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1. INTRODUCAO

A COVID-19 é uma doenca infectocontagiosa causada pelo virus SARS-CoV-2, que desencadeou
uma pandemia que perdurou por cerca de trés anos. Os sintomas predominantes da infec¢do incluiam dores
de cabeca, febre, fadiga, tosse seca e, em casos mais severos, dores no peito e dificuldade respiratoria
(OPAS/OMS/ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020). Embora tenha sido
significativamente controlada na atualidade, os cientistas persistem na busca por estratégias para conter a
sua proliferacéo e, assim, prevenir o surgimento de novas variantes. Nesse contexto, tem-se observado um
notavel progresso no desenvolvimento de materiais dotados de propriedades antimicrobianas ao longo dos
ultimos anos (ABU ELELLA et al., 2021).

Dessa forma, os compostos quaternarios de amonio (CAQs) tém se destacado bastante desde a
pandemia, devido as suas propriedades biocidas e surfactantes. Esses tipos de compostos sdo formados
por um atomo de nitrogénio central carregado positivamente, o qual interage com a membrana de diversos
grupos de microrganismos, que é carregada negativamente, promovendo trocas idnicas que causam danos
em sua estrutura (ABU ELELLA et al., 2021; FLANJAK et al., 2023). Contudo, a aplicacdo extensiva
dessas substancias revelou-se consideravelmente toxica, tanto aos seres humanos quanto ao préprio meio
ambiente. A ingestdo ou inalacdo de grandes concentracdes dos CAQs pode resultar na morte de diversas
células por interferir no funcionamento mitocondrial e, com a pandemia, esses compostos passaram a se
acumular em grandes quantidades nas matrizes ambientais, como aguas residuais e superficiais, sendo
dificilmente removidos nas esta¢Ges de tratamento (MOHAPATRA, 2024).

Com base nisso, o presente estudo se focou na incorporacdo desses grupos catidnicos em
biopolimeros, através de um processo de cationizacdo, de modo a garantir a manutencédo das propriedades
antimicrobianas dos compostos de amonio e, a0 mesmo tempo, utilizar um material que minimiza sua
toxicidade. Os biopolimeros selecionados para esse fim foram o alginato de sédio e goma arébica, posto
que ambos sdo polissacarideos naturais, biodegradaveis, biocompativeis, ndo toxicos e com baixo custo,
além de serem muito versateis e capazes de formar filmes ou geéis, além de serem suscetiveis ao processo
de cationizagdo (DE ALMEIDA et al., 2022; RONGHUA et al., 2003; DE SOUSA et al., 2020).

O objetivo principal foi testar e analisar a capacidade antiviral dos biopolimeros cationizados
visando & minimizac&do da proliferacdo do virus causador da COVID-19. Com base nisso, este estudo é
inovador ao considerar que nenhuma outra referéncia na literatura atual aplicou estes polissacarideos
cationados contra um virus.
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2. METODOLOGIA

2.1.Materiais

Nos experimentos foram utilizados os polissacarideos alginato de sédio e goma arabica, além do
reagente cationizante cloreto de glicidil trimetilaménio (GTMAC), todos adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich. Também foi usado, com grau analitico, hidroxido de sodio e &lcool absoluto. Todos os
experimentos utilizaram agua destilada ou ultrapura.

2.2.Sintese dos polissacarideos cationizados

A modificacdo quimica do alginato de sédio e da goma arabica seguiram 0 mesmo procedimento
em sistemas distintos, onde aproximadamente 5 g do polissacarideo foi dissolvido em 50 mL de &gua
deionizada. Posteriormente, adicionou-se 15,16 g de GTMAC (0,1 M). Ap0s esta etapa, cerca de 0,06 g
de NaOH foram dissolvidos em 10 mL de agua deionizada e adicionados a mistura inicial, colocando-a
em banho termostatico a 70 °C durante 1 hora para que ocorresse 0 processo de cationizacdo (SANTINON;

BEPPU; VIEIRA, 2023). Por fim, a mistura foi

Figura 1 - Aparéncia das blendas de alginato de  tyansferjda para um béquer de 50 mL e fechado com papel

sodio cationizado e goma ardbica. parafilm, para ser congelada até o dia posterior e, entéo,
colocada na liofilizadora por alguns dias.

2.3. Preparo das blendas

B i i

e "‘;-% i i Apbs o processo de modificacdo quimica, foram
ps — e preparadas trés blendas de alginato de sodio cationizado
50G:50AC 75G:25AC 25G:75AC (AC) e goma arabica natural (G) nas proporcdes de
25G:75AC, 50G:50AC e 75G:25AC com o intuito de
< g avaliar o efeito da reducdo viral pela quantidade de
/ polissacarideo modificado. Para isto, o alginato de sodio
\ foi cationizado de acordo com a Secdo 2.2 e
posteriormente adicionou-se a goma arabica natural para
formacdo das blendas em diferentes concentracfes. As
Alginato de sodio Goma arabica solugdes foram congeladas e liofilizadas, sendo mostradas
cationizado natural H
na Figura 1.

2.4.Atividade virucida e citotoxicidade

Os derivados catidnicos dos biopolimeros e as blendas preparadas foram submetidos a uma analise
de comportamento biolégico no laboratério de biosseguranca nivel 3 do Instituto de Biologia da
UNICAMP. Para esse estudo, a linhagem celular empregada foi a L-929 com o coronavirus MHV-3, em
um meio de cultura de DMEM com 2 a 10% de soro fetal bovino (FBS). Foram realizadas dilui¢bes
sequenciais em placas de 96 pogos com concentracgdo de 2 x 10° células/poco e, entdo, foram colocadas
em contato com os polissacarideos por um periodo de 5 minutos. O ensaio foi realizado em quadruplicata.
As placas de 96 pogos foram levadas a incubadora a 37 °C e 5% de CO> durante 48 horas. Em seguida,
efetuou-se a microscopia oOptica invertida para observacao da viabilidade celular e o efeito citopatico.

2.5.Analises de caracterizacao

2.5.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Ambos os biopolimeros modificados foram submetidos a analise de FTIR, realizada a partir da
mistura dos compostos com po de brometo de potassio para formacédo de pastilhas. A leitura foi feita na

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 2



faixa de 4000-650 cm™ no equipamento Thermo Scientific, Nicolet 6700 (Madison, EUA). O propdsito
dessa anélise foi avaliar a presenca e intensidade das bandas referentes aos grupos catiénicos incorporados.

2.5.2. Microscépio Eletronico de Varredura (MEV)

As amostras solidas foram dispersas em laminas de vidro para o procedimento de recobrimento
metalico de ouro com espessura de aproximadamente 200 A°. A analise de MEV foi realizada utilizando-
se 0 equipamento Leo Electron Microscopy/ Oxford (Leo 440i, Cambridge, Inglaterra) com ampliacGes
de 500, 1000 e 1500x.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Atividade antiviral e citotoxicidade

Inicialmente, foram testados os polissacarideos alginato de sédio cationizado e goma arébica
cationizada, em relacdo com as formas comerciais. De acordo com a Tabela 1, apenas o alginato de sodio
cationizado apresentou uma porcentagem de reducao viral significante (96,84 %) em contato com o virus
MHV-3 ap6s 5 minutos. Sendo assim, optou-se por seguir o estudo apenas com este polissacarideo
modificado e usando a goma arabica comercial sem modificacdo para a preparacdo de blendas com
diferentes concentracdes. Assim como
esperado, a porcentagem de reducéo viral das Tabela 1 - Dados médios de redugéo da infectividade viral e

blendas se mostrou vinculada com a viabilidade celular

concentracédo do alginato de sédio cationizado - ——

na matriz.gA fOI’ng lagdo 25G:75AC alcancou Amostra fempode  Phderedugdo  Viabilidade
94,12% de reducdo viral. Para ser considerado contato (min) virl celular
Virucida, & necessario que o material seja Alginato comercial 5 0,00 Nio citotoxico
capaz de reduzir 99,99% (redugao de 4 |Og) Alginato cationizado 5 96,84 Nao citotoxico
(MAXMAQ, 2024) No entanto, devido a Goma arabica comercial 5 0,00 Naio citotoxico
restrigaes prética& apenas 0 tempo de 5 Goma arabica cationizada 5 0,00 Nao citotoxico
minutos de contato p@de ser testado, mas é Blenda 25G:75AC 5 94,12 Nio citotoxico
possivel que tempos maiores de contato com Blenda 50G:50AC 5 71,98 Nio citotoxico
0 material possam aumentar a porcentagem de Blenda 75G:25AC 5 0,00 Nio citotéxico
inativacao.

A ndo efetividade da goma arabica cationizada pode ser explicada pelo carater aniénico da
estrutura quimica, de acordo com o estudo reportado por De Almeida et al. (2022), que mesmo usando
diferentes tempos e temperaturas de reacdo, alcancaram no maximo 12% do grau de substituicdo, sendo
que o ideal é considerado acima de 20% (PRADO; MATULEWICZ, 2014). A presenca dos grupos
carboxilicos desprotonados presentes nos residuos de acido D-glucurénico da goma arabica garante ao
polissacarideo uma carga negativa, impedindo que a reacdo de cationizagdo ocorra de maneira efetiva. A
mesma interpretacdo foi discutida para o polissacarideo kappa-carragenina cationizada previamente, que
também n&o demonstrou efetividade contra bactérias e virus (SANTINON; BEPPU; VIEIRA, 2022).
Todos os polissacarideos apresentaram alta viabilidade celular (> 85%), garantindo a ndo toxicidade do
material mesmo apos a modificagdo quimica.

3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho para as blendas de alginato de sddio cationizado e goma arébica
foram representados na Figura 2. Todas as blendas apresentaram um pico na faixa de 3000 a 3500 cm,
referente ao grupo O-H caracteristico de cada polissacarideo, além do pico em torno de 2950 cm™ para as
ligagOes C-H. Ademais, também foi observada a presenca de um pico acentuado em torno de 1625 cm™
para todas as blendas e os biopolimeros puros, referente a ligagdo C=0 do grupo carboxilato. Os varios
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picos presentes na faixa de 1000 a 750 cm™ estdo relacionados também aos proprios grupos caracteristicos

desses polissacarideos, tais como as ligagdes C-O.

Por fim, comparando aos dados descritos na literatura para o alginato de s6dio e goma arabica nao

Figura 2 - Espectro de FTIR das blendas de alginato

de sddio cationizado (AC) e da goma arabica (G).
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cationizados, foram observados novos picos
referentes as ligacbes C-H e C-N do composto
quaterndrio de amonio nos valores de,

respectivamente, 1480 cm™ e 1430 cm®, que
confirmam a cationizagdo dos biopolimeros (ABU
ELELLA etal., 2021; DE ALMEIDA et al., 2022;
RONGHUA et al., 2003; DE SOUSA et al., 2020).

3.2. Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

As micrografias das blendas de alginato de
sodio cationizado e goma arébica, assim como as
suas formas puras, foram representadas na Figura
3. Tanto o alginato de sédio quanto a goma arabica
aparentaram manter a sua forma pura com cristais
grandes, mesmo ap6s a modificacdo quimica.
Entretanto, o alginato apresentou um carater
cristalino mais rugoso em comparacdo a goma,

possivelmente por ter maior facilidade na formacdo de géis. Isso ocorre, posto que as unidades de acido
manuroénico e gulurénico do alginato permitem a formag&o de varias zonas de jungdo (principalmente na

presenca de fons como o Ca?*), formando uma rede
tridimensional de gel complexa e irregular, e,
consequentemente, gerando uma superficie mais
rugosa. A goma arébica, por ser um polissacarideo
mais complexo e ramificado, apresenta uma menor
capacidade de gelificacdo, formando géis menos
estaveis e, portanto, cristais com superficies mais
lisas (ABKA-KHAJOUEI et al., 2022; ISOBE et al.,
2020).

Em fontes como Abu Elella et al. (2021),
verificou-se um resultado semelhante do MEV para
o alginato de sodio; e em Ali et al. (2023), no MEV,
também foram observadas caracteristicas similares
ao da goma arébica natural do atual projeto.

4. CONCLUSAO

A cationizacdo do biopolimero alginato de
sodio foi realizada com sucesso, conforme foi
verificado pelo FTIR realizado para todas as blendas.
O alginato cationizado puro apresentou uma reducao
da carga viral de 96,84% e sem citotoxicidade as
celulas L929. A mesma modificagdo ndo ocorreu de
maneira satisfatoria na goma arabica, o que pode ser
atribuido ao seu perfil aniénico ou da sua forma de
filme adquirida apds a cationizacgdo. Para as blendas,
verificou-se que, de acordo com 0 aumento da

Figura 3 - Micrografias das blendas de alginato de sodio
(AC) e da goma arébica (G) apds a etapa de cationizacéo,
sob ampliac6es de a) 500x; b) 1000x e c) 1500x.
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quantidade de goma arabica e a reducdo da quantidade de alginato, houve uma queda na porcentagem de
reducdo viral, sendo 94,12%, 71,98% e 0,00% para 25G:75AC, 50G:50AC e 75G:25AC, respectivamente.
Todas as blendas estudadas ndo apresentaram citotoxicidade.
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