
tested, while gallic acid presented an effective concentration value at 50% (ECso) equal to 6.68
+ 1.15 pg/mL and a selectivity index (SI) equal to 10.44. In the virucidal action evaluation
assay, it was found that gallic acid presented an EC50 value = 10.92 + 2.39 pg/mL with IS =
6.55 and the derivatives SL2 and SL3 presented ECso values equal to 4.21 = 0.74 and 13.73 +
1.52, respectively, with IS = 7.46 for the derivative SL2 and 7.28 for the derivative SL3. The
derivative SL1 presented only 33.21 = 3.54% inhibition of residual infectivity. The derivatives
SL1, SL2 and SL3 did not demonstrate activity against the HSV-2 strain 333 virus. Thus, it is
concluded that through the biotransformation of gallic acid through the filamentous fungus
Beauveria bassiana ATCC 7159, three derivatives were obtained, and the derivatives SL2 and
SL3 presented virucidal activity equivalent to gallic acid.

Keywords: Bioconversion; Natural products; Virucidal, HSV
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1 INTRODUCAO

1.1 Herpesvirus

A Familia Orthoherpesviridae compreende um grande grupo de virus de DNA envolto
em fita dupla com genomas na faixa de 125-241 kpb contendo 70-170 genes, possuindo mais
de 200 diferentes espécies ja identificadas, que apesar da divergéncia evolutiva e bioldgica
possuem caracteristicas comuns, como estrutura comum de virion (capsideo), um processo
central de replicagdo do genoma e vias de entrada e saida semelhantes e a capacidade de infectar
de forma latente seus hospedeiros. Existem § diferentes tipos de herpesvirus capazes de infectar
humanos que se manifestam de forma variada e promovem diversas patologias, divididos em 3
subfamilias Alphaherpesvirinae: herpes virus simplex (HSV) tipo 1 e 2, varicela-zoster (VZV);
Gammaherpesvirinae: virus Epstein-Barr e herpes virus humano 8 (HHV 8) e
Betaherpesvirinae: citomegalovirus e os herpes virus humano 6 e 7 (HHV 6, 7) (Gatherer et
al.,2021; Yuan et al., 2018).

Todos os membros pertencentes a esta familia apresentam um ciclo de replicagdo em
duas fases, fase litica (replicativa) e fase latente. Durante a fase litica a maioria dos genes sao
expressos em cascata e as particulas virais infecciosas sdo liberadas em grande quantidade. A
fase latente, por sua vez, ¢ caracterizada por uma expressdo génica reduzida e auséncia de
producado de particulas virais (Magel; Tyring, 2012).

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae possuem um ciclo de replicagao mais
curto em culturas celulares quando comparado as subfamilias
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. Além disso, os Alfaherpesvirus sao neuroinvasivos,
estabelecendo laténcia em células neuronais, enquanto os Betaherpesvirus infectam
principalmente células mielomonociticas e os Gamaherpesvirus possuem tropismo por células
linfoides (células B e T) (Steiner; Benninger, 2018; Sucharita; Krishnagopal; Hurk, 2023).

Os Alphaherpesvirinae, HSV-1, HSV-2 e VZV, estabelecem laténcia em células ndo
replicantes (neuronios), onde o genoma viral circulariza para formar um epissoma. Estes virus
expressam apenas alguns transcritos de RNA, nenhum dos quais ¢ traduzido durante a laténcia.
Como os neurdnios ndo se dividem, ndo ¢ necessario expressar uma proteina viral para ligar o
genoma viral aos cromossomos durante a divisdo celular de células infectadas de forma latente

(Cohen, 2020).

Todos os herpesvirus humanos sdo disseminados através da saliva, por lesdes cutaneas
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ou mucosas, ou por secregdes genitais infectando células epiteliais da mucosa orofaringea ou
do trato genital ou pele. Exceto o virus varicela-zoster (VZV) que ¢é transmitido por via
respiratoria ou por contato com lesdes vesiculares, que podem infectar o epitélio da orofaringe,

do trato respiratdrio superior ou da conjuntiva (Cohen, 2020; Steiner; Benninger, 2018).

1.1.1 Herpes simplex virus

O herpes virus simplex (HSV) € o virus pertencente a familia Orthoherpesviridae que
possui maior incidéncia em humanos. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, em
2016, 3,7 bilhdes de pessoas com menos de 50 anos, o que corresponde a 67 % da populacao
mundial tiveram contato com o virus HSV-1, sendo a maioria delas adquirida durante a infancia.
Enquanto o HSV-2 afeta cerca de 491 milhdes de pessoas com idade entre 15 e 49 anos (James
et al.,2020).

Os dois tipos de HSV existentes, compartilham uma homologia gendmica de
aproximadamente 70 %. O virus HSV-1 esta relacionado principalmente as infecgdes na boca,
faringe, face, olhos e sistema nervoso central (SNC), ja o virus HSV-2 ¢ geralmente responsavel
por infegdes da regido anogenital (Chayavichitsilp et al., 2009; Steiner; Benninger, 2018;
Tognarelli et al., 2019).

Os principais sinais clinicos relacionados as infec¢des por HSV-1 sdo caracterizados
por lesdes vesiculares muco cutaneas na lingua, labios, gengiva, e palatos mole e duro. O HSV-
2 por sua vez provoca majoritariamente lesdes na regido genital, perineo, nadegas, areas
perianais ou coxas (Cole, 2020).

A infec¢do primaria por HSV ocorre quando um individuo soronegativo com danos nas
superficies mucosas ou pele ¢ exposto ao virus. Embora o contato direto com as lesdes
herpéticas resulte uma alta taxa transmissao, o HSV também pode ser transmitido por secrecdes
genitais ou orais, e superficies mucosas de pessoas assintomadticas, o que facilita a sua
disseminagdo (Johnston et al., 2008; Magel; Tyring, 2012).

As infeccdes neonatais, apesar de raras, podem levar a morbidade e mortalidade,
especialmente se houver disseminacao ou envolvimento do sistema nervoso central. Nos recém-
nascidos, as infecgdes se apresentam como uma doenga dérmica, ocular e oral localizada,
encefalite, infeccdo disseminada em multiplos 6rgdos com ou sem encefalite, ou como
pneumonite isolada. O risco de transmissao ¢ maior em mulheres com herpes genital primario
ou de primeiro episodio durante a gravidez. A transmissdo do HSV de mae para filho pode

ocorrer durante o periparto, correspondendo a 85 % dos casos. A transmissao durante o periodo
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pos-natal representa 10 % dos episddios, enquanto a transmissao intrauterina corresponde a 5
%. Neste contexto, a prevenc¢do da infeccdo materna, a detecgdo e a terapia antiviral precoce
sdo as principais medidas para prevenir a transmissao do HSV de mae para filho (Autore et al.,
2021; Bhatta et al., 2018; James; Sheffield; Kimberlin, 2014; Jones, 2009).

O HSV ¢ o segundo virus que mais causa infecgdo em pacientes apos o transplante de
orgdos. A maioria dos casos sdo decorrentes de reativacdo do virus latente e ndo de uma
infeccdo primdria, que apesar de incomum, ja foi observada em receptores de transplante renal.
O uso de imunossupressores para evitar a rejeigao de orgaos solidos, combinada a auséncia de
terapia profilatica, pode ser um fator de risco para o receptor, aumentando as chances de
reativagdo do HSV e em caso de imunodeficiéncia pode gerar quadros mais graves com
complicagdes como encefalite, doenga disseminada e hepatite (Lee; Zuckerman, 2019; Macesic
et al., 2017; Shiley; Blumberg, 2011).

O virion do herpesvirus ¢ genética e estruturalmente um dos maiores e mais complexos
virus conhecidos (YUAN ef al., 2018). Trata-se de um virus envelopado com particula viral
esférica com tamanho médio de 186 nm de didmetro e um genoma linear de DNA de fita dupla
encerrado por um capsideo icosaédrico composto por 162 capsdmeros com uma montagem que
requer o empacotamento ordenado de cerca de 4.000 subunidades de proteina nos hexonios,
pentons e triplexes (Rechenchoski et al., 2017).

O virion é composto por trés elementos estruturais, um nucleocapsideo contendo o
genoma de 152 kpb, o envelope, constituido por uma bicamada lipidica com aproximadamente
11 glicoproteinas virais incorporadas, das quais 4 (gB, gD, gH e gl) sdo essenciais para a
entrada do virus nas células, e o tegumento, uma regido proteica entre o capsideo e o envelope
composto por mais de 20 proteinas que possui um papel fundamental na regulagao do ciclo de

replicacdo viral (Figura 1) (Griinewald et al., 2003; Rechenchoski et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura do HSV
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Fonte: Adaptado de Alandijany (2019)

O HSV-1 e o HSV-2 possuem a capacidade de codificar ao menos 84 polipeptideos
diferentes dos quais, um minimo de 47 ndo sdo necessarios para a replicacao viral em células
cultivadas. No entanto, esses genes ndo sao totalmente dispensaveis, pois complementam genes
celulares que ndo sao expressos em células terminalmente diferenciadas, ou modificam o
metabolismo celular para garantir a produgdo de altos rendimentos virais. Os virus mutantes
sem esses genes sao incapazes de sobreviver em seu ambiente natural (Zheng et al., 2012)

O HSV entra nas células hospedeiras por meio de um mecanismo que envolve a
interacao de varias glicoproteinas na superficie do virion. A ligagao inicial do virus a uma célula
hospedeira ¢ mediada pela glicoproteina D (gD), que se liga a receptores como nectinas, uma
proteina de adesao celular expressa em varios tecidos, incluindo neurdnios, funciona como um
receptor de entrada, mediador de entrada do herpesvirus (HVEM) ou uma forma modificada de
heparam sulfato. Apods a ligagdo do complexo receptor gD ao gB, que sofre alteragdes
conformacionais e interage com o heterodimero de glicoproteina GH-gl. Essa interagado leva a
fusdo do envelope viral com a membrana da célula hospedeira, permitindo a entrada do virus
na c¢lula (Connolly; Jardetzky; Longnecker, 2020).

Ap06s o processo de fusdao do envelope viral, o DNA ¢ liberado no nucleo da célula, onde
circulariza e transcreve sequencialmente. A replicagao do HSV ocorre por meio de trés ciclos
de transcri¢do, resultando na produgdo de proteinas: proteinas imediatamente precoces que
regulam principalmente a replicagdo viral, proteinas iniciais que sintetizam e empacotam o
DNA e proteinas tardias, predominantemente compostas por proteinas do virion. O DNA viral
recém-sintetizado ¢ empacotado em capsideos traficado através do reticulo endoplasmatico e
da rede trans Golgi, e liberado no espago extracelular para infectar células vizinhas. Enquanto

o DNA viral latente permanece como um epissoma circular (Figura 2) (Connolly; Jardetzky;
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Longnecker, 2020; Hogestyn; Mock; Mayer-Proschel, 2018).

Figura 2 - Estagios do ciclo de infec¢do do HSV

Legenda: Ligagdo do virus aos receptores de superficie celular (a); Fusdo do envelope viral 8 membrana celular
(b); Liberacdo do DNA no nticleo da célula (c¢); Circularizagdo e transcrigdo sequencial (d) de proteinas
imediatamente precoces (e) e precoces (f); Apds replicagdo gendmica (g), transcrigdes e proteinas tardias sdo
expressas (h); DNA viral recém-sintetizado ¢ empacotado em capsideos (i) atravessa o reticulo endoplasmatico e
rede trans Golgi (j); O virus ¢é liberado no espago extracelular (k); O DNA viral latente permanece como um
epissoma circular (1) e expressa de transcritos associados a laténcia (m); Fatores externos e internos, como
exposi¢ao aos raios UV e estresse psicoldgico, podem fazer com que o virus latente seja reativado (n).

Fonte: Adaptado de Hogestyn, Mock e Mayer-Proschel (2018)

Apos a infecgdo primdria, o virus migra através dos axonios para os ganglios sensoriais
periféricos associados aos nervos que inervam o local de entrada do virus, onde o genoma viral
circulariza para formar um epissoma, iniciando assim a sua fase latente caracterizada pela
auséncia de replica¢do viral. Como os neurdnios ndo se dividem, ndo ¢ necessario expressar
uma proteina viral para ligar o genoma viral aos cromossomos durante a divisdo celular de
células infectadas de forma latente (Cohen, 2020; Sauerbrei et al., 2016).

Os mecanismos exatos de reativacdo nao sao totalmente compreendidos, mas varios
fatores podem contribuir para esse processo, como estresse, alteracdes hormonais, radiagdo UV
e imunossupressdao. Modificagdes epigenéticas, como deposicdo e modificagdes de histonas,
desempenham um papel na regulagdo da transi¢ao da laténcia para a reativagao. Proteinas virais,
como ICPO, podem participar da transi¢do da laténcia para a replicagdo litica, afetando as

atividades celulares e a expressdo génica viral (Zhu; Viejo-Borbolla, 2021).
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A maioria dos medicamentos usados para inibir o HSV sao analogos de nucleosideos

que atuam diretamente na DNA polimerase viral. Essa enzima codificada pelo virus

desempenha uma fungdo essencial na replicagdo do DNA viral e sua inibi¢do impede a produgao

de virions infecciosos. Para que estes farmacos exercam a atividade primeiramente sdo expostos

a uma série de enzimas do metabolismo celular, que os convertem em formas ativas. A

fosforilacdo inicial de anélogos de nucleosideos antivirais ocorre por meio de uma enzima viral

conhecida como timidina quinase, as di e trifosforilagdes subsequentes sdo executadas por

quinases celulares (Figura 3). A necessidade de uma enzima viral para sua ativagdo, ¢ uma das

grandes vantagens do uso de analogos de nucleosideos, uma vez que o farmaco ¢ raramente

ativado em células saudaveis (Sadowski et al., 2021).

Figura 3 - Mecanismo de a¢do de andlogos de nucleosideo
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Fonte: Adaptado de Majewska, Mlynarczyk-Bonikowska (2022)

O aciclovir (Figura 4) foi o primeiro dos analogos de nucleosideos licenciado para o

tratamento de infecgdes por HSV, que pode ser administrado por via intravenosa, topica ou por
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via oral, e até hoje ¢ usado como medicamento de primeira linha. Outros medicamentos
desenvolvidos para o tratamento de infec¢des por HSV incluem o seu pré-farmaco, vanciclovir,

e o penciclovir (Kuo et al., 2023; Roizman; Whitley, 2013).

Figura 4 - Estrutura aciclovir e penciclovir
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Fonte: Adaptado de Lerner et al. (2010)

O desenvolvimento de resisténcia medicamentosa ¢ incomum em pacientes saudaveis,
no entanto, pode ocorrer com maior frequéncia em hospedeiros imunodeficientes, visto que sao
expostos a terapias antivirais por longos periodos, e isto, somado a replicagdo viral continua,
aumenta o risco de surgimento de cepas resistentes aos medicamentos. O numero limitado de
antivirais disponiveis para o tratamento de infec¢des por HSV, e o fato de todos possuirem o
mesmo alvo, dificulta ainda mais o manejo da resisténcia aos medicamentos contra HSV
(Schalkwijk; Snoeck; Andrei, 2022).

A resisténcia do HSV ao aciclovir esta relacionada a diferentes mecanismos, como uma
completa deficiéncia na atividade da timidina quinase, uma reducao na producgdo desta enzima,
ou ainda a producao de timidina quinase viral com especificidade de substrato alterada, capaz
de fosforilar apenas a timidina, ndo fosforilando o aciclovir, ou em casos mais raros por
mutagdes no gene da DNA polimerase (Piret; Boivin, 2016).

Além do crescente nimero de cepas resistentes aos farmacos utilizados atualmente, os
analogos de nucleosideos possuem outra grande limitacao em relagdo ao tratamento do herpes
simplex virus, pois ndo afetam o virus em sua fase latente, uma vez que anilogos de
nucleosideos necessitam da a¢do da enzima timidina quinase para serem ativados. E durante a
laténcia dos Alfaherpesvirus a expressao de timidina quinase e consequentemente da DNA
polimerase ¢ reduzida uma vez que nao ha replicacdo viral (Singh; Goodyear; Breuer, 2019;
Xie et al., 2019).

Nos tltimos anos houveram vdrias tentativas de desenvolver uma vacina para os virus

HSV que seja eficaz na prevencao da infecgdo ativa e da transmissao do virus, evitando assim

OH
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as complicagdes causadas pela infeccdo destes virus. Contudo, apesar do avanco no
desenvolvimento de novas tecnologias, como por exemplo, as vacinas de mRNA, o uso de
Herpesvirus atenuados e pesquisas sobre vacinas virais de delecao de glicoproteina D de ciclo
unico, ainda existem grandes desafios. Entre eles, a necessidade de desenvolver vacinas seguras
para criangas na primeira infincia, uma vez que a maioria das infec¢des por HSV ocorrem na

adolescéncia (Krishnan; Stuart, 2021; Margulies, 2022).

1.2 Produtos naturais

Diversos autores definem produtos naturais, como substancias quimicas encontradas na
natureza produzidas através do metabolismo primario e secundario de seres vivos (Bhatla; Lal,
2023; Elshafie; Camele; Mohamed, 2023; Umaru, 2023). No decorrer da evolugdo humana, por
milhares de anos, diversos povos utilizaram produtos de origem natural obtidos a partir de
plantas, animais, ¢ microrganismos para fins medicinais (Chintoju et al., 2015; Sorokina;
Steinbeck, 2020).

Os metabolitos secundérios sdo moléculas orginicas produzidas por organismos vivos
que ndo sdo necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento, no entanto desempenham
um papel importante na sua adaptacdo e interacdo ambiental, protegendo os organismos de
fatores externos, favorecendo relagdes mutualistica, lhes conferindo vantagem evolutiva e a
sobrevivéncia da espécie (Bruce; Bruce, 2022; Zandavar ef al., 2023).

No inicio do século XIX o isolamento da morfina a partir da papoula (Papaverum
sonniferum L.) pelo farmacéutico alemado Friedrich Sertiirner instigou a busca por moléculas
bioativas em outras ervas medicinais e durante o século XIX, foi isolada uma grande quantidade
de compostos de origem vegetal, principalmente alcaldides (por exemplo, quinina, cafeina,
nicotina, codeina, atropina, colchicina, cocaina, capsaicina) (Bernardini et al., 2018).

Outro importante marco para o desenvolvimento de fAirmacos de origem natural ocorreu
em 1853, quando o quimico francés Charles Frederic Gerhardt sintetizou o acido acetilsalicilico
a partir do acido salicilico, uma substancia encontrada na casca do salgueiro (Salix alba L),
obtendo pela primeira vez um produto através de semissintese. Até os dias atuais, o 4cido
acetilsalicilico possui grande relevancia, sendo amplamente utilizado como analgésico,
antitérmico e anticoagulante (Bernardini et al., 2018; Moon et al., 2022; Paddon; Keasling,
2014).

Os produtos de origem natural sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de novos
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medicamentos como fonte direta de agentes terapéuticos, como medicamentos puros ou
fitomedicamentos, fonte de matéria-prima para desenvolvimento de medicamentos complexos
e semissintéticos, protdtipos para desenho de moléculas lideres e como marcadores
taxondmicos para descoberta de novos medicamentos (Calixto, 2019).

Os produtos naturais ou derivados de produtos naturais (substancias semissintéticas)
correspondem 31,63 % dos farmacos desenvolvidos no periodo entre 1981 a setembro de 2019.
Vale ressaltar que outros 35 % dos farmacos sdo inspirados em moléculas de origem natural,
ou possuem farmacoforos inicialmente identificados em produtos naturais. Ao observar os
farmacos antivirais desenvolvidos neste periodo, € possivel notar que 63 % sdo derivados ou
inspirados em moléculas obtidas a partir de fontes naturais (Newman; Cragg, 2020).

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos vém demostrando que fontes naturais como
animais, plantas, algas, fungos ou bactérias sao ricas em diferentes compostos bioativos, como
nucleosideos, polissacarideos, proteinas, € metabolitos secundarios identificados como agentes
ativos antivirais contra HSV-1 e HSV-2 através de diferentes mecanismos de acdo (Hassan;
Masarcikova; Berchova, 2015; Treml et al., 2020; Van De Sand ef al., 2021).

Um exemplo de medicamento de origem vegetal usado no tratamento do HSV, ¢ o
fitoterapico Imunomax® (Uncaria tomentosa), produzido e patenteado pela empresa brasileira
Herbarium Laboratorio Botanico. A Uncaria tomentosa, popularmente conhecida como unha
de gato, possui propriedades anti-inflamatérias, imunomoduladora e antiviral (Lima et al.,
2019; Passos, 2018).

Em um estudo duplo cego realizado por Caldas et al. (2010) utilizando o medicamento
teste Imunomax® e o medicamento referéncia, Zovirax (Aciclovir), foi observado que ambos
os medicamentos utilizados no estudo foram eficazes e seguros para o tratamento do herpes
labial, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa nem na duragao total do episédio
nem no tempo de evolugdo inflamatéria ou de formagdo de crosta, porém, em relagdo a
intensidade da dor e sinais inflamatérios, a eficicia do medicamento teste foi
significativamente superior a do Zovirax, proporcionando mais conforto aos pacientes. Este
medicamento também se mostrou eficaz no tratamento do herpes genital, como descrito por
Romero et al. (2010) e (2014).

No processo de descoberta e desenvolvimento, a obtencdo de produtos naturais
bioativos envolve etapas que incluem extracdo, isolamento, purificagdo e elucidagdo estrutural.
Os procedimentos de extragdo, isolamento e purificagdo incluem a extragdo por parti¢do,
recristalizacdo, dissolucao fracionada e cromatografia. A extracdo por particao (liquido-liquido)

¢ tradicionalmente utilizada como procedimento inicial para o processo de isolamento de
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compostos. Este método tem como objetivo separar diferentes substincias considerando seu
coeficiente de particdo e sua solubilidade em solventes organicos distintos e imisciveis (Dias;
Urban; Roessner, 2012; Simdes et al., 2016; Queiroz; Collins; Jardim, 2001)

A recristalizacdo baseia-se na influéncia da temperatura sobre o coeficiente de
solubilidade de uma substancia. Em temperatura elevada os compostos possuem maior
solubilidade, permitindo a prepara¢ao de uma solucao concentrada, que quando resfriada induz
a precipitagdo da substancia de menor solubilidade. Na dissolugdo fracionada a diferenca de
solubilidade dos componentes de uma mistura em um determinado solvente promove a sua
solubilizacdo parcial, permitindo a separacao destes compostos. (Petrucci et al., (2017); Visht;
Chaturvedi, 2012).

A cromatografia ¢ um método de separacdo amplamente utilizado na obtencdo de
produtos de origem natural. Este método ¢ realizado em sistema composto por uma fase
estacionaria que permanece fixa e por uma fase movel, que atravessa a fase estacionaria
carreando os componentes de uma amostra. A diferenca de afinidade que um composto possui
entre essas duas fases ¢ responsavel por uma diferenga no deslocamento que resulta em sua
separacdo. A interagdo entre a fase estacionaria e fase movel pode estar relacionada a
mecanismos de troca idnica, absorcdo, adsor¢ao de superficie, particdo e exclusdo de tamanho

(Hage, 2018; Mallik; Chakravarti; Chakravarti, 2016).

1.3 Acido galico

Os compostos fenolicos sdo um amplo grupo de metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas, conhecidos por suas propriedades antioxidantes, que possuem em sua estrutura
basica um anel aromatico com uma ou mais ligagdes do grupo hidroxila. Essa classe de
substancias ¢ dividida em polifendis, caracterizados pela presenca de varios anéis fendlicos em
sua estrutura e 4cidos fenolicos que possuem um anel fenolico ligado a um grupo carboxila
(Figura 5) e que podem ser encontrados na natureza conjugados a ésteres, éteres, acucares
simples, polimeros vegetais ou acidos organicos (Gonzalez-Burgos; Gémez-Serranillos, 2021;

Kauffmann; Castro, 2023).
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Figura 5 - Estrutura basica de compostos fenolicos
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O 4cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) (Figura 6) € um éacido fenolico de baixo
peso molecular constantemente encontrado na natureza como metabolito secundario em
plantas. Sua estrutura € constituida por um anel aromatico, um grupo acido carboxilico e trés
grupos hidroxila que se encontram em uma posi¢cao meta e para em relagao ao acido carboxilico
(Badhani; Sharma; Kakkar, 2015). Sua principal fonte ¢ de origem vegetal, e pode ser
encontrado em caules, flores, frutos raizes e folhas de diversas plantas, possuindo uma alta
distribuicao no reino vegetal (Bai et al., 2021; Fernandes; Salgado, 2016). O acido galico
também pode ser obtido através da hidrolise de taninos obtidos em grande quantidade a partir

de plantas, ou ainda através de processos de fermentagdo (Choubey ef al., 2018).
Figura 6 - Acido galico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A atividade antioxidante do acido galico e de seus derivados, consiste em uma agdo
terapéutica amplamente estudada por diversos autores (Al Zahrani; El-Shishtawy; Asiri, 2020;
Gnawali; Acharya; Rajbhandari, 2013; Kalita; Kar; Handique, 2012). Além disso, possuem
outras atividades bioldgicas como a sua agao anti-inflamatoria (Queiroz et al., 2019; Seo et al.,
2016; Tsang et al., 2016), atividade citotoxica em diferentes tipos de cancer (Jiang et al.,
2022)(Jiang et al., 2022), efeitos antidiabéticos (Punithavathi et al., 2011) e atividade
antimicrobiana frente a diversas cepas de microrganismos (Kim; Je, 2015; Sarjit; Wang; Dykes,

2015; Sorrentino et al., 2018).
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A atividade antiviral do 4cido galico, tem sido relatada por varios autores, em ensaios
realizados com diversos virus de DNA e RNA. Entre os diferentes virus inibidos in vitro pelo
acido galico e de derivados de galato, podemos citar virus da hepatite B e C; virus influenza A
e B, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e diferentes tipos de herpesvirus humano (Chen
et al., 2015; Chojnacka et al., 2021; Hsu et al., 2015; Lee et al., 2016; Long et al., 2021;
Sudomova et al., 2022; Wu et al., 2017).

1.4 Biotransformacao

Uma das principais estratégias na busca por novos candidatos a farmacos ¢ a produgao
de analogos de um composto biologicamente ativo com potencial atividade ja conhecida. Neste
contexto, a biotransformacdo torna-se uma importante alternativa na busca por diferentes
compostos quimicos bioativos (Choi et al., 2018).

A biotransformacao pode ser definida como modificagdes na estrutura de compostos
organicos através de enzima ou sistema enzimatico, que levam a formacao de novas moléculas
(Smitha, Singh e Singh, 2017).

Os microrganismos sdo utilizados em processos cataliticos ha mais de 100 anos pelos
seres humanos, contudo, somente a partir da década de 70 a biotransformacao se tornou um
importante alvo de estudo pela comunidade cientifica. Isto, devido a alta seletividade das
enzimas ¢ ao amplo espectro de reagdes que sdo capazes de catalisar, como por exemplo,
hidrolises, oxidacdes, reducdo, reacdo de adicdo e remocdo de agua, amodnia e cianeto,
halogenac¢do, desalogenagao, substituicdo aromatica nucleofilica, sulfatacdo e glicuronidag¢ao
(Faber, 2018).

O processo de bioconversao pode ser realizado de duas formas, através do uso de
enzimas isoladas ou células inteiras. Ao utilizar enzimas isoladas, a principal vantagem ¢ o
aumento da seletividade, uma vez que neste processo ndo ha influéncia de outras enzimas
presentes nas células que podem realizar reacdes secundarias. O uso de células inteiras possui
como vantagem o seu menor custo, dispensando processos de purificagdo enzimadtica. Nas
células inteiras, as barreiras celulares proporcionam maior estabilidade as enzimas, o que
permite reagdes em meios ndo aquosos. Além disso, a presenca de um sistema enzimatico
intacto dispensa necessidade de adicao de cofatores exdgenos e possibilita reagdes em cascata
que geram derivados de maior complexidade. (Pinto et al., 2020; Yang et al., 2020).

As enzimas envolvidas no processo de biotransformagao sao classificadas pela Unido



23

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) de acordo com as reagdes que
catalisam em oxidorredutases que promovem reagdes de oxidagdo e reducdo, hidrolases que sdao
capazes de hidrolisar diversas ligagdes, liases que catalisam a adi¢ao ou remocao de grupos
quimicos através de reagdes ndo hidroliticas, isomerases que promovem rearranjos
intramoleculares ou reagdes de isomerizagdo, ligases que catalisam reagdes de condensagdo e
translocases promovem a translocag@o de ions ou moléculas através da célula com hidrolise de
ATP (Loughlin, 2000; Singh et al., 2020).

A biotransformagdo atende aos critérios de quimica verde, mostrando-se como uma
alternativa sustentavel aos métodos de sintese classica, visto que as enzimas sdo derivadas de
recursos renovaveis, sdo biodegradaveis, reagem em solventes aquosos sob condi¢des
moderadas, e geram baixas quantidades de subprodutos residuais (Bell ef al., 2021; Sheldon &
Woodley, 2018). Além de suas vantagens ambientais, a bioconversao ainda se destaca por ser
altamente seletiva, ja4 que as enzimas apresentam quimiosseletividade e estereosseletividade,
sendo capazes de realizar reagdes que dificilmente seriam alcancadas por procedimentos
sintéticos tradicionais (Faber, 2018).

De acordo com Liese, Seelbach e Wandrey (2006), a principal diferenga entre os
processos de fermentacdo e biotransformacdo ¢ o numero de etapas cataliticas. A
biotransformagdo ocorre em poucas etapas enquanto o processo de fermentacdo ¢ realizado
através de varias etapas consecutivas, resultando em uma maior diferenca entre o substrato e o
produto obtido.

Os fungos filamentosos estdo entre os microrganismos mais utilizados em processos
biocataliticos devido ao seu rico sistema enzimatico que possibilita modificagdes estruturais
seletivas em diversas moléculas gerando metabdlitos de interesse farmacéutico. O aumento da
utilizag¢ao de fungos como biocatalisadores para a transformagao quimica de produtos naturais
e medicamentos ¢ verificado, ja que os mesmos podem simplificar ou permitir a produgao de
compostos quimicos complexos ou substancias intermediarias usadas em processos de
semissintese (Hegazy et al., 2015).

O uso de fungos em processos de bioconversao teve grande impulso a partir de 1952,
ap6s Murray e Perterson utilizarem culturas de Rhizopus arrhiatus, ATCC 11145 para obter
derivados 11 a-hidroxilado da progesterona, utilizado na produgdo de corticosteroides. Desde
entdo, os fungos tem desempenhado um papel importante na produgao industrial de derivados
esteroidais, pois sdo necessarias reagdes de hidroxilagcdo regio e estereosseletivas especificas,
dificilmente obtidas por sintese classica, que demanda um grande numero de etapas e custo

elevado (Aly et al., 2011; Hull et al., 2017).
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Os fungos sdo comumente utilizados na biotransformacdo de produtos naturais, como
flavonodides, taninos, fitoesterois, cumarinas e acidos fenoélicos, através de diversas reagdes que
incluem hidroxilacao, oxidagao e reducdo, hidrolise, metilacio e desmetilacdo, rearranjos
estruturais, clivagem de anéis e conjugacao com pequenas moléculas, permitindo a obtengao de
diferentes compostos fendlicos bioativos (Aguirre-Pranzoni et al., 2011; Arunrattiyakorn et al.,
2018; Alvarado et al., 2003; Parshikov; Sutherland, 2015; Rajak; Singh; Banerjee, 2017).

He et al. (2017) realizou a biotransformacao da criptotanshinona pelo fungo Mucor
rouxii AS 3.3447 através de um complexo processo de degradacao e rearranjo na estrutura do
substrato, gerando 7 metabodlitos (Figura 7), dos quais 2 (1 e 3) mostraram promissora atividade
antiviral frente ao virus influenza A, e uma redu¢ao da atividade citotéxica em comparagdo com

a criptotanshinona.

Figura 7 - Derivados obtidos pela biotransformagao da criptotanshinona pelo fungo Mucor rouxii AS 3.3447
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Fonte: Adaptado de He et al. (2017)

A bioconversao de acidos fenolicos ja foi abordada por diversos autores (Brunati et al.,
2004; El-Salam et al., 2019; Rocheleau; Al-Harthi; Ouellet, 2019; Torres-Mancera et al., 2013).
Shanker et al. (2007) realizou a biotransformacao do acido feralico utilizando culturas do fungo
Rhizopus oryzae. Por meio deste processo foi possivel obter 4-vinilguaiacol (1), acetovanilona
(2), 4cido dihidrofertlico (3). alcool coniferilico (4), alcool dihidroconiferilico (5), € em menor
quantidade o alcool feniletilico (6), vanilina (7), alcool vanilico (8) e acido vanilico (9)
(Figura 8), através de reagdes que incluem descarboxilagdo, isomerizacao, hidratagdo, oxidagdo

e reducao.
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Figura 8 - Derivados obtidos pela biotransformacao do acido fertlico por Rhizopus oryzae
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Fonte: Adaptado de Shanker et al. (2007)

Ibrahim et al. (2020) realizou a bioconversdo de acido cafeico com diferentes cepas,
obtendo catecol a partir das culturas de Aspergillus versicolor AUMC480, e acido vanilico
através da biotransformacao por Aspergillus awamori AUMCSS8 (Figura 9). A avaliagao da
atividade antimicrobiana revelou que catecol apresentou forte atividade frente a Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, e 4acido vanilico teve a maior atividade contra Salmonella

typhi.

Figura 9 - Biotransformacao do acido cafeico por Aspergillus versicolor AUMCA480 e Aspergillus
awamori AUMCS8
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Fonte: Elaborado pelo autor

Singab et al. (2018) realizou a biotransformagao de acido cafeico utilizando culturas de
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Candida albicans MH356583 obtendo o acido para-hidroxibenzoico (Figura 10). A avaliacio
de atividade bioldgica demostrou que o metabdlito obtido possui promissora atividade
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus e atividade citotoxica frente a células de

adenocarcinoma colorretal derivado de colon humano (Caco-2).

Figura 10 - Biotransformagao de acido cafeico por Candida albicans MH356583
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Fonte: Adaptado de Singab et al. (2018)

Beauveria bassiana ¢ um fungo filamentoso entomopatogénico comumente utilizado
como agente de controle bioldgico. Além de seu uso no manejo de insetos, essa espécie €
frequentemente utilizada como biocatalisador de células inteiras. A grande diversidade de
reacdes catalisadas por Beauveria bassiana, incluem hidroxilacdo, sulfoxidagao, desalquilagao,
glicosilacdo, acetilagdo, redugdo e hidrolise de uma ampla gama de substratos como aminas
aromaticas, terpenos e terpenoides, polifendis e esteroides (Grogan; Holland, 2000; Koztowska
etal., 2018).

A transformac¢do microbiana da lovastatina foi realizada por Qiao et al., (2012),
utilizando culturas de Beauveria bassiana AS 3.4270, nas quais ocorreram a formagao de cinco
derivados (1-5) (Figura 11), através de reagdes que incluiram hidroxilagdo, hidrdlise de lactona

e metilagao.



Figura 11 - Derivados obtidos pela biotransformag¢ao da lovastatina por Beauveria bassiana AS 3.4270
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Fonte: Adaptado de Qiao et al. (2012)

Diversos autores relatam a capacidade da Beauveria bassiana biotransformar
compostos fenodlicos, gerando derivados inéditos com atividade biologica (Magar; Sohng, 2020;
Penso et al., 2014; Sordon et al., 2019; Xie et al., 2018). Em um estudo conduzido por Ha et
al. (2021), o resveratrol, um polifenol com potencial atividade antioxidante, foi
biotransformado por culturas de Beauveria bassiana KCCM 60248, gerando o derivado

metilglicosilado, resvebassiol A (Figura 12).

Figura 12 - Biotransformagao de resveratrol por Beauveria bassiana KCCM 60248
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Fonte: Adaptado de Ha et al. (2021)

Krawczyk-Lebek et al. (2021), produziu flavonoides glicosilados, através da
biotransformacao fungica de 2'-metilflavanona (1) catalisada por cepas de Beauveria bassiana
KCH J1.5, obtendo derivados 2'-metilflavanona 6- O - S - D -(4"- O -metil)-glucopiranosideo
(2), 3’-hidroxi-2'-metilflavanona 6- O - f - D -(4"- O -metil)-glucopiranosideo (3) e 2-(2'-
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metilfenil)-cromano 4- O - f - D- (4" -O -metil)-glucopiranosideo (4) (Figura 13).

Figura 13 - Derivados obtidos pela biotransformagao de 2'-Metilflavanona (1) por culturas de Beauveria
bassiana KCH J1.5
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Fonte: Adaptado de Krawczyk-tebek et al. (2021)

Costa et al. (2008), realizou a biotransformag¢ao da quercetina por Beauveria bassiana,
obtendo derivados através de glucuronidacao, sulfatacao e metilagao (Figura 14), indicando que
os fungos selecionados expressam enzimas metabolicas de fase II que fazem parte do
metabolismo de xenobidticos em humanos, o que possibilita o uso deste microrganismo como

modelo microbiano para imitar o metabolismo de mamiferos.

Figura 14 - Derivados obtidos pela biotransformag¢ao da quercetina por Beauveria bassiana
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Fonte: Adaptado de Costa et al. (2008)

A bioconversdo do acido galico por espécies de Beauveria, foi realizada por diferentes
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autores. SILVA (2015) realizou a biotransformag¢dao do acido galico utilizando cepas de
Beauveria sp. isoladas a partir de solo do Cerrado brasileiro, obtendo quatro derivados: acido
benzoico, 3-O-metil B-glucopiranosil-galatoester (1); acido galico 3-O-B-glucopiranoside (2);
acido 3,4-Diidroxi-5-metoxi-benzoico 2-hidroxi-5-metoxicarbonil-fenil ester (3) e acido
benzoico,4-[[6-O-(3,4-diidroxi-5-metoxibenzoico)-a-D-glucopiranosideo]oxi]-3-hidroxi-
Smetoxi (4) (Figura 15).

Figura 15 - Derivados obtidos pela biotransformagio do acido galico por Beauveria sp.
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A biotransformag¢do do acido gélico por Beauveria bassiana, realizada por Hsu et al.
(2007), resultou na obtencdo de seis derivados, dos quais dois foram identificados como
compostos  glicosilados  inéditos:  4cido  4-(3,4-di-hidroxi-6-hidroximetil-5-metoxi-
tetrahidropiran-2-iloxi)-3-hidroxi-5-metoxi-benzéico (1) e 4cido 3-hidroxi-4,5-dimetoxi-
benzoico 3,4-di-hidroxi-6-hidroximetil-5-metoxi-tetrahidropiran-2-il éster (2). Além disso,
foram isolados outros quatro compostos conhecidos: acido 3-O-metilgélico (3), acido 4-O-

metilgalico (4), acido 3,4-O-dimetilgalico (5) e 4acido 3,5-O-dimetilgélico (6) (Figura 16).
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Figura 16 - Derivados obtidos através da biotransformagao do 4cido gélico por Beauveria bassiana
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Fonte: Adaptado de Hsu et a/, (2007)

Neste contexto, a biotransformacgao do acido galico por Beauveria bassiana ATCC 7159
mostra-se como uma alternativa para produ¢do de moléculas funcionalizadas com potencial

atividade frente ao virus HSV-1 e HSV-2.



31

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir derivados do 4cido galico a partir da biotransformacao utilizando Beauveria
bassiana ATCC 7159 e avaliar a atividade antiviral do acido galico e dos derivados

formados.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar crescimento das culturas de Beauveria bassiana ATCC 7159

Produzir metabolitos do acido galico em escala semipreparativa utilizando o fungo
Beauveria bassiana ATCC 7159;

Desenvolver método cromatografico

Isolar os derivados obtidos, através de processos de cromatografia em coluna classica
(CC), cromatografia em camada delgada (CCD), dissolu¢do fracionada e
recristalizagao;

Avaliar a citotoxicidade do acido galico e dos derivados frente a células Vero E6;
Avaliar a potencial atividade antiviral do acido galico e dos derivados frente aos virus
HSV-1 cepa KOS e HSV-2 cepa 333, através do ensaio de reducgdo de placas de lise

utilizando duas estratégias metodoldgicas: pos-tratamento e agao virucida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Meios de cultura

3.1.1 Agar batata

Para cultivo e manutenc¢do dos fungos, foi utilizado o meio de cultura solido agar batata,
preparado através da diluigao de agar batata dextrose (BDA) em agua destilada na concentracao
de 39 g/1000 mL com aquecimento em micro-ondas de 3 em 3 minutos e agitacdo com auxilio
de bastdo de vidro até completa solubilizagdo. Apds solubilizagdo foram transferidos 4,5 mL
do meio de cultura para tubos de ensaio que foram autoclavados durante 15 minutos a 120 °C.
Posteriormente, os tubos foram mantidos inclinados e protegidos da luz até sua total

solidificagdo e estocados em geladeira (4 °C).

3.1.2  Potato dextrose soy medium (PDSM)

Para realizagdo do ensaio semipreparativo foi utilizado o meio liquido Potato Dextrose
Soy Medium (PDSM) que contém: glicose anidra 20 g, cloreto de sddio 5 g, fosfato de potassio
monobadsico 5 g, lecitina de soja 5 g, peptona 5 g e extrato de levedura 3 g, diluidos em agua
destilada q.s.p. 1 L. Apds preparo foram distribuidos 100 mL do meio em erlenmeyers de boca

larga de 250 mL, que foram autoclavados a 120 °C por 15 minutos.

3.2 Biotransformacao

3.2.1 Cultivo e manutengdo das cepas

A linhagem de fungo filamentoso utilizada neste estudo, foi estocada em agar batata
inclinado a uma temperatura de 2-4 °C.

Anteriormente a cada experimento, foram preparadas subculturas por meio do repique
dos estoques de Beauveria bassiana ATCC 7159 com solugdo de glicerol 25 % em tubo de
ensaio com agar batata inclinado, que foram incubados a 27 °C em camara Biochemical oxygen

demand (B.O.D) por 7 dias.
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3.2.2 Biotransformagdo em escala semipreparativa

Para realizacdo do ensaio em escala semipreparativa foram utilizadas subculturas de
Beauveria bassiana ATCC 7159 cultivadas conforme descrito na se¢ao 3.2.1 Apo6s sete dias de
crescimento, os fungos foram ressuspendidos com solugdo estéril de glicerol 25 % e uma gota
da suspensdo de esporos foi transferida para erlenmeyers contendo 100 mL de meio de cultura
PDSM. As culturas foram incubadas por 65 h a 27 °C e agitagao constante de 200 rpm, em
incubadora shaker Tecnal TE-424.

Com o objetivo de garantir a viabilidade das culturas, caracteristicas macroscopicas,
como crescimento, coloracdo, dispersao das hifas e formagdo de halos de crescimento, foram
observadas e comparadas com dados da literatura.

Apo6s 65 h de crescimento, foi adicionado a cada erlenmeyers 1,0 mL de solugdo de
acido galico solubilizado em alcool etilico P.A. em uma concentragdo de 30 mg/mL. Apds a
adicdo do substrato, os fungos foram novamente incubados a 27 °C com agitagdo mecanica de
200 rpm por 168 h.

A linhagem de fungo utilizada nesse estudo, o meio de cultura e o tempo ideal para
bioconversao do acido gélico foram determinados através de screening realizado previamente
pela equipe do laboratério, no qual os fungos Cunninghamella echinulata ATCC 9244,
Aspergillus alliaceus NRRL 315, Aspergillus candidus ATCC 2023, Cunninghamella elegans
ATCC 36112, Rhizopus arrhizuz ATCC11145, Mortierella isabelina NRRL 1757 e Beauveria
bassiana ATCC7159 foram inoculados em erlenmeyers contendo 100 mL de PDSM e apds 65
h de crescimento foi adicionado o substrato. Em seguida foram retiradas aliquotas a cada 24 h,
que foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD), para observar a formagao
de derivados.

Apo6s o periodo de bioconversao, o meio reacional foi filtrado com auxilio de gaze e
funil de vidro sinterizado, gerando uma massa fingica e um filtrado aquoso que foi
supersaturado com cloreto de sédio em temperatura ambiente.

A fragdo aquosa supersaturada, foi novamente filtrada em filtro qualitativo e em seguida
submetida ao processo de extragao por particao com acetato de etila. Este processo foi realizado
adicionando a fracdo aquosa e o solvente organico acetato de etila em funil de separagdo,
submetido a agitagdo. A fragdo acetato de etila foi coletada em Erlenmeyer contendo sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido por meio de secagem em evaporador rotativo a
vacuo. Este processo foi repetido até total extracao.

Para obteng¢ado de possiveis derivados presentes na massa fungica, a mesma foi extraida
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4 vezes com 100 mL de acetona P.A. em agitador magnético por 20-40 minutos e seca em

evaporador rotativo.

3.3 Meétodos de separacio

3.3.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada utilizando cromatofolhas de aluminio
DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, de 20x20 cm, silica gel 60 F254, com
espessura da camada de silica de 0,20 mm (placa analitica) como fase estacionaria. Como fase
movel foram utilizadas diferentes misturas de solventes de acordo com a polaridade dos
metabolitos analisados.

Para observacdo das placas foi utilizado cdmara de luz ultravioleta 254 e 365 nm.
Também foram utilizados como reveladores vapor de Iodo e vanilina sulfurica.

A cromatografia em camada delgada preparativa foi realizada utilizando cromatofolhas
de aluminio DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, de 20x20 cm, silica gel 60
F254 previamente saturada com fase movel cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido formico
(8:3:2:1). Apo6s a eluigdo, as placas foram observadas em cadmara UV nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm, as bandas foram demarcadas com grafite e foi realizado a raspagem da
silica, que foi extraida com alcool metilico em agitador magnético por 30 minutos a temperatura

ambiente.

3.3.2 Cromatografia em coluna

O método de cromatografia em coluna foi realizado utilizando silica gel 40-63 um (230-
400 mesh; Sigma) como fase estacionaria. Como fase movel foram utilizadas misturas de
solventes contendo acetato de etlia, metanol, cloroféormio, acido formico, diclorometano,
hexano e acetona em diferentes propor¢des. As amostras foram coletadas em frascos de vidro
e o processo de separacdo foi acompanhado por CCD. As fracdes obtidas que possuiam

substancias com mesmo fator de retencao (Rf) foram agrupadas e secas em evaporador rotativo.
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3.3.3 Dissolugao fracionada e recristaliza¢do

A dissolucdo fracionada foi empregada como purificagao adicional dos compostos
formados, ap6s os métodos cromatograficos empregados. Inicialmente, foram adicionados
solventes organicos até solubiliza¢do parcial da amostra e em seguida a por¢ao soluvel foi
retirada com auxilio de pipeta de pasteur de vidro. Este processo foi repetido com diferentes
solventes em ordem de polaridade crescente (Figura 13). As fragdes obtidas foram analisadas

por CCD e agrupadas conforme o Rf dos compostos presentes.

Figura 17 - Ordem de polaridade de solventes
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Fonte: Elaborado pelo autor

Também foi empregado o método de recristalizagdo, no qual a amostra foi totalmente
solubilizada e posteriormente precipitada através de refrigeragao abaixo de 4 °C, ou pela adi¢ao
de solvente no qual a amostra possui menor solubilidade, formando assim um precipitado. Em
seguida o solvente foi removido com pipeta de pasteur de vidro e as amostras obtidas foram

analisadas por CCD.

3.4 Avaliacao de atividade biologica

3.4.1 Cultivo e manutencdo das células

Células originarias de rim de macaco Cercopithecus aethiops (células Vero E6) foram
utilizadas nos experimentos de avaliacdo da citotoxicidade e da atividade antiviral. Estas células
foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? contendo 10 mL de meio de cultura Leibovitz
(L-15 — Sigma-Aldrich) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SBF — Sigma — Aldrich)
e 1 % de solucdo de antibiotico e antifungicos (ATB/ solu¢ao de 10.000 UI penicilina, 10.000
mg estreptomicina, 25 mg anfotericina B — Sigma — Aldrich) e mantidas a 37 °C em estufa.
Periodicamente foi realizado a manutencao destas células, na qual o meio de cultura presente
foi descartado e as células foram lavadas 3 vezes com Tampao fosfato (PBS), entdo foi

adicionado uma solugdo de tripsina para que as células descolassem da parede do frasco de
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cultura. A suspensdo de célula foi homogeneizada com auxilio de pipeta de pasteur para evitar
a aglutinagdo das células e garantir maior homogeneidade do tapete celular. Posteriormente, foi
adicionado 10 mL de meio L-15 + 5 % de SBF e 1 % de ATB, incubando novamente as células

em estufa a 37 °C.

3.4.2 Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliagao da citotoxicidade foi realizada através do ensaio colorimetrico com
Sulforrodamina B (SRB), in vitro, descrito por (Vichai; Kirtikara, 2006)(Vichai; Kirtikara,
2006)(Vichai; Kirtikara, 2006)(Vichai; Kirtikara, 2006)(Vichai; Kirtikara, 2006)(Vichai;
Kirtikara, 2006). Assim, uma suspensio de células Vero E6, contendo aproximadamente 9x10*
células/mL, foi obtida através da tripsiniza¢ao de um frasco de cultura celular. Essa suspensdo
foi distribuida em uma placa de 96 cavidades (100 mL por cavidade). Apos 24 h de incubagao,
a 37 °C, o meio de cultura foi retirado e foram adicionadas as amostras diluidas em LI5 + 1 %
de ATB em 8 concentragdes diferentes, preparadas em diluicdo seriada (1:2). Em 4 pocos foi
adicionado controle com L-15 + ATB 1 % + dimetilsulfoxido (DMSO) 1 % (controle celular
com DMSO), e em 8 cavidades foi adicionado apenas L-15 + ATB 1 % para controle celular.
A placa foi incubada em uma estufa a 37 °C por 72 h.

Apos este periodo, o meio foi removido das cavidades e as células foram fixadas
adicionando 100 pL de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10 % resfriado, e a placa foi
incubada a 4 °C por uma hora. Apo6s o periodo de incubacao o TCA foi removido e as células
foram lavadas 4 vezes com agua destilada gelada. Apds este procedimento, a placa foi reservada
em temperatura ambiente por 24 h para secagem.

Posteriormente, foi adicionado 100 uL de sulforrodamina B em cada cavidade por 30
minutos em temperatura ambiente e em seguida a placa foi lavada com 4cido acético 1 % 4
vezes para remog¢ao do corante ndo ligado as proteinas celulares.

Para realizar a leitura, foi adicionado 100 uL de solugdo tris base 10mM em cada
cavidade e a placa foi agitada por 5 minutos em agitador de mesa para solubilizar o corante
ligado as proteinas celulares. Em seguida foi realizado a leitura em espectrofotometro a 510
nm. Para a determinacdo do percentual de viabilidade celular de cada amostra, foi calculada a

porcentagem em relagdo a absorbancia (ABS) do controle celular pela formula:

% Inibicao =
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A concentragdo capaz de reduzir em 50 % a viabilidade celular (CCso) foi calculado
através de andlise de regressdo, usando como referéncia os controles celulares, com o programa

GraphPad Prism 8.

3.4.3 Virus

Nos experimentos foram utilizados os virus:

e Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) cepa KOS foi gentilmente cedido pela
Prof®. Dr®. Claudia Maria Oliveira Simdes da Universidade Federal de Santa
Catarina;

e Herpes simplex virus tipos 2 (HSV-2) cepa 333 foi gentilmente cedido pelo Prof.

Dr. Tomas Bergestrom, da Universidade de Gotemburg (Suécia).

3.4.3.1 Preparo das suspensoes virais

A metodologia seguida para preparagao das suspensodes-estoques foi seguida conforme
descrita por Simdes, Amoros e Girre (1999), com algumas adaptacdes conforme exigéncia de
cada virus e metodologias padrao do laboratorio.

As células Vero E6 foram cultivadas em 10 mL de meio de cultura L-15 + 1 % de ATB
suplementadas com 5 % de SFB em frascos de cultura de 75 cm?, 24 h antes da infecgao viral.
Posteriormente, o meio de cultura foi removido e a monocamada de células foi lavada trés vezes
com PBS. A monocamada celular foi entdo inoculada com 500 pL. de suspensdo viral + 500 uL.
de meio L-15 e 1 % de ATB e a garrafa foi incubada a 37 °C por uma hora com homogeneizagao
a cada 15 minutos, para facilitar a adsor¢do e penetracao viral. Apos esse periodo, o excesso da
suspensado viral foi removido e foram adicionados 10 mL de meio L-15 + 1 % de ATB e a
garrafa foi novamente incubada, monitorando diariamente o efeito citopatico viral. Ao observar
a infec¢do total da monocamada celular, a garrafa foi submetida a congelamento a - 80 °C.
Posteriormente, foi descongelada e congelada 3 vezes, para total rompimento das membranas
celulares e liberagcdo das particulas virais. A suspensao viral foi centrifugada a 4 °C por 3
minutos a 4000 rpm, para separa¢do dos residuos celulares. A suspensdo viral presente no

sobrenadante, foi aliquotada em tubos estéreis, titulada e armazenada a - 80 °C.

3.4.3.2 Titulacao viral
As titulagdes virais foram realizadas pelo método de placas de lise, seguindo a

metodologia de Burleson, Chambers e Wiedbrauk (1992).
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As células Vero E6 (2x10° células /mL) foram cultivadas em placas de 24 cavidades em
meio L-15 + 1 % de ATB + SBF 5 % e incubadas a 37 °C, por 24 horas. Posteriormente, as
células foram infectadas com 400 pL de suspensao viral em diluigdes seriadas na ordem de 1:10
(102 a 10°) em duplicatas. As placas foram incubadas a 37 °C por uma hora com
homogeneizagao periodica a cada 15 minutos. Em seguida, removeu-se a suspensao viral e foi
adicionada a cada cavidade 1mL do da solu¢ao meio L-15 (2x) + carboximetilcelulose (CMC)
a 1,5 % na proporc¢ao de 1:1 + 1 % de ATB. Posteriormente, as células foram incubadas a 37
°C por trés dias para o HSV-1 e dois para o HSV-2. Apos o periodo de incubagdo, o meio foi
retirado e as células foram fixadas e coradas com adig¢dao de 200 pL de preto de naftaleno por
40 minutos com agitagdo constante. O corante foi aspirado e apds a secagem em temperatura
ambiente, o numero de focos de infeccdo foi observado com auxilio do microscopio
estereoscopio.

Ap6s a contagem do nimero de placas de lise, o titulo viral foi determinado em unidades

formadoras de placas por mL (UFP/mL), através da formula

1 1
TV=NPX- X-—
d v

TV = Titulo viral; NP = nimero médio de placas de lise da ultima diluicdo que
apresentou focos; d = tltima dilui¢do em que foram contadas as placas de lise; V = volume da

diluicao viral utilizada para infectar a monocamada celular (mL).

3.4.3.3 Avaliagdo da atividade antiviral — método de reduc¢do de placas de lise

O ensaio de reducdo de placas de lise — Pos-tratamento foi realizado seguindo a
metodologia proposta por Burleson, Chambers e Wiedbrauk (1992), onde as cé¢lulas Vero E6
(2x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 24 pogos em meio L-15 + 1 % de ATB +
SBF 5 % e incubadas a 37 °C, por 24 horas. Ap0s este periodo, o meio de cultura foi retirado
e foi adicionado 400 pL de suspensao viral (50 a 100 UPF por cavidade) preparada em L-15 +
ATB 1 % em cada cavidade. A placa foi incubada por uma hora com agitagdo intermitente a
cada 15 minutos. Em seguida, a suspensao viral foi aspirada e foi adicionado 1 mL das
diferentes concentragdes de cada amostra, a partir da concentragdo maxima nao toxica, diluidas
seriadamente (razdo 1:2) em uma solucdo (1:1) de meio L-15 (2x) + CMC (1,5 %), com 1 %
ATB. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C, por 72 h para o HSV-1 Cepa KOS ¢

48 h para o HSV-2 Cepa 333. Para o controle viral somente foi adicionada a solugdo (1:1) de
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meio L-15 (2X) + CMC 1,5 % com 1 % de ATB. Foi utilizado como controle positivo o farmaco
aciclovir (ACV — Sigma®) a uma concentragdo de 15 pg/mL. Apds o periodo de incubacio, as
amostras foram retiradas e as células foram fixadas e coradas adicionando 200 pL preto de
naftaleno e as placas foram mantidas sob agitacao durante 40 minutos em temperatura ambiente,
e em seguida o corante foi retirado.

A quantificagdo foi realizada através da contagem visual com o auxilio de uma lupa do
numero de focos virais. O percentual de inibi¢ao de replicacao viral ¢ calculado com base na
média aritmética do controle viral que indica 100 % de replicagdo viral através da seguinte

formula:

n°Focos na amostra
% Inibicao = 100 — —— X 100
n°Focos no controle viral

A concentracao efetiva a 50 % das (CEso) foi obtida por andlise de regressao através do
programa GraphPad.Com base nos valores de CEso e CCs foi calculado o indice de seletividade

(IS):

3.4.3.4 Avaliacdo da atividade virucida

A infecciosidade residual foi determinada pelo método de placas de lise proposto por
Ekblad et al. (2010). Assim, células Vero E6 (2x10° células/mL) foram cultivadas em placas
de 24 cavidades em meio L-15 + ATB 1 % + SBF 5 % ¢ incubadas a 37 °C, por 24 horas.

Foram utilizados 50 pL de diferentes concentragdes decrescentes das amostras (razao
1:2) + 50 pL da suspensdo viral contendo 4,0x10* UFP/mL. As solugdes obtidas foram entdo
incubadas por 30 minutos. Apds este periodo, 10 pL. de cada solugao foi adicionada a 990 pL
de L-15 + 1 % de ATB, a fim de se obter concentracdes nao inibitorias das amostras. Como
controle viral foram utilizadas as suspensdes virais tratadas apenas com meio L-15 e submetidos
as mesmas condigdes que as amostras.

O meio de cultura da placa preparada com 24 horas de antecedéncia foi aspirado e as
células foram lavadas com 500 uL de PBS gelado. O PBS foi aspirado e as células foram
infectadas com 400 puL da suspensdo viral tratada com a amostra. A placa foi incubada por uma

hora a 37 °C com agitacdo periddica a cada 15 minutos. Apds o periodo de incubagdo, a



40

suspensao viral foi removida, as células foram lavadas cuidadosamente com PBS gelado e foi
adicionado ImL da solu¢do (1:1) de meio L-15 (2X) + CMC 1,5 %, com 1 % de ATB. Estas
células foram entao incubadas a 37 °C, por 72 h para o HSV-1 Cepa KOS ¢ 48 h para o HSV-2
Cepa 333. Apo6s o periodo de incubagdo o meio foi retirado e as células foram fixadas e coradas
com adi¢do de 200 pL de preto de naftaleno, com agitacdo constante, por 40 minutos.

A quantificagdo foi realizada através da contagem visual da placa de lise nos diferentes
tratamentos e nos controles virais, e a infecciosidade residual (IR) foi calculada com base no

controle viral pela formula:

n°Focos na amostra
% IR = —— X 100
n°Focos no controle viral

A concentracdo efetiva a 50 % (CEso) com calculada com base na porcentagem de
inibi¢do da formagdo de placa de lise (100 - % IR) através de analise de regressdo através do
programa GraphPad. Com base nos valores de CEso e CCso foi calculado o indice de

seletividade.

3.4.4 Analise estatistica

Os valores de CCso e CEso foram estimados por meio de curvas concentragao-resposta
por analise de regressdo utilizando o programa GrafPad Prism 8. Os experimentos foram
realizados em duplicata ou triplicata e os resultados expressos por meio da média de dois ou

trés experimentos independentes testados e desvio padrao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Biotransformacao
4.1.1 Ensaios de biotransformagdo em escala semipreparativa

Os aspectos macroscopicos do fungo Beauveria bassiana estdo de acordo com a
avaliacdo de crescimento realizada por Deb, Rajesh e Monika (2017) e Wargane et al. (2019),
possuindo um aspecto suave, algodonoso e coloragdo branco amarelada (Figura 18). De acordo
com Oliveira et al. (2011) e Yadav, Vaghasiya e Thakar (2020) culturas de Beauveria bassiana
ATCC 7159 incubadas a uma temperatura de 26 + 2°C em meio agar batata, apresentam uma
alta densidade de esporos fungicos, estando de acordo com as condi¢des empregadas neste
trabalho e podendo ser consideradas adequadas para o crescimento do fungo e manutengdo da

linhagem de Beauveria bassiana ATCC 7159.

Figura 18 - Crescimento Beauveria bassiana ATCC 7159 em agar batata inclinado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram realizados 4 ensaios semipreparativos (SP), nas mesmas condi¢des descritas no
item 3.2.2. Os fungos utilizados nos ensaios apresentaram um aspecto de massa amorfa com
micélios dispersos, coloragdo levemente amarelada e presenga de halos de crescimento (Figura
19). Tais caracteristicas sdo descritas por outros autores em culturas de Beauveria bassiana em

meio liquido PDSM (Cordeiro, 2019; Nobrega, 2016).
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Figura 19 - Crescimento de Beauveria bassiana ATCC 7159 em PDSM durante ensaio de e ensaio
semipreparativos

Fonte: Elaborado pelo autor

Diversos fatores podem influenciar o processo de bioconversao, como a morfologia do
fungo, agitacdo mecanica, meio de cultura, escolha das cepas, concentragdao e veiculo para
adicao de substrato, fase de crescimento do fungo e a temperatura. Portanto ¢ necessario avaliar
e controlar as condi¢cdes de cultivo, para garantir melhor rendimento nos processos de
biotransformacdo, bem como garantir a padronizacdo dos metabdlitos obtidos (El Enshasy,
2022; Prasad et al., 2011; Qin; Dong, 2023; Varalaxmi; Vidyavathi, 2015).

A escolha do meio de cultura adequado para o processo de biotransformagdo ¢ uma
etapa de grande importancia, ja que um meio de cultura rico em nutrientes ¢ essencial para o
crescimento do fungo e formacdo de biomassa. Diversos estudos demostram que a fonte de
carbono e nitrogénio escolhidas para suplementar o meio de cultura exerce influéncia direta na
morfologia do fungo e no rendimento do processo de bioconversao (Itoo; Reshi, 2014; Khani
et al., 2016; Mo; Xu; Zhang, 2005). De acordo com Prasad et al. (2008), o aumento da taxa de
bioconversdo pode estar relacionada com aumento do crescimento dos micélios ou a indugao
de enzimas responsaveis pela biotransformagao.

O meio de cultura PDSM, utilizado como meio reacional para a biotransformacao do
acido galico, também foi empregado em varios trabalhos de biotransformagdo nos quais os
autores relatam seu uso para o crescimento de culturas de Beauveria bassiana (Gomes et al.,

2013; Moreira et al., 2022; Penso et al., 2014). Esse meio de cultura € rico em nutrientes e
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fornece glicose como fonte de carbono e extrato de levedura e peptona como principais fontes
de nitrogénio (Souza et al., 2016; Fang et al., 2019).

As enzimas necessitam de faixas de temperatura muito especificas para obterem
rendimento maximo. O aumento excessivo da temperatura pode desnaturar proteinas, fazendo
com que as enzimas percam sua capacidade de catalisar reagdes quimicas. Por outro lado,
temperaturas baixas reduzem a atividade enzimatica (Venisetty; Keshetty; Ciddi, 2011).

O crescimento de fungos filamentosos também pode ser afetado pela temperatura. No
presente trabalho, a temperatura de 27 °C, adotada para o cultivo de cepas de Beauveria
bassiana se mostrou adequada para o crescimento fingico e estd de acordo com a faixa de
temperatura considerada ideal por outros estudos que demostram que a maioria das cepas de
Beauveria bassiana sao sensiveis a temperaturas superiores a 30 °C, reduzindo sua viabilidade
celular, e que em temperaturas inferiores a 25 °C ha uma redugdo da sua taxa de crescimento
(Borisade; Magan, 2014; Mwamburi; Laing; Miller, 2015).

Os niveis de oxigénio podem afetar a transcricdo e/ou sintese de diferentes enzimas,
resultando em alteracdes no metabolismo celular e no crescimento do fungo. Deste modo
fornecer quantidades adequadas de oxigénio ao meio € essencial para otimizar o rendimento do
processo de bioconversdo. Em culturas submersas a oxigenacdo pode ser realizada através da
agitacdo mecanica. O aumento da velocidade de agita¢do resulta em uma maior solubilidade do
oxigénio, melhorando a taxa de bioconversao. Porém, velocidades elevadas de agitacdo podem
provocar a supressdao das atividades enzimaticas ou oxidagdo do produto de interesse pelo
excesso de oxigénio. Além disso, os fungos sdao particularmente sensiveis a forga de
cisalhamento, e podem ter sua estrutura e morfologia alteradas (De Carvalho, 2016; Yan et al.,
2016).

A condi¢do de agitacdo de 200 rpm empregada neste estudo pode ser considerada
apropriada para o fornecimento de oxigénio e crescimento adequado das cepas de Beauveria
bassiana, tal velocidade de agitacdo também foi utilizada com sucesso por outros autores em
processos de biotransformagao fungica (Carneiro et al., 2010; Pazini, 2006).

Em culturas submersas, os fungos filamentos podem apresentar diferentes formas de
crescimento, classificados em massa amorfa ¢ caraterizado pela formacao de micélios com hifas
homogeneamente dispersas, e pellets, caracterizados por micélios formados por uma rede de
hifas ramificadas e parcialmente entrelacadas, que resulta em agregados esféricos estaveis. O
aspecto de crescimento ¢ influenciado por diversos fatores que incluem agitacdo mecanica, a
espécie de fungo filamentoso, concentracdo e viabilidade de esporos utilizados durante a

inoculacdo e o meio de cultura (Papagianni, 2004; Wucherpfennig et al., 2010).
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Apesar de culturas com morfologia peletizada possuirem melhores propriedades
reologicas, os fungos com micélios dispersos apresentam melhores difusdo de nutrientes e de
substrato, o que resulta em melhores taxas de crescimento e pode otimizar o rendimento das
reacoes (Amanullah ef al., 2000; Veiter; Rajamanickam; Herwig, 2018). Portanto os aspectos
morfoldgicos observados durante os ensaios, pode ser considerado adequado para a

biotransformac¢ao do 4cido galico.

4.2 Analise e extracao de derivados

A partir da extragdo do meio reacional, foram geradas as fragdes acetato de etila e fragao
cetonica. Em ambas as fracdes, foi possivel observar por CCD o consumo do substrato acido

galico e a formacao de derivados ap6s 168 h de incubagdo (Figura 20).

Figura 20 - Placa de CCD com 4cido gélico, fracdo acetato de etila, fracdo cetonica, meio PDSM

Legenda: Acido galico (1); Fragdo acetato de etila (2); Fracdo cetonica (3); Meio PDSM (4). Fase movel:
Cloroformio/Acetato de etila/Acetona/Acido formico (8:3:2:1). Revelagdo em luz UV 254 nm (A) e 365 nm (B).
Fonte: Elaborado pelo autor

A extragdo por parti¢ao ¢ um processo fundamental como o primeiro passo da separacao
de compostos de extratos brutos de produtos naturais, sendo essencial para o processo de
isolamento. Este método ¢ baseado na separagdo de substancias de acordo com seu coeficiente
de parti¢ao (Otsuka, 2006).

A extragdo direta da massa flingica com acetona ¢ um importante processo para obter
derivados internalizados nas células fungica, reduzindo a perca de metabolitos, com
consequente melhora do rendimento global. No entanto, através desse processo diversas
substancias sdo extraidas juntamente aos metabolitos, além de poder acontecer o acumulo de

dgua proveniente das células flingicas, o que dificulta o processo de secagem por
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rotaevaporagao.

4.3 Purificacao dos derivados

Um dos principais desafios nos estudos de produtos naturais, ¢ o isolamento das
moléculas de interesse, uma vez que estes compostos possuem diferentes padrdes estruturais e
propriedades fisico-quimicas, e normalmente sdo encontrados em matrizes complexas junto a
diversos compostos (Talapatra; Talapatra, 2015). De acordo com Sarker e Nahar (2012), um
protocolo apropriado para extracdo e isolamento s6 pode ser elaborado depois que os compostos
alvo estiverem estabelecidos, portanto, para a purificacao de produtos naturais desconhecidos
¢ necessario desenvolver métodos piloto de extracdo e isolamento para descobrir o mecanismo
mais adequado para a amostra.

O processo de purificacdo dos derivados obtidos por biotransformagdo do acido gélico

¢ ilustrado na Figura 21.



Figura 21 - Esquema do processo de purificacdo dos derivados de acido gélico

Ensaio Semipreparativo
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Para purificagdo dos derivados obtidos foi utilizado inicialmente cromatografia em
coluna, na qual a fase movel utilizada foi uma mistura de solventes organicos. A escolha da
fase movel foi determinada através de testes utilizando CCD em estudos prévios realizados pela
equipe do laboratério.

A fase movel de escolha para as colunas cromatograficas 1 (CC1) e 2 (CC2), realizadas
com as fra¢des acetato de etila dos ensaios SP1 e SP2 respectivamente, foi uma mistura de
solventes contendo cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido férmico (8:3:2:1). As subfracdes
coletadas a partir das colunas cromatograficas CC1 e CC2 foram comparadas e agrupadas

conforme os derivados presentes (Figura 22).

Figura 22 - Placas de CCD com acido galico e subfracdes (agrupadas) obtidas por cromatografia CC1 e CC2.

Legenda: A: Acido galico (1), subfragdo 1 (2), subfracdo 2 (3); B: Acido galico (1), subfragio 3 (2), subfragio 4
(3). Fase movel: cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido férmico (8:3:2:1). Visualizagdo em 254 nm
Fonte: Elaborado pelo autor

As fragdes acetato de etila dos ensaios SP3 e SP4 foram associadas para realiza¢dao da
coluna cromatografica CC3. Na tentativa de melhorar o processo de purificacdo por
cromatografia em coluna foram utilizadas trés fases moveis em sequéncia, sendo
cloroférmio/acetato de etila/metanol (60:30:4), acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano
(2:0,5:0,5:2) e acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano/agua (2:0,6:0,5:0,8:0,2).

Inicialmente foi utilizado a fase movel cloroférmio/acetato de etila/metanol (60:30:4)
para melhor separacdo dos derivados apolares como observado na Figura 19, a fase moével
empregada gerou fracdes com derivados apolares melhores separados se comparado a fase

movel cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido formico (8:3:2:1) representadas na Figura 23.



48

Figura 23 - Compostos apolares obtidos por cromatografia CC3

Legenda: Placa de CCD com subfrag@o 1 (1), subfragdo 2 (2), subfragdo 3 (3), subfragdo 4 (4), subfragdo 5 (5),
subfragdo 6 (6) em fase movel: cloroformio/acetato de etila/metanol (60:30:4). Visualizagdo em 254 nm (A) e 365
nm (B). Subfragdes coletadas a partir da coluna cromatografica CC3.

Fonte: Elaborado pelo autor

ApoOs a coleta das fragdes que continham os derivados apolares e a observagdao da
presenca de acido galico em algumas fracdes, a fase movel foi trocada para
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2) com o intuito de separar os
produtos mais polares (Figura 24-A2). Como alguns derivados estavam ficando retido na linha
de aplicagdo devido a polaridade mais alta, apos a separacao utilizando a fase movel
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2) foi utilizado

acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano/agua (2:0,6:0,5:0,8:0,2) (Figura 24-B).

Figura 24- Derivados polares obtidos por cromatografia CC3

Legenda: Figura A: Placa de CCD com &cido galico (1), subfragdo 7 (2), subfracdo 8 (3), subfracdo 9 (4),
subfragdo 10 (5). Fase movel cloroformio/acetato de etila/metanol (60:30:4) (Al); Fase movel
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2) (A2). Figura B: Acido galico (1), subfragdo 11 (2),
subfragdo 12 (3), subfracdo 13 (4) em fase movel acetona/metanol/acetato de -etila/diclorometano/agua
(2:0,6:0,5:0,8:0,2). Visualizagdo em 254 nm. Subfragdes coletadas a partir da coluna cromatografica CC3.

Fonte: Elaborado pelo autor

Para purificacdo inicial da fragdo cetdnica, dentre as fases moveis testadas, a que

demostrou melhor separag@o dos derivados foi acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano
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(2:0,5:0,5:2) e, portanto, foi escolhida para a coluna cromatografica CC4 (Figura 25).

Figura 25 - Subfragdes coletadas a partir da coluna cromatografica CC4

Legenda: Placa de CCD com derivados polares purificados por cromatografia em coluna a partir da fragdo cetonica.
Fase movel: Acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2). Visualizacdo em 254 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Como as condi¢gdes empregadas na separacdo da fracdo cetdnica ndo purificaram
adequadamente os produtos, as subfragdes obtidas na coluna CC4 foram analisadas por CCD
utilizando diferentes fases moveis para que as mesmas pudessem ser agrupadas e
posteriormente purificadas. Para separagdo dos compostos de menor polaridade foram testadas
como fase movel -cloroférmio/acetato de etila/acetona/dcido formico (8:3:2:1) e
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2), e para substancias mais polares
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano/agua (2:0,6:0,5:0,8:0,2).

Considerando que os processos iniciais de cromatografia em coluna das fragdes acetato
de etila e cetonica ndo geraram derivados puros foi necessario realizar purificagdo adicional das
subfracdes obtidas. Inicialmente foi realizada a dissolucao fracionada de todas as subfragdes e
estas foram agrupadas conforme a polaridade dos derivados para posterior separagcdo por
cromatografia em camada delgada preparativa, cromatografia em coluna, e recristalizagao.

O método de recristalizacdo ¢ amplamente utilizado no processo de purificagdo de
amostras, e se baseia na diferenca de solubilidade que amostras possuem com base em sua
polaridade (Hermanto; Chow; Tan, 2012).

As subfragdes obtidas por cromatografia em coluna foram submetidas a purificacao
adicional por recristalizacdo, onde foram solubilizadas parcialmente em diferentes solventes.

As subfracdes contendo derivados mais apolares que o acido gélico, foram inicialmente
tratadas com hexano, para remog¢ao de impurezas de menor polaridade. Em seguida foram
recristalizadas com diclorometano, a partir do qual foi possivel obter o derivado SL1

(precipitado) (Figura 26).
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Figura 26 - Subfragdes recristalizadas e derivado SL1

Legenda: A: Acido galico (A.G), derivados apolares (1), (2) e SL1. B: Derivado apolar 3 (SL1) obtido por
recristalizagdo com diclorometano (B). Fase mdvel: cloroformio/acetato de etila/acetona/acido formico (8:3:2:1).
Visualizagdo em 254 nm.

Fonte: Elaborado pelo autor

O processo de recristalizacdo foi repetido com todas as amostras, utilizando hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona e metanol em ordem de polaridade
crescente. As amostras foram comparadas por CCD e agrupadas conforme os derivados
presentes. As fragdes soliveis em diclorometano e cloroférmio foram posteriormente
recristalizadas com metanol sob baixa temperatura, o sobrenadante foi aspirado e purificado
por cromatografia em coluna CC5, utilizando como fase movel acetato de
etila/hexano/diclorometano/metanol/cloroférmio/acido férmico (1:1:1,5:0,5:1:0,15). Através

dessa coluna cromatografica foi possivel obter o derivado SL2 (Figura 27).

Figura 27 - Subfracéo obtida por recristalizagdo e derivado SL2

Legenda: Fragdo purificada por recristalizag@o (A). Derivado obtido por cromatografia revelado em vapor de Iodo
(B). Fase movel cloroformio/acetato de etila/metanol (60:30:4)
Fonte: Elaborado pelo autor

A partir da coluna cromatografica (CC5) foi obtida uma amostra contendo
principalmente 2 derivados, que foram submetidos a recristaliza¢do. A fracao foi solubilizada

em acetona e posteriormente foi acrescentado diclorometano. A amostra foi resfriada abaixo de
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4 °C e a porgao soluvel foi evaporada e tratada com hexano para remog¢ao de impurezas, dando
origem ao derivado SL3 (Figura 28).
Figura 28- Subfracédo e derivado SL3

Legenda: A: Fracdo obtida por cromatografia CC5 contendo derivado SL3. Fase movel: Acetato de
etila/hexano/diclorometano/metanol (1:1:3:0,2). B: Acido galico (1), derivado SL3 (2), meio PDSM (3). Fase
mével cloroformio/acetato de etila/metanol (60:30:4).

Fonte: Elaborado pelo autor

Duas fragdes obtidas a partir da coluna CC4 foram submetidas a cromatografia em
camada delgada preparativa realizadas em duas diferentes placas preparativas 1 (PP1) e 2 (PP2)
utilizando como fase movel cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido férmico (8:3:2:1)
(Figura 29).

Figura 29- Fragdes obtidas por cromatografia (CC4) submetidas a CCD preparativa PP1 e PP2

B2

Legenda: A: subfragdes submetidas a placa preparativa 1 (1) e (2). B Bandas submetidas a processo de remocao e
extragdo da silica nas placas preparativas PP1 (B1) e PP2 (B2). Fase movel: cloroférmio/acetato de
etila/acetona/acido formico (8:3:2:1). Amostras

Fonte: Elaborado pelo autor

Através das placas preparativas foi possivel obter compostos com maior grau de pureza
em relagdo a fragdo inicial, porém em pequenas quantidades: amostra 1 teve um rendimento
total de 13 mg, a amostra 2 teve um rendimento de 1,8 mg, amostra 3 de 8,2 mg, e as amostras

4 e 5 tiveram um rendimento total de 23,5 e 13,2 mg respectivamente. As amostras 1 e 2
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apresentaram maior grau de pureza, no entanto em quantidades insuficientes para elucidagao
estrutural e testes biologicos. As amostras 3, 4 e 5 apresentaram impurezas ao serem revelados
com vanilina sulfurica (Figura 30). De acordo com Zhang, Lin e Ye (2018), uma das limitac¢des
da cromatografia de adsorcdo em silica ¢ quimissor¢do irreversivel, que pode acontecer
principalmente em produtos naturais de alta polaridade. Isso resulta em uma menor taxa de

recuperagdo do produto, com consequente reducao do rendimento.

Figura 30- Amostras obtidas por placa preparativa PP1 e PP2

Legenda: Placa A: acido galico, amostras 1,2, 3 4 ¢ 5. Fase movel: acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano
(2:0,5:0,5:2). Visualizagdo em 254 nm; Placa B: Acido galico; amostras 3, 4 e 5. Fase movel:
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2). Revelada com vanilina sulfurica.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 Derivados obtidos

Foram obtidos trés derivados com quantidades suficientes para realizacdo dos ensaios
de atividade antiviral e elucidacao estrutural.

A Figura 31 mostra que os 3 derivados obtidos possuem Rf diferentes entre si, e que sao
produtos distintos dos compostos presentes no meio de cultura. Ao realizar CCD com fase
movel diclorometano/acetato de etila/metanol (8:1:0,7) o derivado SL1 possui Rf 0,55, o
derivado SL2 possui Rf 0,39 e o derivado SL3 possui Rf 0,27. Todos os derivados sdo visiveis
no comprimento de onda de 254 nm e apresentam coloragdo amarelada quando revelados com
iodo ressublimado. O iodo ¢ um revelador universal, capaz de identificar compostos com duplas
ligacdes (Simdes et al., 2016).

Estdo em andamentos as analises espectrométricas de ressonancia magnética nuclear de
'H, HSQC, HMBC e '3C, e espectrometria de massa para elucidacio estrutural dos derivados

SL1, SL2 e SL3.
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Figura 31- Derivados obtidos pela biotransformacao do acido galico com Beauveria bassiana ATCC 7159

1 2

Legenda: Figura A: Acido galico (1), SL1 (2), SL2 (3), SL3 (4), PDSM (5). Fase mével diclorometano/acetato de
etila/metanol (8:1:0,7). Visualizacdo em 254 nm (A1) e revelacdo com iodo ressublimado (A2). Figura B: SL1
(1), SL2 (2), SL3 (3), PDSM + acido galico 168h (4) revelado com iodo ressublimado

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Avaliacio da atividade biologica

4.5.1 Avaliacdo de citotoxicidade

A citotoxicidade do acido galico e das amostras SL1, SL2 e SL3 foi avaliada através do
método da sulforrodamina B. De acordo com Shakil et al., (2022), o ensaio de sulforrodamina
B (SRB) tem sido uma escolha popular devido a sua simplicidade, precisao, confiabilidade e
reprodutibilidade. Este método ¢ baseado na capacidade que a sulforrodamina B tem de se ligar
as proteinas celulares em condi¢des levemente acidas. Ao remover o excesso, a quantidade de
sulforrodamina B presente na amostra ¢ diretamente proporcional as células integras. Deste
modo, o corante ¢ solubilizado em condi¢des basicas, permitindo a medi¢do de densidade otica.
Entre as vantagens de se utilizar este método, esta a sua estabilidade por longo periodo de tempo
e menor variacdo quando aplicado a diferentes linhagens celulares em comparacio a ensaios
colorimétricos, como por exemplo, com ensaio colorimétrico com o sal de tetrazolio (MTT)
(Nedel et al., 2011; Pawar; Dwivedi, 2023).

Os resultados das porcentagens de viabilidade celular obtidas através do ensaio de
avaliacdo da citotoxicidade através do método da Sulforrodamina B estdo descritos na Figura
32. E possivel observar que as amostras SL1 ¢ SL3 possuem menor citotoxicidade quando
comparado ao acido galico e a amostra SL2, ndo demostrando toxicidade na concentracao
maxima testada de 100 pg/mL. A amostra SL2 apresentou maior toxicidade que o acido galico

nas concentracgdes de 50 pg/mL e 100 pg/mL.
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Antes da determinagdo da citotoxicidade através do ensaio da SRB, foi determinado

visualmente para cada amostra a concentragdo maxima ndo téxica (CMNT). Esta analise foi

realizada através da visualizagao microscopica da morfologia e alteracdes celulares presentes

na monocamada celular, utilizando o microscopio invertido. As concentragdes maximas nao

toxicas (CMNT) foram iguais a 12,5 pg/mL e 25 pg/mL para o 4cido géalico e amostra SL2,

respectivamente. As amostras SL1 e SL3 exibiram valores de CMNT superior a 100 pg/mL.

Figura 32 - Citotoxicidade do acido galico e derivados SL1, SL2, SL3
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Através de andlise de regressao linear, foram calculadas as concentragdes citotoxicas a

50 % (CCso) de cada amostra (Figura 33). As amostras SL1 e SL3 apresentaram os valores de

CCso maior do que 100 pg/mL. O &cido gélico demostrou uma CCso de 71,61 £ 7,02 pg/mL e

o derivado SL2 apresentou um valor de CCso igual a 31,43 £+ 2,40 pg/mL.
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Figura 33- CCso do acido galico e derivados SL1, SL2, SL3
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4.5.2 Atividade antiviral

Para os ensaios antivirais foram utilizadas as suspensdes virais de HSV-1 Cepa KOS e
HSV-2 Cepa 333 com os titulos iguais a 8,75x10° UFP/mL e 4,18 x10° UFP/mL,
respectivamente.

Durante ensaio de pos tratamento, a amostra teste ¢ aplicada apds a adsorcao viral na
célula permitindo investigar a acdo direta dos compostos na inibi¢ao do ciclo de replicacdo viral
(Ripim et al., 2018), deste modo o método de reducdo de placas de lise, em relagdo ao ensaio
do pos-tratamento revelou que a amostras SL1, SL2 e SL3 apresentaram somente 14,7 %, 38,7
% e 11,45 % de inibicao da replicagdo do virus HSV-1 cepa KOS, respectivamente, nas CMNT,
enquanto o acido galico apresentou maior inibi¢cao da replicacdo do virus HSV-1 cepa com
valores de concentracao efetiva (CEso) igual a 6,68 = 1,15 pg/mL e um IS igual a 10,44. Os
resultados obtidos com o acido galico frente ao HSV-1 cepa KOS estdo de acordo com a
literatura. Estudo anterior descreveu que o acido gélico apresentou atividade contra entre virus
apresentado um valor de IS igual a 11,72 (Kratz et al., 2008). O acido galico apresentou 100 %
de inibi¢ao da replicagdo do virus HSV-2 cepa 333 em 12,5 pg/mL, maior concentragdo testada
no pos-tratamento e a amostra SL1 apresentou somente 37,50 % de inibicdo da replicagdo do
virus HSV-2 cepa 333 em 100 pg/mL, maior concentragdo testada no mesmo ensaio, 0s
derivados SL2 e SL3 ndo apresentaram atividade inibicdo frente ao HSV-2 cepa 333. O

aciclovir foi utilizado como controle positivo e apresentou 100 % de inibi¢do da replicacao viral
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na concentracdo testada de 15 pg/mL.

O estudo da atividade virucida frente a0 HSV-1 cepa KOS, avaliada através do método
de reducdo de placa de lise demostrou que o derivado SL1 que apresentou somente 33,21 + 3,54
% de inibicao da infecciosidade residual, ndo sendo possivel calcular sua CEso. O acido gélico
apresentou CEspigual a 10,92 + 2,39 ug/mL e os derivados SL1 e SL2 apresentaram CEso igual
a4,21 £0,74 ng/mL e 13,73 + 1,52 pg/mL respectivamente. As diferengas significativas foram
avaliadas por One-way ANOVA com teste de comparagao multipla de Tukey, que revelou
maior atividade virucida da amostra SL2 em comparagdo ao acido galico e ao derivado SL3 (P
<0,05), o derivado SL3 nao apresentou diferenca estatisticamente significativa em comparacao
ao acido galico (P > 0,05). A concentragdo efetiva a 50 % (CEso) dos derivados frente ao HSV-

1 cepa KOS ¢ demostrada na Figura 34:
Figura 34- CEso do acido galico e derivados SL1, SL2, SL3
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Legenda: CEso do acido galico e dos derivados SL2 e SL3. * P < 0,05
Fonte: Elaborado pelo autor

O indice de seletividade das amostras ¢ um importante indicador da potencial atividade
de uma determinada molécula, pois leva em consideracdo uma relagdao entre a atividade de
interesse e a toxicidade do material testado (Robles-Loaiza et al., 2022). Quando se avalia a
efetiva atividade antiviral é necessario considerar os valores de CCso € de CEso, através do
indice de seletividade. Assim, mesmo que o derivado SL2 apresentou uma maior acdo virucida
do que o 4cido gélico e o derivado SL3, quando se avalia os indices de seletividade (Figura 35)
pode-se verificar que nao ha diferenga entre os IS obtidos e que estes derivados apresentaram

atividade virucida equivalente ao acido gélico. De acordo com diversos autores, compostos que
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apresentam um indice de seletividade superior a 4 podem ser considerados agentes antivirais
promissores (Bag et al., 2013; Hochheim et al., 2019; Savi et al., 2010; Theerawatanasirikul et
al., 2021), portanto, o acido galico, assim como seus derivados obtidos por biotransformacao

apresentaram potencial atividade virucida frente ao HSV-1 cepa KOS.

Figura 35- Indice de seletividade do 4cido gélico e derivados SL1, SL2, SL3
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Fonte: Elaborado pelo autor

A atividade virucida permite avaliar a agdo direta das amostras sobre as particulas virais,
e a consequente diminuicao da sua capacidade infecciosa (Galabov, 2007). Devido a natureza
cronica do HSV, a auséncia de tratamentos capazes eliminar completamente o virus do
hospedeiro e a inexisténcia de vacinas eficazes, a obtencao de derivados com atividade virucida
¢ particularmente vantajosa, pois representa uma alternativa promissora para o controle da
transmissao viral, permitindo a producao formulagdes topicas que podem prevenir entrada do
virus em pessoas soronegativa (Sauerbrei et al., 2016; Suazo et al., 2015). Além de seu carater
preventivo, o uso topico de substancias virucidas, pode agir de maneira sinérgica as terapias

antivirais convencionais, minimizando a sele¢do de cepas resistentes (Sicurella et al., 2021).



58

5 CONCLUSAO

As condi¢des empregadas na biotransformacao do acido gélico por Beauveria bassiana
ATCC 7159, bem como as condigdes de isolamento dos derivados, foram consideradas
adequadas.

Através da biotransformacao do acido galico, foi possivel obter trés derivados (SLI,
SL2 e SL3) em quantidades satisfatorias para determinacdo da citotoxicidade, atividade
antiviral e determinacao estrutural.

O ensaio de sulforrodamina B revelou que o SL1 e SL3, tiveram citotoxicidade reduzida
em comparagao com o acido galico. O SL2 se mostrou mais citotdxico que seu precursor.

O acido galico apresentou atividade antiviral e virucida frente ao HSV-1 cepa KOS.

Os derivados SL2 e SL3, apresentaram atividade virucida equivalente ao do acido
gélico, no ensaio virucida frente ao HSV-1 Cepa KOS, porém com menor atividade antiviral.

O derivado SL3 nao demonstrou promissoras atividades antivirais e virucida frente aos
virus HSV-1 cepa KOS e HSV-2 cepa 333 quando comparada com as atividades do acido

gélico, frente aos mesmos virus.
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Resumo: O herpes virus simplex (HSV) ¢ um virus altamente transmissivel capaz de
estabelecer laténcia, gerando infec¢des vitalicias. O nimero limitado de antivirais disponiveis
para o tratamento de infecgdes por HSV ressalta a importancia da busca por novas moléculas
com potencial atividade frente a este virus. Na busca por novos candidatos a farmacos ¢
importante investigar substancias de origem natural, a exemplo o 4cido gélico (AG), um
composto fendlico cujos estudos demostraram uma potencial atividade anti-HSV. A
biotransformag¢do ¢ definida como uma rea¢do quimica catalisada por enzimas, que tem se
destacado como uma alternativa na busca de novas moléculas bioativas. O presente trabalho
tem como objetivo produzir derivados funcionalizados do dacido gélico através da
biotransformagao utilizando o fungo filamentoso Beauveria bassiana ATCC 7159 e avaliar a
potencial atividade antiviral destes derivados frente aos virus HSV-1 KOS e HSV-2 Cepa 333.
Para tanto, foram realizados ensaios semipreparativos com culturas de Beauveria bassiana
ATCC 7159. O fungo foi inoculado em meio PDSM e ap6s 65h de crescimento o substrato AG
foi adicionado. A reac@o foi mantida por 168 h e apds este tempo o meio reacional foi filtrado
e extraido. Os extratos obtidos foram purificados através de cromatografia em coluna,
cromatografia em camada delgada, dissolucdo fracionada e recristalizag@o. A citotoxicidade foi
avaliada através do ensaio colorimétrico com sulforrodamina B (SRB) utilizando células Vero
E6 e a atividade anti-HSV foi determinada pelo método de reducao de placas de lise através de
pos-tratamento e agdo virucida. A partir da biotransformacao do AG, foi possivel obter 3
derivados em quantidades suficientes para realizagdo de testes biologicos. A avaliacdo da
citotoxicidade revelou que o derivado SL2 possui CCsp =31,43 + 2,40 ug/mL, o AG demostrou
uma CCso = 71,61 £ 7,02 pg/mL, e os derivados SL.1 e SL3 apresentaram CCso > 100 pg/mL.
O pos tratamento revelou que os derivados SL1, SL2 e SL3 apresentaram menor inibi¢do da
replicagdo do virus HSV-1 cepa KOS em relagdo ao AG que apresentou CEso = 6,68 = 1,15
png/mL e um IS igual a 10,44. No ensaio de avalia¢ao da agao virucida verificou-se que o AG
apresentou um valor de CEso = 10,92 £+ 2,39ug/mL com IS = 6,55 e os derivados SL2 e SL3
apresentaram valores de CEsoiguais a 4,21 £ 0,74 com IS = 7,46 para SL2 e 13,73 £ 1,52 com
IS 7,28 para SL3. O derivado SL1 apresentou 33,21 + 3,54 % de inibicdo da infecciosidade
residual. Assim, conclui-se que através da biotransformacdo do AG através do fungo
filamentoso Beauveria bassiana ATCC 7159 foram obtidos trés derivados e os derivados SL2
e SL3 apresentaram atividade virucida equivalente ao 4cido gélico.

Palavras-chave: Bioconversao; Produtos naturais; Virucida, HSV
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INTRODUCAO

Os herpesvirus sdo virus pertencente a familia Orthoherpesviridae, que possuem como
principal caracteristica o seu ciclo de replicacdo em duas fases, litica (replicativa) e latente.
Entre esses virus, o herpes virus simplex (HSV) se destaca por apresentar maior incidéncia em
humanos, infectando cerca de 60 % a 95 % da populagdo adulta mundial (Magel; Tyring, 2012;
Rechenchoski et al., 2017).

O virus HSV-1 esté relacionado principalmente a lesdes vesiculares muco cutdneas na
lingua, labios, gengiva, boca, faringe, face e também pode acometer olhos e sistema nervoso
central (SNC), ja o virus HSV-2 ¢ geralmente responsavel por infegdes da regido anogenital,
causando lesdes em 6rgdos genitais, perineo, nadegas e areas perianais (Chayavichitsilp et al.,
2009; Cole, 2020; Steiner; Benninger, 2018; Tognarelli et al., 2019).

A infecgao primaria por HSV ocorre quando um individuo soronegativo com danos nas
superficies mucosas ou pele ¢ exposto ao virus pelo contato direto com lesdes herpéticas, ou
através de secrecdes genitais ou orais, e superficies mucosas de pessoas assintomadticas, o que
facilita a sua disseminagdo (Johnston et al., 2008; Magel; Tyring, 2012).

Apesar das terapias antivirais utilizadas no tratamento do HSV serem consideradas
seguras ¢ eficazes no tratamento da fase ativa do HSV, o crescente nimero de cepas resistentes
aos farmacos utilizados atualmente ressalta a importancia de se buscar por novas alternativas
com diferentes mecanismos de acdo (Schalkwijk; Snoeck; Andrei, 2022; Singh; Goodyear;
Breuer, 2019; Xie et al., 2019).

O acido gélico € um acido fendlico de baixo peso molecular constantemente encontrado
na natureza como metabdlito secundario em plantas (Badhani; Sharma; Kakkar,
2015)(Badhani; Sharma; Kakkar, 2015), que assim como seus derivados possui potente
atividade antioxidante (Al Zahrani; El-Shishtawy; Asiri, 2020; Gnawali; Acharya; Rajbhandari,
2013; Kalita; Kar; Handique, 2012). Além disso, sdo relatadas outras atividades biologicas
como a sua ag¢ado anti-inflamatoéria (Queiroz et al., 2019; Seo et al., 2016; Tsang et al., 2016),
atividade citotoxica em diferentes tipos de cancer (Jiang et al., 2022), atividade antimicrobiana
em diversas cepas de microrganismos (Kim; JE, 2015; Sarjit; Wang; Dykes, 2015; Sorrentino
et al., 2018), e a atividade antiviral frente a virus de DNA e RNA incluindo diferentes tipos de
herpesvirus humano (Chen et al., 2015; Chojnacka et al., 2021; Hsu et al., 2015; Lee et al.,
2016; Long et al., 2021; Sudomova et al., 2022; Wu et al., 2017).
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A biotransformagao ¢ definida como modificagdes na estrutura de compostos organicos
através de enzima ou sistema enzimatico, que levam a formacao de novas moléculas (Smitha,
Singh e Singh, 2017). Neste contexto, a biotransformacao pode ser util na produgao de analogos
de compostos biologicamente ativos com potencial atividade ja conhecida, uma vez que por
meio da biotransformagdo ¢ possivel realizar reagdes que dificilmente seriam alcangadas por
procedimentos sintéticos tradicionais, aumentando assim a possibilidade de encontrar novas
moléculas (Choi et al., 2018).

Beauveria bassiana ¢ um fungo filamentoso entomopatogénico frequentemente
utilizado como biocatalisador, sendo capaz de realizar uma grande diversidade de reagdes que
incluem hidroxilagao, sulfoxidacdo, desalquilacao, glicosilagdo, acetilacdo, redugdo e hidrolise
de uma ampla gama de substratos como aminas aromaticas, terpenos e terpendides, polifendis
e esteroides (Grogan; Holland, 2000; Kozlowska et al., 2018).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo produzir derivados do 4cido gélico a
partir da biotransformag¢ao com Beauveria bassiana ATCC 7159 e avaliar a atividade antiviral

e virucida do acido galico e dos derivados formados.

METODOLOGIA

Biotransformacio em escala semipreparativa

Para realizagdo do ensaio em escala semipreparativa foram utilizadas subculturas de
Beauveria bassiana ATCC 7159 com sete dias de crescimento. Os fungos foram ressuspendidos
com solugdo estéril de glicerol 25 % e uma gota da suspensdo de esporos foi transferida para
erlenmnmeyers contendo 100 mL de meio de cultura PDSM. As culturas foram incubadas por
65 h a 27 °C e agitagdo constante de 200 rpm, em incubadora shaker Tecnal TE-424

Apbs 65 h de crescimento, foi adicionado a cada erlenmeyers 1,0 mL de solugdo de
acido galico solubilizado em alcool etilico P.A. em uma concentragdo de 30 mg/mL. Apds a
adicao do substrato, os fungos foram novamente incubados a 27 °C com agitacao mecanica de
200 rpm por 168 horas

Ao final do periodo de bioconversao, o meio reacional foi filtrado, gerando uma massa
fingica e um filtrado aquoso que foi supersaturado com cloreto de so6dio. A fragdo aquosa
supersaturada foi extraida com acetato de etila e o solvente foi removido por meio de secagem
em evaporador rotativo a vacuo. Este processo foi repetido até total extracao.

Para obteng¢ado de possiveis derivados presentes na massa fungica, a mesma foi extraida
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com acetona P.A. e seca em evaporador rotativo.

Purificacao de derivados

Os derivados foram inicialmente purificados pelo método de cromatografia em coluna,
utilizando silica gel 40-63 um (230-400 mesh; Sigma) como fase estaciondria. Como fase
movel foram utilizadas misturas de solventes contendo acetato de etlia, metanol, cloroféormio,
acido formico, diclorometano, hexano e acetona em diferentes propor¢des. O processo de
separacao foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD). As fracdes obtidas
que possuiam substancias com mesmo fator de retencdo (Rf) foram agrupadas e secas em
evaporador rotativo. Como método de purificagdo adicional foi realizada cromatografia em
camada delgada preparativa, dissolugao fracionada e recristalizagcdo das amostras.

A cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa foi realizada utilizando
cromatofolhas de aluminio DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, de 20x20 cm,
silica gel 60 F254 previamente saturada com fase movel acetona/metanol/acetato de
etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2). Apos a eluigdo, as placas foram observadas em camara UV
nos comprimentos de onda de 254 ¢ 365 nm, as bandas foram demarcadas com grafite e foi
realizado a raspagem da silica, que foi extraida com alcool metilico em agitador magnético por
30 minutos a temperatura ambiente

A dissolugdo fracionada foi realizada adicionando solventes organicos até solubilizagdo
parcial da amostra e em seguida a por¢ao solavel foi retirada com auxilio de pipeta de pasteur
de vidro. Este processo foi repetido com diferentes solventes em ordem de polaridade crescente
(Figura 1). As fracdes obtidas foram analisadas por CCD e agrupadas conforme o Rf dos

compostos presentes.

Figura 1- Ordem de polaridade de solventes

Hexano Diclorometano  Cloroformio  Acetato de Etila ~ Acetona Metanol

Fonte: Elaborado pelo autor

No processo de recristalizacdo a amostra foi solubilizada e posteriormente precipitada
através de refrigeragdo abaixo de 4 °C, ou pela adi¢do de solvente no qual a amostra possui
menor solubilidade, formando assim um precipitado. Em seguida o solvente foi removido com

pipeta de pasteur de vidro e as amostras obtidas foram analisadas por CCD.
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Células e virus

Nos experimentos de avaliagdo da citotoxicidade e da atividade antiviral foram
utilizadas células originarias de rim de macaco Cercopithecus aethiops (células Vero E6). Estas
células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? contendo 10 mL de meio de cultura
Leibovitz (L-15- Sigma-Aldrich) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SBF- Sigma-
Aldrich) e 1 % de solugdo de antibiotico e antifungicos (ATB/ solucao de 10.000 U penicilina,
10.000 mg estreptomicina, 25 mg anfotericina B — Sigma-Aldrich) e mantidas a 37 °C em
estufa, com renovacao periodica das culturas celulares.

Nos experimentos foram utilizados os virus: herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) cepa
KOS foi gentilmente cedido pela Prof*. Dr*. Claudia Maria Oliveira Simdes da Universidade
Federal de Santa Catarina; herpes simplex virus tipos 2 (HSV-2) cepa 333 foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Tomas Bergestrom, da Universidade de Gotemburg (Suécia). Os estoques

virais foram mantidos a - 80°C e titulados através do método de placa de lise.

Avaliacao da citotoxicidade

A avaliagao da citotoxicidade foi realizada através do ensaio colorimetrico com
Sulforrodamina B (SRB), in vitro, descrito por Vichai e Kirtikara (2006)Vichai e Kirtikara
(2006)Vichai e Kirtikara (2006)Vichai e Kirtikara (2006)Vichai e Kirtikara (2006)Vichai e
Kirtikara (2006). Assim, uma suspensio de células Vero E6, contendo aproximadamente 9x10*
células/mL, foi obtida através da tripsiniza¢ao de um frasco de cultura celular. Essa suspensdo
foi distribuida em uma placa de 96 cavidades (100 mL por cavidade). Apos 24 h de incubagao,
a 37 °C, o meio de cultura foi retirado e foram adicionadas as amostras diluidas em LI5 + 1 %
de ATB em 8 concentragdes diferentes, preparadas em diluicao seriada (1:2). Em 4 pocos foi
adicionado controle com L-15 + ATB 1 % + dimetilsulfoxido (DMSO) 1 % (controle celular
com DMSO), e em 8 cavidades foi adicionado apenas L-15 + ATB 1 % para controle celular.
A placa foi incubada em uma estufa a 37 °C por 72 h.

Apo6s este periodo, o meio foi removido das cavidades e as células foram fixadas
adicionando 100 pL de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10 % resfriado, e a placa foi
incubada a 4 °C por uma hora. Apos o periodo de incubacao o TCA foi removido e as células
foram lavadas 4 vezes com agua destilada gelada. Apds este procedimento, a placa foi reservada
em temperatura ambiente por 24 h para secagem.

Posteriormente, foi adicionado 100 uL de sulforrodamina B em cada cavidade por 30
minutos em temperatura ambiente e em seguida a placa foi lavada 4 vezes com acido acético 1

% para remogao do corante ndo ligado as proteinas celulares.
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Para realizar a leitura, foi adicionado 100 pL de solucdo tris basel0mM em cada
cavidade e a placa foi agitada por 5 minutos em agitador de mesa para solubilizar o corante
ligado as proteinas celulares. Em seguida foi realizado a leitura em espectrofotometro a 510
nm. Para a determinagdo do percentual de viabilidade celular de cada amostra, foi calculada a

porcentagem em relagdo a absorbancia do controle celular pela formula:

% Inibicao =

Avaliacio da atividade antiviral - método de reducio de placas de lise

O ensaio de reducdo de placas de lise — Pos-tratamento foi realizado seguindo a
metodologia proposta por Burleson, Chambers e Wiedbrauk (1992), em que as células Vero E6
(2x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 24 pogos em meio L-15 + 1 % de ATB +
SBF 5 % e incubadas a 37 °C, por 24 horas. Apo0s este periodo, o meio de cultura foi retirado
e foi adicionado 400 pL de suspensao viral (50 a 100 UPF por cavidade) preparada em L-15 +
ATB 1 % em cada cavidade. A placa foi incubada por uma hora com agitagdo intermitente a
cada 15 minutos. Em seguida, a suspensdo viral foi aspirada e foi adicionado 1 mL das
diferentes concentracdes de cada amostra, a partir da Concentracdo maxima nao toxica, diluidas
seriadamente (razdo 1:2) em uma solucdo (1:1) de meio L-15 (2x) + CMC (1,5 %), com 1 %
ATB. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C, por 72 h para o HSV-1 Cepa KOS ¢
48 h para o HSV-2 Cepa 333. Para o controle viral somente foi adicionada a solugdo (1:1) de
meio L-15 (2X) + CMC 1,5 % com 1 % de ATB. Foi utilizado como controle positivo o farmaco
aciclovir (ACV — Sigma®) a uma concentragdo de 15 pg/mL. Ap6s o periodo de incubacio, as
amostras foram retiradas e as células foram fixadas e coradas adicionando 200 pL preto de
naftaleno e as placas foram mantidas sob agitacao durante 40 minutos em temperatura ambiente,
e em seguida o corante foi retirado.

A quantificacdo foi realizada através da contagem visual com o auxilio de uma lupa do
numero de focos virais. O percentual de inibi¢do de replicagao viral € calculado com base na
média aritmética do controle viral que indica 100 % de replicagdo viral através da seguinte

formula:

n°Focos na amostra
% Inibicdo = 100 — — X 100
n%Focos no controle viral
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Avaliacao da atividade virucida

A infecciosidade residual foi determinada pelo método de placas de lise proposto por
Ekblad et al. (2010). Assim, células Vero E6 (2x10° células/mL) foram cultivadas em placas
de 24 cavidades em meio L-15 + ATB 1 % + SBF 5 % ¢ incubadas a 37 °C, por 24 horas.

Foram utilizados 50 pL de diferentes concentragdes decrescentes das amostras (razao
1:2) + 50 uL da suspensio viral contendo 4,0x10* UFP/mL. As solugdes obtidas foram entio
incubadas por 30 minutos. Apds este periodo, 10 pL. de cada solugao foi adicionada a 990 puL
de L-15 + 1 % de ATB a fim de se obter concentragdes ndo inibitorias das amostras. Como
controle viral foram utilizadas as suspensdes virais tratadas apenas com meio L-15 e submetidos
as mesmas condi¢des que as amostras.

O meio de cultura da placa preparada com 24 horas de antecedéncia foi aspirado e as
células foram lavadas com 500 puL de PBS gelado. O PBS foi aspirado e as células foram
infectadas com 400 puL da suspensdo viral tratada com a amostra. A placa foi incubada por uma
hora a 37 °C com agitacdo periddica a cada 15 minutos. Apés o periodo de incubacdo, a
suspensao viral foi removida, as células foram lavadas cuidadosamente com PBS gelado e foi
adicionado ImL da solu¢do (1:1) de meio L-15 (2X) + CMC 1,5 %, com 1 % de ATB. Estas
células foram entdo incubadas a 37 °C, por 72 h para o HSV-1 Cepa KOS e 48 h para o HSV-2
Cepa 333. Apds o periodo de incubagdo o meio foi retirado e as células foram fixadas e coradas
com adi¢do de 200 pL de preto de naftaleno, com agitagao constante, por 40 minutos.

A quantificagdo foi realizada através da contagem visual da placa de lise nos diferentes
tratamentos e nos controles virais, ¢ a infecciosidade residual foi calculada com base no controle

viral pela formula:

n°Focos na amostra
% IR = — X 100
nFocos no controle viral

A concentracao efetiva a 50 % das (CEso) foi obtida por analise de regressdao. Com base

nos valores de CEsg e CCsg foi calculado o indice de seletividade:

CC50

IS = ﬁx 100



82

Analise estatistica

Os valores de CCso e CEso foram estimados por meio de curvas concentragao-resposta
por andlise de regressdo utilizando o programa GrafPad Prism 8. Os experimentos foram
realizados em duplicata ou triplicata e os resultados expressos por meio da média de dois ou

trés experimentos independentes testados e desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os aspectos macroscopicos do fungo Beauveria bassiana estdo de acordo com a
avaliag¢do de crescimento realizada por Deb, Rajesh e Monika (2017) e Wargane et al. (2019),
possuindo um aspecto suave, algodonoso e coloragao branco amarelada.

Foram realizados 4 ensaios semipreparativos (SP). Os fungos utilizados nos ensaios
apresentaram um aspecto de massa amorfa com micélios dispersos, coloracdo levemente
amarelada e presenca de halos de crescimento. Tais caracteristicas sdo descritas por outros
autores em culturas de Beauveria bassiana em meio liquido PDSM (Cordeiro, 2019; Nobrega,
2016).

Diversos fatores podem influenciar o processo de bioconversdao, como a morfologia do
fungo, agitacdo mecanica, meio de cultura, escolha das cepas, concentracdo e veiculo para
adicao de substrato, fase de crescimento do fungo e a temperatura (El Enshasy, 2022; Prasad et
al.,2011; Qin; Dong, 2023; Varalaxmi; Vidyavathi, 2015).

Portanto, neste trabalho foram empregadas condigdes como temperatura de 27 °C que
estd de acordo com a faixa de temperatura considerada ideal para o crescimento de cepas
Beauveria bassiana (Borisade; Magan, 2014; Mwamburi; Laing; Miller, 2015), agitagao de 200
rpm que pode ser considerada apropriada para o fornecimento de oxigénio e crescimento
adequado das cepas do fungo como demostrado por outros autores (Carneiro et al., 2010;
Pazini, 2006), e 0 meio PDSM que ¢ rico em nutrientes e fornece glicose como fonte de carbono
e extrato de levedura e peptona como principais fontes de nitrogénio (Souza et al., 2016; Fang
etal. 2019).

A partir da extragdo do meio reacional, foram geradas as fragdes acetato de etila e fragao
cetonica. Em ambas as fragdes, foi possivel observar por CCD o consumo do substrato acido

galico e a formacao de derivados apds 168 h de incubagdo (Figura 2).
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Figura 2- Placa de CCD com 4cido galico, fragdo acetato de etila, fracdo cetonica, meio PDSM

Legenda: Acido galico (1); Fragdo acetato de etila (2); Fragdo cetdnica (3); Meio PDSM (4). Fase movel:
Cloroformio/Acetato de etila/Acetona/Acido formico (8:3:2:1). Revelagdo em luz UV 254 nm (A) e 365 nm (B).
Fonte: Elaborado pelo autor

Purificacao dos derivados

Um dos principais desafios nos estudos de produtos naturais, ¢ o isolamento das
moléculas de interesse, uma vez que estes compostos possuem diferentes padrdes estruturais e
propriedades fisico-quimicas, e normalmente sdo encontrados em matrizes complexas junto a
diversos compostos (Talapatra; Talapatra, 2015)(Talapatra; Talapatra, 2015)(Talapatra;
Talapatra, 2015)(Talapatra; Talapatra, 2015). De acordo com Sarker e Nahar (2012)Sarker e
Nabhar (2012)Sarker e Nahar (2012)Sarker e Nahar (2012)Sarker e Nahar (2012)Sarker e Nahar
(2012), um protocolo apropriado para extragao e isolamento s6 pode ser elaborado depois que
os compostos alvo estiverem estabelecidos, portanto, para a purificacdo de produtos naturais
desconhecidos € necessario desenvolver métodos piloto de extragdo e isolamento para descobrir
0 mecanismo mais adequado para a amostra.

Para purificagdo dos derivados obtidos foi utilizado inicialmente cromatografia em
coluna, onde a fase movel utilizada foi uma mistura de solventes organicos. A escolha da fase
movel foi determinada através de testes utilizando CCD em estudos prévios realizados pela
equipe do laboratorio.

As fracdes acetato de etila dos ensaios SP1 e SP2 foram separadas por cromatografia
em coluna CC1 e CC2 respectivamente, utilizando uma mistura de solventes contendo
cloroférmio/acetato de etila/acetona/acido férmico (8:3:2:1) como fase movel. As subfragdes
coletadas a partir das colunas cromatograficas CC1 e CC2 foram comparadas e agrupadas
conforme os derivados presentes.

Ja as fragdes acetato de etila dos ensaios SP3 e SP4 foram associadas e separadas por

cromatografia em coluna CC3. Na tentativa de melhorar o processo de purificagdo foram
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utilizadas trés fases moveis em sequéncia, sendo cloroférmio/acetato de etila/metanol
(60:30:4), inicialmente utilizada para melhor separagdo dos derivados apolares,
acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano (2:0,5:0,5:2), para separar os produtos mais
polares, e acetona/metanol/acetato de etila/diclorometano/agua (2:0,6:0,5:0,8:0,2) para
separagdo de compostos que estavam retidos na coluna cromatografica.

Para purificagdo inicial da fragdo cetdnica por cromatografia em coluna CC4, dentre as
fases moveis testadas, a que demostrou melhor separacao dos derivados foi cloroférmio/acetato
de etila/acetona/acido formico (8:3:2:1).

Considerando que os processos iniciais de cromatografia em coluna das fragdes acetato
de etila e cetonica ndo geraram derivados puros foi necessario realizar purificagao adicional das
subfracdes obtidas. Inicialmente foi realizada a dissolucao fracionada de todas as subfracdes,
que foram agrupadas conforme a polaridade dos derivados para posterior separagao por
cromatografia em camada delgada preparativa, cromatografia em coluna, e recristalizacao.

As subfragdes contendo derivados mais apolares que o acido gélico, foram inicialmente
tratadas com hexano, para remog¢ao de impurezas de menor polaridade. Em seguida foram
recristalizadas com diclorometano, que permitiu a obtencao do derivado SLI1.

O processo de recristalizacdo foi repetido com todas as amostras, utilizando hexano,
diclorometano, cloroféormio, acetato de etilila, acetona e metanol em ordem de polaridade
crescente. As amostras foram comparadas por CCD e agrupadas conforme os derivados
presentes. As fragdes soluveis em diclorometano e cloroférmio foram posteriormente
recristalizadas com metanol sob baixa temperatura, o sobrenadante foi aspirado e purificado
por cromatografia em coluna CCS5, utilizando como fase movel acetato de
etila/hexano/diclorometano/metanol/cloroférmio/acido foérmico (1:1:1,5:0,5:1:0,15). Através
dessa coluna cromatografica foi possivel obter o derivado SL2.

A partir da coluna cromatografica CC5 foi obtida uma amostra contendo principalmente
2 derivados, que foram submetidos a recristalizacdo. A fragdo foi solubilizada em acetona e
posteriormente foi acrescentado diclorometano. A amostra foi resfriada abaixo de 4 °C e a
porc¢ao soluvel foi evaporada e tratada com hexano para remocao de impurezas, dando origem

ao derivado SL3.

Derivados obtidos
Foram obtidos 3 derivados com quantidades suficientes para realizagao dos ensaios de
atividade antiviral e virucida, e elucidagao estrutural.

A Figura 3 mostra que os 3 derivados obtidos possuem Rf diferentes entre si, e que sdo
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produtos distintos dos compostos presentes no meio de cultura. Ao realizar CCD com fase
movel diclorometano/acetato de etila/metanol (8:1:0,7) o derivado SL1 apresentou Rf 0,55, o
derivado SL2 Rf 0,39 e o derivado SL3 Rf 0,27. Todos os derivados sdo visiveis no
comprimento de onda de 254 nm e apresentam coloragao amarelada quando revelados com iodo
ressublimado. O iodo ¢ um revelador universal, capaz de identificar compostos com duplas
ligacdes (Simdes et al., 2016).

Figura 3- Derivados obtidos pela biotransformacao do 4cido galico com Beauveria bassiana ATCC 7159

SL2

Legenda: Figura A: Acido galico (1), SL1 (2), SL2 (3), SL3 (4), PDSM (5). Fase mével diclorometano/acetato de
etila/metanol (8:1:0,7). Visualizacdo em 254 nm (A1) e revelagdo com iodo ressublimado (A2). Figura B: SL1
(1), SL2 (2), SL3 (3), PDSM + acido galico 168h (4) revelado com iodo ressublimado

Fonte: Elaborado pelo autor

Citotoxicidade

A citotoxicidade do acido galico e das amostras SL1, SL2 e SL3 foi avaliada através do
método da sulforrodamina B. De acordo com Shakil et al., 2022, o ensaio de sulforrodamina B
(SRB) tem sido uma escolha popular devido a sua simplicidade, precisdo, confiabilidade e
reprodutibilidade. Este método ¢ baseado na capacidade que a sulforrodamina B tem de se ligar
as proteinas celulares em condigdes levemente acidas. Ao remover o excesso, a quantidade de
sulforrodamina B presente na amostra ¢ diretamente proporcional as células integras. Deste
modo, o corante € solubilizado em condigdes basicas, permitindo a medi¢do de densidade 6tica.
Entre as vantagens de se utilizar este método, esté a sua estabilidade por longo periodo de tempo
e menor variacao quando aplicado a diferentes linhagens celulares em comparagdo a ensaios
colorimétricos, como por exemplo, com ensaio colorimétrico com o sal de tetrazolio (MTT)
(Nedel et al., 2011; Pawar; Dwivedi, 2023).

Antes da determinacdo da citotoxicidade através do ensaio da SRB, foi determinado
visualmente para cada amostra a concentracdo maxima nao toxica (CMNT). Esta analise foi
realizada através da visualizacdo microscopica da morfologia e alteracdes celulares presentes

na monocamada celular, utilizando o microscopio invertido. As concentra¢cdes maximas nao
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toxicas (CMNT) foram iguais a 12,5 ng/mL e 25 pg/mL para o acido gélico e amostra SL2,
respectivamente. As amostras SL1 e SL3 exibiram valores de CMNT superior a 100 pg/mL.

As concentracdes citotoxicas a 50 % (CCso) de cada amostra foram calculadas através
de analise de regressao linear (Tabela 1). As amostras SL1 e SL3 apresentaram os valores de
CCso maior do que 100 pg/mL. O 4acido galico demostrou uma CCso de 71,61 = 7,02 ng/mL e
o derivado SL2 apresentou um valor de CCso igual a 31,43 + 2,40 pg/mL.

Atividade antiviral

O método de redugdo de placas de lise, em relagcdo ao ensaio do poés-tratamento revelou
que a amostras SL1, SL.2 e SL3 apresentaram somente 14,7 %, 38,7 % e 11,45 % de inibi¢ao
da replicagdo do virus HSV-1 cepa KOS, respectivamente, nas CMNT, enquanto o acido galico
apresentou maior inibi¢do da replicacao do virus HSV-1 cepa com valores de concentragdo
efetiva (CEso) igual a 6,68 = 1,15 pg/mL e um IS igual a 10,44. Os resultados obtidos com o
acido galico frente ao HSV-1 cepa KOS estdo de acordo com a literatura. Estudo anterior
descreveu que o acido galico apresentou atividade contra entre virus apresentado um valor de
IS igual a 11,72 (Kratz et al., 2008). O acido gélico apresentou 100 % de inibig¢do da replicacdo
do virus HSV-2 cepa 333 em 12,5 pg/mL, maior concentragdo testada no pos-tratamento e a
amostra SL1 apresentou somente 37,50 % de inibi¢do da replicagdo do virus HSV-2 cepa 333
em 100 pg/mL, maior concentragdo testada no mesmo ensaio. Os derivados SL2 e SL3 nao
apresentaram atividade inibicao frente ao HSV-2 cepa 333. O aciclovir foi utilizado como
controle positivo e apresentou 100 % de inibicao da replicacdo viral na concentracao testada de
15 pg/mL.

O estudo da atividade virucida frente ao HSV-1 cepa KOS, avaliada através do método
de reducdo de placa de lise demostrou que o derivado SL1 que apresentou somente 33,21 + 3,54
% de inibicao da infecciosidade residual, ndo sendo possivel calcular sua CEso. O acido gélico
apresentou CEspigual a 10,92 + 2,39 ug/mL e os derivados SL1 e SL2 apresentaram CEso igual
a4,215+0,74 ng/mL e 13,73 + 1,52 pg/mL respectivamente. As diferencas significativas foram
avaliadas por One-way ANOVA com teste de comparagao multipla de Tukey, que revelou
maior atividade virucida da amostra SL2 em comparagao ao acido galico e ao derivado SL3 (P
<0,05), o derivado SL3 nao apresentou diferenca estatisticamente significativa em comparacao
ao acido galico (P > 0,05). A concentragdo efetiva a 50 % (CEso) dos derivados frente ao HSV-
1 cepa KOS ¢ demostrada no Quadro 1.

O indice de seletividade das amostras ¢ um importante indicador da potencial atividade

de uma molécula, pois leva em consideragdo uma relagdo entre a atividade de interesse e a
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toxicidade do material testado (Robles-Loaiza et al., 2022). Assim, mesmo que o derivado SL.2
apresentou uma maior acao virucida do que o acido galico e o derivado SL3, quando se avalia
os indices de seletividade pode-se verificar que nao ha diferenca entre os IS obtidos e que estes
derivados apresentaram atividade virucida equivalente ao &cido galico. segundo diversos
autores, compostos que apresentam indice de seletividade superior a 4, podem ser considerados
agentes antivirais promissores (Bag et al., 2013; Hochheim et al., 2019; Savi et al., 2010;
Theerawatanasirikul et al., 2021), portanto, o acido gélico, assim como os derivados obtidos

por biotransformacao apresentaram potencial atividade virucida frente ao HSV-1 cepa KOS.

Quadro 1- Resultado da avaliagéo da citotoxicidade e da atividade antiviral do acido galico e dos derivados
obtidos por biotransformagao, através de ensaio de redugdo de placas de lise.

Tratamento Citotoxicidade Pos-tratamento IS Virucida IS
CCso = DP CEso £ DP (pg/mL) CEso = DP

_ (ug/mL) (ng/mL)

Acido gélico 71,61 £7,02 6,68 1,15 10,8 10,92 + 2,39 6,55

SL1 > 100 * - * -

SL2 31,43 £2,406 * - 4,21+ 0,74 7,46

SL3 > 100 * - 13,73 £ 1,52 7,28

CCso = concentragdo citotoxica a 50 %; CEso = concentragdo efetiva a 50 % de inibi¢do; *apresentou % de inibi¢do menores

que 50 % na maior concentracao testada em um experimento; IS = CCso/CEso. Os valores obtidos representam a média de trés

experimentos independentes.

Fonte: Elaborado pelo autor

A atividade virucida permite avaliar a agdo direta das amostras sobre as particulas virais,
e a consequente diminuicao da sua capacidade infecciosa (Galabov, 2007). Devido a natureza
cronica do HSV, a auséncia de tratamentos capazes eliminar completamente o virus do
hospedeiro e a inexisténcia de vacinas eficazes, a obtencao de derivados com atividade virucida
¢ particularmente vantajosa, pois representa uma alternativa promissora para o controle da
transmissao viral, permitindo a producao formulagdes topicas que podem prevenir entrada do
virus em pessoas soronegativa (Sauerbrei et al., 2016; Suazo et al., 2015). Além de seu carater
preventivo, o uso topico de substancias virucidas, pode agir de maneira sinérgica as terapias

antivirais convencionais, minimizando a sele¢ao de cepas resistentes (Sicurella et al., 2021).
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CONCLUSAO

Através da biotransformacao do acido galico, foi possivel obter trés derivados (SLI,
SL2 e SL3) em quantidades satisfatérias para determinacdo da citotoxicidade, atividade
antiviral e elucidagdo estrutural. O ensaio de sulforrodamina B revelou que o SL1 e SL3,
tiveram citotoxicidade reduzida em comparacdo com o &acido galico e o derivado SL2 se
mostrou mais citotéxico que seu precursor. A avaliacdo da atividade pelo método de redugao
de placa de lise demostrou que o 4cido galico apresenta atividade antiviral e virucida frente ao
HSV-1 cepa KOS. Os derivados SL2 e SL3, apresentaram indice de seletividade equivalente
ao do acido galico, no ensaio virucida frente ao HSV-1 Cepa KOS, porém com menor atividade
antiviral. O derivado SL1 ndo demonstrou promissoras atividades antivirais e virucida frente
aos virus HSV-1 cepa KOS e HSV-2 cepa 333 quando comparada com as atividades do acido

gélico, frente aos mesmos virus.
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