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RESUMO

A febre do Zika, uma doenca tropical negligenciada (DTN), causada pelo virus Zika
(ZIKV), cujo ¢ um Flavivirus pertencente a familia Flaviviridae, que ¢ principalmente
transmitido pela picada de mosquitos infectados das espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus,
durante o repasto sanguineo. No Brasil, um total de 1,3 milhdes de individuos foram infectados
em 2016 e no Estado de Alagoas, 393 casos de Zika foram documentados em 2019. Dentre
estes, 32 casos foram reportados em pacientes gestantes. Nesses casos, o ZIKV pode levar a um
aumento da taxa de microcefalia em recém-nascidos. Nos primeiros meses de 2024, foram
documentados cerca de 2 milhdes de casos de dengue, incluindo 16.494 casos de dengue grave
e mais de 600 obitos confirmados. Considerando tais informagdes, se torna extremamente
importante pesquisar novos compostos quimicos com potencial atividade antiviral contra esses
virus. Nos ciclos PIBIC 2020-2022, nosso grupo de pesquisa foi capaz de identificar quatro
novos inibidores da NS2B/NS3 (Ki entre 7 e 15 uM), pertencentes a classe das
cianoacrilamidas, sendo os primeiros inibidores dessa classe capazes de atuar de modo
competitivo sobre tal alvo. Uma vez que todos os derivados sdo equipotentes e apresentam os
mesmos tipos de interagdes com a NS2B/NS3 do ZIKV, o derivado LQM471 foi selecionado
como prototipo para tais modificacdes, onde duas regidoes da molécula foram exploradas. Desse
modo, duas novas séries de compostos sintetizadas foram devidamente caracterizadas por

técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

Palavras-chave: NS2B/NS3, Sintese, Desenvolvimento de antivirais, virus Zika.



ABSTRACT

Zika fever, a neglected tropical disease (NTD), caused by the Zika virus (ZIKV), which
is a Flavivirus belonging to the Flaviviridae family, is mainly transmitted by the bite of infected
mosquitoes of the Aedes aegypti and Ae. species albopictus, during the blood meal. In Brazil,
a total of 1.3 million individuals were infected in 2016 and in the State of Alagoas, 393 cases
of Zika were documented in 2019. Of these, 32 cases were reported in pregnant patients. In
these cases, ZIKV can lead to an increased rate of microcephaly in newborns. In the first months
of 2024, around 2 million cases of dengue were documented, including 16.494 cases of severe
dengue and more than 600 confirmed deaths (COE). Considering such information, it becomes
extremely important to research new chemical compounds with potential antiviral activity
against these viruses. In the PIBIC cycle (2020-2022), our research group was able to identify
four new NS2B/NS3 inhibitors (Ki = 7-15 pM), beloging to the cyanoacrylamide class, being
the first inhibitors of this class capable of acting competitively on such a targetAs all derivatives
are equipotent and present the same types of interactions with ZIKV NS2B/NS3, the LQM471
derivative was selected as a prototype for such modifications, where two regions of the
molecule were explored. Thus, two new series of synthesized compounds were properly

characterized by spectroscopic and spectrometric techniques.

Keywords: NS2B/NS3, Synthesis, Design of antivirals, Zika virus.
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1 INTRODUCAO

As doencas zoondticas sao responsaveis por acometer bilhdes de individuos,
conduzindo a milhdes de mortes todos os anos, constituindo um problema de saude
publica mundial (Silva-Janior, 2019; Who, 2019). De acordo com a Organizagdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), as Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sao
denotadas como um grupo diversificado de condi¢cdes mais comumente presentes em
regides de vulnerabilidade sociais, onde o saneamento basico, a seguranca da agua e o
acesso aos cuidados de saude sdo precarios. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que mais de 1,7 bilhdo de pessoas em todo o mundo estejam sob situagdo de risco,
requerendo intervengdes anuais planejadas em prol do desenvolvimento de atividades de
prevengdo e tratamento de pelo menos uma dessas doencas (Ministério da Saude, 2024).
O roteiro atual da OMS para as DNTs reconhece a complexidade inerente ao alcance do
controle dessas doengas e enfatiza a necessidade de mudancas estratégicas, focadas em
intervengdes especificas para um conjunto de agdes direcionadas.

Diante desse contexto, a febre do Zika ¢ causada pelo virus Zika (ZIKV), um
flavivirus pertencente a familia Flaviviridae (Da Silva-Jinior; De Aratjo-Junior, 2019).
Embora o virus ZIKV tenha sido descoberto ha mais de 70 anos, a doenga atingiu niveis
globais na ultima década. O ZIKV ¢ transmitido principalmente por mosquitos das
espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus. Em contraste a outros arbovirus, o ZIKV pode
ser transmitido de pessoa para pessoa por meio de fluidos corporais sexuais € ndo-sexuais.
Ainda, a transmissdao de mae para filho € possivel tanto no periodo pré-natal ou perinatal
(durante o nascimento), quanto no pos-natal (durante a amamentacdo) (Casale et al.,
2018). No fim de 2016, um total de 1,3 milhdes de individuos apresentaram sintomas de
infeccdo por ZIKV no pais. Acredita-se que o nuimero de casos nao reportados de
individuos infectados por ZIKV seja muito superior aos dados previamente divulgados,
devido aos sintomas mais brandos observados em alguns pacientes que, por muitas vezes,
sdo assintomdticos (Chan et al., 2016). Atualmente, o virus Zika permanece sem
alternativas terap€uticas para combate-lo seletivamente.

Atualmente, os virus DENV e ZIKV permanecem sem alternativas terapéuticas
especificas para combaté-lo seletivamente (Mittal et al., 2017), uma vez que os
medicamentos utilizados sdo anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos utilizados no
tratamento paliativo para alivio dos sintomas. Dessa forma, a Organizacdo Mundial de

Satde (OMS) classificou tais infec¢des como duas das principais Doengas Tropicais
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Negligenciadas (DTN), devido seu impacto em saude publica e a falta de medicamentos
para seu tratamento focal. Assim, torna-se extremamente importante buscar e descobrir
novos compostos com potencial atividade contra este virus. Neste sentido, no ciclo PIBIC
(2020-2021), nosso grupo de pesquisa foi capaz de identificar quatro novos inibidores da
NS2B/NS3 (Ki entre 7 e 15 uM), pertencentes a classe das cianoacrilamidas, sendo os
primeiros inibidores dessa classe capazes de atuar de modo competitivo sobre tal alvo.
Todos os resultados foram compilados e submetidos ao New Journal of Chemistry (Qualis
A2). Diante dos resultados obtidos, novas modificagdes estruturais foram planejadas para
tais compostos com a finalidade de desenvolver inibidores ainda mais potentes no PIBIC
ciclo 2022-2023. Uma vez que todos os inibidores sdo equipotentes, o composto
LQM471 foi utilizado como protétipo inicial por possuir mais regides factiveis para
realizacdo de modificagdes estruturais. Dessa forma, trés regides da estrutura do
LQM471 foram selecionadas para tais modificagoes, sendo: regido 1 — anel 3,4-
diclorofenil; regido 2 — ligagdo eno; e regido 3 — anel da por¢ao tiomorfolina (ver Figura
1). Todos os novos substituintes descritos nesta proposta foram identificados por
dindmica e docking molecular como sendo promissores para esta classe de compostos
frente a NS2B/NS3. Para o presente trabalho, os novos compostos planejados foram
sintetizados e caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Entdo,
realizamos ensaios enzimaticos para se obter os valores de inibicdo dos mesmos. Por fim,
técnicas in silico foram aplicadas para se entender o modo de ligacdo dos melhores

compostos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos Historicos e Epidemiologicos dos Virus

2.1.1 Virus Zika (ZIKV)

O denominado Zika ou ZIKV ¢ um virus originado do continente africano, o qual
possui como vetor principal de transmissdo mosquitos por mosquitos das espécies dedes
aegypti e Ae. albopictus. O virus chegou ao Brasil entre os anos 2013 e 2014, resultando
em um surto centralizado na regido nordeste brasileira. Além de ser principalmente
associado como causa da Febre Zika, o ZIKV também foi declarado como causador de
diversos casos de microcefalia em recém-nascidos e com a sindrome de Guillain-Barré
(Da Silva-Junior; De Araujo-Junior, 2019; Oliveira, 2017).

A partir do estudo de Haddow et al. (2012), afirma-se que o primeiro isolamento
do ZIKV ¢ datado em 1947, identificado em sangue de macaco da espécie rhesus e
também, em mosquitos da espécie Ae. africanus (Stegomyia), ambos originarios da
floresta Zika, em Uganda, pais pertencente a Africa Oriental. Na década de 1950, foram
detectados trés casos de infec¢des por Zika durante uma epidemia na Nigéria. Nos anos
subsequentes, o virus permaneceu em disseminagdo para outras regides de paises
asiaticos, africanos e Ilhas do Pacifico (Faye et al., 2014). Segundo Duffy et al. (2009), o
virus foi relatado fora da Asia e Africa pela primeira em 2007, onde causou uma epidemia
na Ilha de Yap, localizada na Micronésia. No Brasil, os casos da doenca foram reportados
no final de 2014, intensificando-se no inicio de 2015 com casos relatados no Rio Grande
do Norte. Nesse mesmo periodo, foram detectados os primeiros casos de Zika em
amostras de soro de pacientes na Bahia (Cardoso et al., 2015; Zanluca et al., 2015).

Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2015), foram notificados casos e inicio de
medidas para monitoramentos sobre os casos incidentes de infec¢do por Zika na regido
nordeste do pais no comecgo de 2015. Nesse momento, todos os casos relatados em alguns
estados da regido apresentavam evolugdo benigna com regressao espontanea, mesmo sem
intervengdo clinica. Ainda que a primeira evidéncia em infeccdo humana tenha sido
relatada em 1950, a comunidade internacional reconheceu o potencial epidémico do

ZIKV em 2005, em especial no periodo pos-surto na Oceania em 2007 (Oliveira, 2017).
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2.1.2  Virus Dengue (DENV)

A Dengue ¢ uma doenga febril aguda, transmitida pela picada de mosquitos Aedes
aegypti e Ae. albopictus, cujo agente etiologico ¢ um virus do género Flavivirus (Filha,
et al., 2019). Tal doenca ¢ de evolugcdo benigna, apresentando trés formas clinicas,
denominadas Dengue Classica (DC), Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome
do Choque de Dengue (SCD). A incidéncia mundial de dengue ocorreu entre aos anos de
1779 e 1780, na Africa, Asia e Américas. Apo0s as primeiras notificagdes, as ocorréncias
proximas de epidemias tiveram inicio no sudeste Asiatico nas décadas de 1940 e 1950,
durante e apds a Segunda Guerra Mundial, onde se expandiram mundialmente nas
décadas posteriores.

Inicialmente, a primeira epidemia de Febre Hemorragica da Dengue ocorreu nos
anos 1953 e 1954 em Manila, nas Filipinas. Nos proximos 20 anos seguintes a doencga se
espalhou de forma epidémica no Sudeste Asiatico, tornando-se uma das principais causas
de hospitalizagdo e morte de criancas na regido (World Health Organization, 1986).
Segundo os autores Blackburn e Rawal (1987), o primeiro surto de Dengue na Africa do
Sul data em 1926 a 1927. Ja na Africa Oriental os sorotipos do DENV tém causado surtos
na regido. Em agosto de 2010, membros do Centro do Governo Holandés para o
Monitoramento de Vetores encontraram uma pequena colonia dos mosquitos em locais
proximos a um deposito de pneus usados, € no inicio de setembro do mesmo ano, foi
registrado o primeiro caso de Dengue na Europa.

Nas Américas, a historia do Dengue ¢ marcada pela reemergéncia em situagao
endémica nos anos 60 e nos ultimos 20 anos. No Brasil, existem indicios de provaveis
epidemias de dengue no inicio do século 20, na regido Sudeste do pais. Contudo, a
primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente ocorreu no ano 1982, em
Roraima. Nos anos 2000 foram registrados cerca de 230.910 casos da doenca em todo o
Brasil, onde 51 destes foram diagnodsticos de Febre Hemorragica do Dengue (Ministério
da Saude, 1996). Atualmente, os casos continuam apresentando elevada incidéncia e
gravidade das doengas ocasionadas pelos vetores DENV. Em julho de 2024, o Centro de
Operacdes de Emergéncias (COE) disponibilizou dados referentes ao periodo entres as
Semanas Epidemiolédgicas (SE). Nos graficos 1 e 2, listados abaixo, os graficos
apresentam os nimeros de casos graves e com sinais de alarme de dengue, além dos Obitos
confirmados por faixa etaria, considerando as cinco primeiras semanas de 2023 e 2024

(COE, 2024).
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2.2. Morfologia Viral

Estruturalmente, o virus da Dengue (DENV) é composto por um genoma RNA
positivo de fita simples, contendo trés proteinas estruturais: proteina C (capsideo),
proteina prM (membrana) e a glicoproteina E (envelope); e sete proteinas ndo estruturais:
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5. Além disso, o virus DENV apresenta
particula viral esférica, envelopada, com diametro de 50 nm. A superficie do virus madura
¢ lisa e acompanha as proteinas do envelope alinhadas em pares paralelos a superficie. A
glicoproteina E ¢ responsavel por modular a adesdo celular e fusdo do virus na célula
hospedeira, além de ser o principal alvo de anticorpos protetores. Ela ¢ dividida em trés
dominios estruturais e funcionais: dominio central; dominio de dimeriza¢ao que apresenta
um peptideo de fusdo, e o dominio de ligagdo ao receptor (Figura 1) (Melino, 2007;

Whitehead, 2007).

Figura 1. Morfologia dos flavivirus DENV e ZIKV.
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Fonte: ADAPTADO de Silva-Junior, 2019; IDWeek, 2024.

2.3. Ciclo de reproducao

A ligacdo da proteina E, responsavel pela entrada viral, com o receptor da célula
alvo do hospedeiro consiste na primeira etapa do processo de infec¢do. Com isso, o baixo
pH do endossomo provoca mudangas conformacionais na proteina do envelope, passando
de dimero para um trimero, permitindo que o peptideo de fusdo seja exposto. O peptideo
possui funcdo principal na fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo,

liberando o nucleocapsideo no citoplasma. Em decorréncia disso, a proteina C se dissocia
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do RNA viral, o qual ¢ traduzido em uma poliproteina em ribossomos associados as
membranas do RE. Essa poliproteina ¢ processada por proteases celulares e virais,
produzindo proteinas estruturais e ndo estruturais (Figura 1) (Rodrigues, 2010).

Diante da completa tradugdo do mRNA, a replicacao viral ¢ iniciada a partir da
sintese de fitas complementares negativas, usadas como moldes para a produgao de fitas
positivas adicionais. Tais fitas positivas sdo de elevada importancia para a reproducio do
virus, pois podem servir de meio para o desenvolvimento das proteinas estruturais € nao
estruturais, além da sintese de fitas negativas ou encapsidadas, levando a formagado do
virus. Em adicdo, as particulas virais imaturas s3o formadas no limen do RE, onde
ganham um envelope que passa por um processo de morfogénese no complexo de Golgi
e, posteriormente, liberadas por exocitose (Figura 2) (Lindenbach et al., 2007; Rodrigues,
2010).

Figura 2. Visao geral do ciclo de infecgdo do flavivirus em nivel celular.
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2.4. Desenvolvimento de Compostos Antivirais

As doengas virais epidémicas sdo responsaveis por muitas mortes no passado e
nos dias atuais, com a falta de tratamento especifico, continuam causando mortalidade.
Os virus pertencem a uma classe de patogénicos intracelulares obrigatérios, dependendo
da célula hospedeira para a sua replicagdo. Diante disso, para um dado virus se replicar é
necessaria a entrada viral pela transposi¢ao de uma barreira denominada como membrana
celular. Apos a entrada do virus na célula, o virus precisa replicar seu acido nucléico e as
proteinas virais sdo transportadas na célula para locais de montagem para a formagao de
nova progénie de particulas virais infectantes, as quais sdo liberadas para fora da célula.
Assim como os virus se replicam em determinada célula hospedeira ¢ sdao totalmente
dependentes destas para a evolugdo de suas funcdes, grande parte dos agentes antivirais
efetivos devem adentrar na célula e prevenir a replicagdo viral (Simoni, 2003).

As medidas sanitarias adotadas afetam diretamente o controle das doencas através
de vacinas, contudo, quando o organismo apresenta infec¢do, sdo necessarias medidas
para seu tratamento. Nos ultimos anos, devido a falta de métodos eficientes para evitar as
doengas transmitidas por virus, os avangos na quimica sintética estdo vinculados ao
desenvolvimento de compostos que apresentam atividade antiviral. Para que um agente
antiviral seja considerado ideal, deve apresentar um minimo de toxicidade para a célula
hospedeira, ndo suprimindo o processo normal do desenvolvimento da imunidade ativa
do individuo. Também, antivirais ndo podem ser suscetiveis ao desenvolvimento de
resisténcia para as variantes virais, problema normalmente encontrado em tratamentos

para infecgdes bacterianas através do uso de antibidticos (Simoni, 2003; Souza, 2005).

2.5. Inibicao e Regulacido Enzimatica

2.5.1. Tipos de inibi¢do enzimatica

As enzimas sdo proteinas capazes de fornecer o controle de velocidade, regulagao
e especificidade de diversas reacdes nos organismos animais. A inibigdo enzimatica se
baseia no principio de que qualquer molécula que se ligue a cadeia polipeptidica de uma
enzina, diminuindo a velocidade da reacdo, ¢ considerada um inibidor enzimatico. Com
base nisso, a inibi¢do enzimatica ¢ dividida em dois tipos: irreversivel e reversivel, onde

o parametro de classificagdo se baseia na natureza quimica da ligagdo entre o inibidor e
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enzima. Na inibi¢do irreversivel, o inibidor se liga através da ligagdo covalente ao sitio
ativo da enzima, impedindo assim, a ligacao do substrato. J4 na inibicdo reversivel, o
inibidor se liga ao sitio ativo ou a outra parte da cadeia da enzima, resultando no
impedimento da transformagdo do substrato em produto. Essa ligacdao ocorre através de
uma ou mais interagdes quimicas como: ligagdo idnica, interacdo hidrofobica, pontes de
hidrogénio, dipolo-dipolo, van der Walls. A inibi¢ao reversivel ¢ dividida em trés tipos:

Competitiva, Incompetitiva e Mista (Lieberman, 2009).

2.5.1.1.Inibig¢do competitiva

A inibigdo competitiva ocorro quando a estrutura quimica de um inibidor
competitivo se assemelha com a estrutura do substrato. Nesta, o inibidor competitivo se
liga ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagao do substrato. Esse tipo de inibi¢do pode
ser reversivel através do aumento da concentracdo do substrato, tornando possivel uma

competi¢ao com o inibidor pelo sitio ativo enzimatico.

2.5.1.2.Inibig¢do incompetitiva

A inibi¢do incompetitiva € caracterizada pela ligacdo do inibidor ao complexo
enzima-substrato (ES), originando assim, um complexo enzima-substrato-inibidor (ESI).
Nesse tipo de inibi¢do, o inibidor se liga a um sitio que ndo o ativo, onde seu efeito

somente € percebido quando se tem uma maior concentragdo do substrato.

2.5.1.3.Inibigdo mista ou Nao-competitiva

Para a inibicao mista o inibidor se liga a uma regido da enzima, diferente do sitio
ativo, nao interferindo na ligacdo do substrato ao sitio catalitico. Como exemplo, os
inibidores ndo-competitivos, os quais se ligam a um sitio que ndo o ativo, mas formam
ligagdo diretamente com a enzima ou com o complexo enzima-substrato. Diferente da
inibicdo competitiva, na nao-competitiva uma maior concentragdo do substrato nao

reverte a inibigao.
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver novos compostos ativos contra o virus Zika.

3.2. Especificos

II.

I1I.

IV.

Realizar revisdo da literatura constante para manter-se atualizado quanto ao estado
da arte do projeto;

Sintetizar e caracterizar novos derivados baseados no planejamento racional a
partir dos inibidores identificados nos ciclos PIBIC anteriores;

Avaliar o perfil citotoxico dos novos compostos antivirais por ensaios de MTT em
células Vero E6, atividade inibitoria dos novos compostos em ensaios de inibi¢ao
enzimatica frente a protease NS2B/NS3, bem como, atividade antiviral frente a
células Vero E6 infectadas com o ZIKV;

Realizar estudos in silico para entender os modos de ligacdo dos compostos mais
ativos, bem como, as principais interagdes envolvidas em seus complexos com o
alvo;

Compilar todos os dados obtidos apos a execugdo do projeto e organiza-lo em
modelo de artigo para submissdo em periodico internacional de alto fator de

impacto.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e Solventes

Todos os solventes e reagentes iniciais foram adquiridos da Merck/Sigma-
Aldrich® Company (St. Louis, MO, USA), os quais eram suprimentos comerciais de alta
pureza (> 98%), bom como, os solventes deuterados utilizados para as analises de RMN.
Para as rotas sintéticas e cromatografia em coluna, todos os solventes foram submetidos
a destilacdo antes do uso para remog¢ao de possiveis impurezas. Além disso, todas as
execugdes de HPLC foram realizadas utilizando metanol grau HPLC da Tedia® Company

(Fairfield, OH, USA) como eluente.

4.2. Sintese dos derivados

Incialmente, para o preparo das alfa-cianoacrilamidas, os intermedidrios de
cianoamina foram sintetizados reagindo com cianoacetato de etila e aminas primarias ou
secundarias por aminolise de ésteres em condigdes de solvente livre. Assim, 100 mg de
cianoacetato de etilae 1,1 eq. das aminas foram adicionados a um balao de fundo redondo.
A mistura reacional preparada foi agitada a temperatura ambiente durante 48 horas.
(Sabot, 2007; Wang, 2009). A conclusdao da reacdo foi identificada por meio de
acompanhamento de placas CCD (Cromatografia em Camada Delgada) e HPLC,
detectando o comprimento de onda de cerca de 200 nm para todas as moléculas. Em
seguida, os intermediarios cianoamida foram utilizados diretamente na proxima etapa da
rota de sintese, visando um maior rendimento final. Por fim, as alfa-cianoacrilamidas
foram obtidas pela reacdo dos intermedidrios cianoamidas com 1 eq. de aldeidos
correspondentes na presenga de 1,1 eq. da base catalisadora trietilamina, via condensac¢ao
de Knoevenagel.

Diante de otimizagdes da rota sintética empregada para a obtencdo dos
derivados, utilizamos o éster cianoacetato de metila (Formula linear: NCCH2COOCH3)
em diclorometano (DCM) visando uma maior facilidade de precipitagdo para
intermediario previsto. Posteriormente, a utilizagdo do éster cianoacetato de metila foi
mantida, contudo, novas medidas de equivaléncia foram adaptadas para otimizar a reacao
e diminuir a formagao impurezas. Nesse contexto, as reagdes foram langadas com 1 eq.
do substituinte amina e 0,95 eq. do cianoacetato de metila. Ademais, a Gltima etapa a

combinag¢do entre aldeidos, nitrilas e aminas por reacdo de Knoevenagel, foi realizada
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com | equivalente do intermediario amida e 0,9 eq. do substituinte aldeido, catalisada por
1,1 eq. de trietilamina (Formula linear: (C2Hs)3N). Essas mudangas apresentaram uma
melhoria no rendimento das reagdes propostas. A rota de sintese para a obtencao dos

derivados por ser visualizada na Figura 3.

Figura 3. Rota sintética para obtencdo de derivados 2-ciano-3-propanamidas N-

substituidas.
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Fonte: SILVA-JUNIOR, 2022.

4.3. Caracterizaciao Estrutural

4.3.1. Ressonincia Magnética Nuclear de '°C e 'H (RMN)

Todos os compostos finais obtidos através da rota sintética planejada foram
devidamente caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de '*C e 'H (ver
espectros em Anexos). O estudo dos nucleos de carbono por meio da espectroscopia de
RMN ¢ uma técnica crucial para determinar as estruturas de moléculas organicas. Para
isso, sdo utilizados espectros de carbono para determinar o nimero de carbonos nao
equivalentes e para identificar os tipos de atomos presentes em um dado composto
(metileno, aromatico, metila, carbonila e outros) (Pavia ef al., 2010). Para a obtencao dos
espectros, foi utilizado um equipamento Bruker® (Billerica, EUA), modelo UltraShield
600 MHz. Além disso, os solventes dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) e cloroférmio
(CDCl3) foram empregados para a solubilizacdo das amostras. Também, para os nticleos
de hidrogénio e carbono foi utilizado um total de 16 e 2.048 varreduras, respectivamente.
Assim, os deslocamentos quimicos (J) foram registrados por partes por milhdo (ppm).

Ademais, as constantes de acoplamento (J) para os sinais 'H foram calculados em hertz
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(Hz). Para os espectros, as multiplicidades de sinal foram atribuidas como singleto (s),
singleto largo (br s), dupletos (d), dupletos duplos (dd), tripleto (¢), quarteto (g), quinteto
(gi), septeto (sep), e multipleto (m). Com isso, todos os espectros de RMN foram tratados
e analisados mediante o software Bruker TopSpin® com licenga académica, com a versio

4.0.8, 2019 (Vilela et al, 2022) (https://www.bruker.com/de/products-and-

solutions/mr/nmr-software/topspin.html).

4.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢do de Matriz de Diodos
(HPLC-DMD)

Para a determinacdo do tempo de retencdo (RT) e o grau de pureza (%), foi
utilizado um equipamento de LC Shimadzu® (Kyoto, Japan), modelo SIL-20AHT, com
coluna Luna® 5 pm C18(2) 100 A column (250 x 4.6 mm), usado em comprimentos de
onda (A) de 254 nm. Como fase modvel, o grau de HPLC de metanol (> 99%) foi usado
em todas as execuc¢des de HPLC-DAD. Diante disso, foi assumida uma parametrizagao
especifica para as andlises, sendo (a) 1 mg/mL para a concentracdo da amostra; (b) 1
mL/min para a vazio; (c) tempo total de 10 minutos; (d) 5 uL para o volume injetado. Por
fim, todos os valores do tempo de retencdo de HPLC foram computados em minutos,

enquanto a absorbancia foi computada como unidades de miliabsorbancia (mAU).

4.3.3. Determinagdo por Ponto de Fusado (PF)

Para a determina¢do do Ponto de Fusdo (PF) das moléculas finais, foi utilizado
um equipamento MSTecnopon® (Piracicaba, Brasil), modelo PFMII Digital. Todas as
medic¢des foram realizadas utilizando capilares de vidro contendo as amostras. Para a
temperatura inicial foi admitido 30 °C e, em seguida, um aumento de temperatura de 1
°C/min. Além disso, todos os pontos de fusdo ndo foram corrigidos € assumimos um

intervalo de 1-2 °C.

4.3.4. Espectroscopia de Infravermelho Transformada por Refletancia Total Atenuada

(RTA-FTIR)

Todos os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um

espectrofotometro da marca Shimadzu® (Kyoto, Japan), modelo IRPrestige-21,
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empregando a técnica de refletancia total atenuada (RTA), na faixa de 4000 a 400 cm .
Todos os espectros foram tratados usando Shimadzu IRsolution® software, versdo 1.50,
2008. Todos os alongamentos de ligacao (v) e deformacdes angulares (J) para o principal
grupo funcional dos compostos finais foram computados em transmitancia (T%) e

ntmero de onda (cm™).

4.3.5. Espectrometria de Massa (CG-MS)

Em continuidade, todas as amostras foram dissolvidas em metanol grau HPLC (1
mg/mL), em um frasco de vidro, e posteriormente, analisadas em cromatografo gasoso
acoplado a um detector de espectrometro de massas GC/MS-GCMS-QP2010CN Ultra
(Shimadzu, Kyoto, Japan) equipamento com injetor split/splitless (250 °C), utilizando
proporgao de split 1:10. Em seguida, foi utilizado um volume de injecdo de 1 pL para
todas as andlises. Foi usada uma coluna capilar SH-RXI-5Ms (Shimadzu, Kyoto, Japan)
com fase estacionaria composta por (5%-fenil)-metilpolissiloxano, 30 m de comprimento,
0.25 mm de didmetro interno, e 0.25 pm de espessura. A temperatura programada foi de
40 a 150 °C, aumentando em 15 °C/min. Posteriormente, a temperatura foi elevada para
300 °C, no periodo de 20 min. As temperaturas da camara de ionizagdo e da interface
foram estabelecidas em 280 °C. O He como gas de arraste (145,2 kPa), fluxo de 2.67
mL/min. O espectrometro de massas operou com energia de ionizag¢ao de 70 eV no modo
Full Scan, utilizando o método de ionizacdo eletronica (ionizagdo por impacto de
elétrons). Finalmente, todos os dados obtidos foram analisados utilizando o software Lab
Solution (Shimadzu, Kyoto, Japan), no qual todos os valores de tempo de retengdo (Tr)
do GC foram registrados em minutos (min). Os procedimentos e métodos foram

adaptados de Santos-Junior et al. (2021).

4.4.Ensaios de Inibicio Enzimatica

Para determinar a atividade inibitoria enzimdatica dos compostos contra as
proteases dos virus DENV-2 e ZIKV, foi realizado um ensaio baseado no substrato
fluorogénico Boc-Gly-Arg-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Switzerland). Os compostos
e substratos testados foram preparados como solucdes de estoque de DMSO. Em seguida,
esses compostos passaram por um processo de plaqueamento em placas de microtitulagdo

brancas de fundo plano com 96 pocos, sendo 90 uL. de tampao, 2,5 uL de solucao
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enzimdtica, 5 pL de inibidor em DMSO (ou DMSO puro como controle), e 2,5 uL. de
solugdo do substrato correspondente, totalizando 100 uL por pogo. Todos os valores de
fluorescéncia foram medidos utilizando um leitor de placas Tecan Infinite F2000 PRO.
No geral, todos os resultados foram obtidos e analisados a partir de triplicatas técnicas.
Uma concentragdo de 20 uM dos inibidores foi escolhida para a triagem inicial. Ademais,
os valores de ICso foram determinados com série de diluigdes variando de 0,01 a 100 uM.
A fluorescéncia foi medida a cada 30 segundos durante 10 min a 25 °C com 380 nm para
excitacdo e 460 nm como comprimento de onda de emissao. Os valores de ICso foram
calculados usando GraFit® v. 6.0.12 (Erithacus Software Limited, East Grinstead, West
Sussex, Reino Unido) ajustando a atividade enzimatica restante de quatro parametros a

equacao 1:

_ Yinax = Yimin

S + Ymin
1+ (L)
ICsy

Equacao 1.

onde Y [AF/min] ¢ a taxa de hidrélise do substrato, Y. representa o valor maximo da
curva dose-resposta, medido em concentracdes de inibidor de /1] = 0 uM, Yuin € 0 valor
minimo, obtido em altas concentra¢des de inibidor, e s representando o coeficiente de Hill
(Ludewing et al., 2010). Além disso, para elucidar se os compostos analisados sdo
competitivos ou ndo competitivos, foram realizadas medi¢des de ICso de LQM467 na
presenca de diversas concentragdes de substratos (50, 100, 150, and 200 uM), gerando o
grafico de Dixon. Também, comparamos o K; obtido a partir do ponto de dissec¢do do
grafico de Dixon com valor de K; determinado pela equacao de Cheng-Prusoff (Equagao
2) (Km(Boc-Gly-Arg-Arg-AMC) = 74,8 uM); onde K; € a constante de inibi¢do, Ky, € a
constante de Michaelis-Menten para o substrato, e /S/ representa a concentragdo do
substrato. Em adicao, seu valor ICso contra o mutante DENV T122C foi avaliado antes e

depois do bloqueio com N-benzylmaleimida (BMI).

: [S]
1+

K
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Equacao 2.

Para a seletividade fora do alvo, foram aplicadas abordagens semelhantes para
determinar a poténcia inibitoria a 20 uM. No caso do SARS-CoV-2 Mpro, foi aplicado
um substrato a base de FRET.

Tampées e Substratos: SARS-CoV-2 MP® (enzima 125 nM, Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM, NaCl
200 mM, DTT 1 mM, Dabcyl-KTSAVLQSGFRKME-Edans) 50 uM, DENV-2 NS2B/NS3 (enzima
250 nM) and ZIKV NS2B/NS3 (enzima 50 nM) (Tris 50 mM pH 9.0, glicerol 20% (v/v), Chaps 1 mM,
Boc-Gly-Arg-Arg-AMC) 100 pM, uPA (enzima 2.5 U, Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 50 mM, EDTA 0.5 mM,
Z-Gly-Gly-Arg-AMC) 240 uM, tripsina (enzima 250 ng/mL, Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA
5 mM, Z-Phe-Arg-AMC) 40 uM, MT2 (enzima 1.25 nM, Tris 25 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM,
Triton-X100 0.01%, Boc-Leu-Arg-Arg-AMC) 100 pM, e catepsina-L (enzima 220 ng/mL, Tris 50 mM pH
6.5, EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, DTT 2 mM, Z-Phe-Arg-AMC) 6.25 uM, e SARS-CoV-2-PLP™ (enzima
75 nM, Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM, NaCl 200 mM, DTT 1 mM, Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC)
50 uM.

4.5.Avaliacao Quanto ao Perfil Citotdxico

Para a avaliagdo quanto ao perfil citotdéxico dos compostos, células Vero E6 foram
semeadas a 2x10* células/pogo de placas de 96 pogos e mantidas a 37 °C e atmosfera de
5% COa. Apos atingir ~80-90% de confluéncia e, para encontrar as concentragdes
maximas nao toxicas (MNTCs), as monocamadas foram tratadas com cada um dos
compostos (LQM467, 471, 472, ¢ 474) em concentracdes de 25 a 200 uM em DMEM
baixo —meios de cultura de glicose (Sigma-Aldrich) suplementados com soro fetal bovino
a 2% (Gibco), e solucdo antibiodtica antimicotica a 1% (Gibco) por 52 horas. A viabilidade
celular foi entdo avaliada pelo ensaio de citotoxicidade de MTT (3-(4,5-dimetil-2-
thiazolil)-2,5-difenil-2 H-tetrazolio) (Sigma-Aldrich) adicionando solu¢do de MTT a uma
concentracao final de 0,5 mg/mL, seguido de incubacao por 3 horas. O sobrenadante foi
removido e entdo 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados e incubados
por 15 min. A absorbancia de cada pogo foi medida utilizando ThermoPlate TP-READER
no comprimento de onda de 492 nm e a porcentagem de viabilidade celular foi calculada
conforme detalhado anteriormente. O valor de absorbancia do controle (apenas meio de
cultura) foi subtraido dos valores de absorbancia obtidos para todas as amostras (Vilela

etal., 2022).
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4.6.Avaliacao Quanto ao Perfil Antiviral

Primeiramente, foi realizada uma dilui¢do seriada do estoque de ZIKV e a diluigao
viral que reduziu a viabilidade celular em pelo menos 50% apods 52 horas foi utilizada em
ensaios antivirais. Para tanto, as células Vero E6 foram submetidas a adsor¢ao do virus
por incubagdo com ZIKV na proporcao de 1:7,5 por 90 minutos, com homogeneizacao a
cada 15 minutos. Em seguida, o inoculo viral foi removido e as monocamadas foram
lavadas com solucao salina tamponada com fosfato seguida de tratamento com diversas
concentragdes comecando no MNTC de cada compostos (LQM467 de 50 a 6,25 puM;
LQM471 de 100 a 12,5 uM; LQM472 de 25 a 3,125 uM). A viabilidade celular foi
avaliada apds 52 horas pelo ensaio MTT e a porcentagem de inibi¢do viral foi calculada

conforme descrito anteriormente.

4.7.Quantificacdo da Carga Viral por qPCR

O RNA viral (vVRNA) foi isolado do sobrenadante celular usando ReliaPrep™
Viral TNA Miniprep System (Promega), se acordo com as instru¢des do fabricante. Além
disso, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado com 2 pL. de vVRNA e 1 uM de primer
reverso especifico para o genoma do ZIKV (5 -CCAGTGCTTCTTTGTTGTTCC) com um
kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems), de acordo
com as instru¢des recomendadas pelo fabricante. O ¢cDNA obtido foi diluido a 1:5 em
agua isenta de nuclease. Uma curva padrao foi preparada usando um amplicon de cDNA
de 94 pb do genoma ZIKV (iniciador direto: 5°-TTGGTTCACAAGGAGTGGTTC e
iniciador reverso: 5 -CCAGTGCTTCTTTGTTGTTCC) obtido por uma reagdo de PCR
GoTaq Master Mix (Promega). O amplicon foi purificado a partir de gel de agarose a 2%
com Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), conforme as instrugdes
recomendadas pelo fabricante. A concentragdo do amplicon purificado foi quantificada
Qubit™ 4 (Invitrogen) usando o kit Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen). A conversao
do peso molecular do 4cido nucléico (PM) foi obtida através da formula PM do dsDNA
= (# nucleotideos x 607,4) + 157,9 (de acordo com as instru¢cdes da Thermo Fisher
Scientific), resultando no niamero de copias do dsDNA usado para ser diluido em série
obtendo os sete pontos de curva padrio (de 7,5x10% copias/uL para 7,5x10? copias/uL).
Além disso, o ensaio qPCR para a quantificagdo absoluta foi realizado em uma mistura

de reacao de 10 pL contendo 5 pL. de Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
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Biosystems), 2,5 pL de primers forward and reverse (0,8 uM cada), e 2,5 pL. de primers
diluidos de amostra cDNA ou pontos de curva padrao. O qPCR foi executado no sistema
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Todos os dados foram
analisados no software Thermo Fisher Connect software (Applied Biosystems) no modo
de curva padrdo, convertendo os valores do limite do ciclo (Ct) em nimeros de copias de
VRNA. A eficiéncia da curva padrao qPCR apresentou inclinagdo de -3,4 e coeficiente de

correlagao de 0,987%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Planejamento Racional Baseado em Fragmentos.

O planejamento de medicamentos baseado em medicamentos (do inglés fragment-
based drug design (FBDD)) tem sido utilizado para a descoberta de novos inibidores
contra 0 DENV-2 NS5 e também, ZIKV e DENV-2 NS2B/NS3. Para o presente trabalho,
decidimos utilizar esta estratégia para identificar pequenos fragmentos quimicos que
poderiam se tornar possiveis inibidores de NS2B/NS3. Primeiramente, uma biblioteca
virtual interna de 340 fragmentos quimicos foi selecionada por simulagdes de
acoplamento molecular para a protease em questdo. Esses fragmentos apresentaram
valores de FitScore variando de 14,0 (menor afinidade) a 53,9 (maior afinidade). Para
isso, diferentes acidos, cianoésteres, aldeidos, aminas primarias e secundarias foram
recuperados como fragmentos promissores. Como o FBDD ¢ uma técnica baseada na
identificacdo de pequenos fragmentos quimicos que normalmente se ligam com fraca
afinidade ao alvo macromolecular e que s@o posteriormente usados para gerar moléculas
com afinidades mais elevadas do que o seu precursor, decidimos realizar uma abordagem
de crescimento de fragmentos para combina-los com valores de FitScore superiores a 35,0
para a obten¢do de moléculas com FitScore superiores a 65,0. Possuindo assim, uma
maior afinidade.

Em estudos anteriores, grupos ciano atuando como grupos ligantes foram
relatados como fragmentos quimicos interessantes contra DENV-2 e WNV (virus do Nilo
Ocidental — do inglés West Nile virus). Considerando que as serino proteases podem ser
alvo de diferentes ogivas eletrofilicas, levando a modos de ligacdo covalente-reversivel
ou covalente-irreversivel, os eletrofilos prometem ser estruturas promissoras. Além disso,
sua reatividade pode ser ajustada para atender aos requisitos de um alvo especifico,
mantendo sua seletividade e estabilidade (Nitsche ef al., 2011). Diante desse fato, as alfa-
cetoamidas foram descritas como compostos ativos contra proteases NS2B/NS3 de
DENV-2 e WNYV, além de serem eficazes em culturas de células infectadas com DENV
(C. Steuer et al., 2011). Uma por¢ao cinamil foi identificada como um fragmento
promissor, fornecendo inibidores potentes de NS2B/NS3 quando ligada a grupos
eletrofilicos. Nesse contexto, o grupo nitrila pode ser um candidato importante para
melhorar a atividade antiviral da por¢do cinamil, pois este pode atuar como uma

armadilha eletrofilica para o Ser135 catalitico nucleofilico, realizando intera¢des dipolo-
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dipolo ou até mesmo permitir um modo de ligacdo covalente reversivel entreo inibidor e
as proteases (Y. Tanaka et al., 1994). Em adicdo, os grupos cianohidrazona em derivados
bifenil e benzofurano demonstraram atividade in vivo de amplo espectro contra DENV,
ZIKV e JEV. (Li et al., 2019). Contudo, as por¢des hidrazona estdo associadas com
andaimes de interferéncia pan-ensaio (PAINS) (D. Lagorce et al., 2017). Partindo dos
dados encontrados na literatura, decidimos desenvolver cianoacrilatos e cianoacrilamidas
como aceptores de Michael, evitando uma porg¢ao hidrazona realizando retroisosterismo.
Esta abordagem se baseia na inversao de um determinado grupo funcional presente na
estrutura do composto ativo, produzindo um novo isdstero com a mesma funcgio e
atividades semelhantes (Ali et al., 2014; Lima; Barreiro, 2005). Tais compostos exibiram
valores de FitScore superiores a 65. Desse modo, as moléculas mais promissoras foram
selecionadas para a sintese e avaliacdo bioldgica. Na Figura 4, uma visdo geral do fluxo
de trabalho e estudo para projetar novos compostos direcionados ao DENV NS2B/NS3 ¢

disponibilizada.

Figura 4. Visao geral do planejamento dos compostos direcionados a protease NS2B/NS3

do DENV.
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Fonte: Vilela et al. 2022.
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5.2.Sintese dos Derivados Escolhidos

Visando a aplicagao dos conhecimentos obtidos a partir da literatura, bem como,
os resultados promissores voltados aos valores de FitScore dos fragmentos analisados, a
sintese das moléculas foi iniciada. Para o preparo das alfa-cianoacrilamidas, os
intermediarios de cianoamina foram sintetizados reagindo com cianoacetato de etila e
aminas primarias ou secundarias por aminolise de ésteres em condigdes de solvente livre.
Em seguida, essas amidas foram utilizadas sem purificacdo adicional para obter os
compostos LQM450, 451 ¢ 456-474, os quais foram submetidos a reagdo final via
condensagdo de Knoevenagel, reagindo com com 3-clorocarboxaldeido (72-85%),
bifenil-4-carboxaldeido (24-85%) e fenil-5-furfural (29-89%), respectivamente. Em
algumas das moléculas finais obtidas, os aldeidos bifenilicos foram preparados através da
reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura (Martin et al., 2008; Len et al., 2017;
Buskes; Blanco, 2020) envolvendo acidos boronicos especificos. A conclusao da reacao
foi verificada por meio do acompanhamento de placas CCD (Cromatografia em Camada
Delgada) e HPLC, detectando o comprimento de onda de cerca de 200 nm para todas as

moléculas. As rotas de sintese sdo apresentadas na Figura 5.

Figura 5. Rotas sintéticas utilizadas neste estudo para obter os compostos alvo.

R: H, 3,4-Cl, or 2-CF;
R: H. 3.4-Cl, or 4-CH,4 R'and R": secondary or tertiary amide
R'and R": secondary or tertiary amide

R:H
R": ethylphenyl or propylphenyl

Fonte: ADAPTADO de Vilela et al., 2022.
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5.3.Ensaios de inibicio enzimatica frente as proteases dos virus DENV-2 e ZIKV

Apo6s a sintese de todos os compostos racionalmente projetados, estes foram
selecionados contra proteases NS2B/NS3 de DENV-2 e ZIKV na concentragao de 20 uM.
A concentracdo inibitoria média (ICso) foi determinada para os compostos que exibiram
pelo menos 40% de inibicdo a 20 uM. Os resultados nos diferentes alvos sdo mostrados
na Tabela 1, bem como, as curvas de determinacao de ICso sao mostradas na Figura 6.

Também, os valores de K; foram calculados a partir da equagdo de Cheng Prusoff.

Tabela 1. Inibicao de proteases NS2B/NS3 de DENV-2 e ZIKYV por a-cianoacrilatos
e a-cianoacrilamidas.

N
|

N

Code R R’ ZIKV ICso DENV-2 ICso
(UM)/%inh. £ SD*/  (LM)/%inh. + SD?/
Ki £ SD (LM)? Ki £ SD (LM)?
LQM456 H S—NQ NI NI

LQM457 H N.1. N.1.
o N
LQMA458 3,4-di-Cl 15+11% N.1.
%{ﬁ

o NLI. N.I.
LQM460 4-CHs NLI. N.I.
%{ﬁ

H 11+8% N.I.
% \/\©
LQM462 4-CHjs N.I. N.I.
‘?{E

LQM459 3,4-di-Cl

LQM461 4-CHa
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LQM463 H H\/\/©

Le(N
LQM464 2-CF3

%ﬁ
LQMA465 3,4-di-Cl

N
LQM466 3,4-di-Cl i

¢ \/\©
LQM467 3,4-di-Cl

%ﬁ
LQMA468 2-CF3 E_NO
LQM469 3,4-di-Cl §_N<j
LQMA470 3,4-di-Cl §_N< >
LQMA471 3,4-di-Cl §—N/ \

\_/
LQMA472 3,4-di-Cl E—N/ \
/

LQMA473 3,4-di-Cl §—N/ \N@

/
LQMA474 3,4-di-Cl E—N/ \N_

/

17+ 9%

N.1.

N.I.

N.1.

200+ 131 uM/
15.1 + 0.06 uM

17+ 2%

36 +2%

32 +6%

174+ 117 uM /

13.2 £0.05 pM

20.9 +2.64 uM /

15.8 +0.13 uM
26 + 2%

26.8+2.82 UM /
20.3+0.17 uM

N.I.

N.1.

N.I.

N.1.

18.2+0.96 UM /
7.8+0.09 pM

N.1.

30 +4%

N.1.

21.1+1.37 uM /
9.0 +£0.15 uM
244 +2.41 UM/
10.4 +0.30 uM
11 +3%

39.9 +2.36 UM /
17.0 +0.44 uM

:0s valores de ICs sao indicados pela média + desvio padrdo (DP) de trés medicoes independentes. A porcentagem de inibicdo foi
determinada a uma concentragdo de inibidor de 20 uM; N.I. significa nenhuma inibigdo.

Fonte: ADAPTADO de Vilela et al., 2022.

Figura 6. Curvas de determina¢do da concentragdo inibitéria média (ICso) para os
compostos LQM467, 471, 472, e 474 frente a protease NS2B/NS3 dos virus DENV-2 e
ZIKV. Os valores de ICsp sdo indicados pela média + desvio padrdo (DP) de trés
medigoes independentes.
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5.4.Relacdo Estrutura-Atividade (REA)

Os derivados de cianocinnamil revelaram ter agoes semelhantes em relacdo a
protease NS2B/NS3 do virus ZIKV, uma vez que as proteases do DENV-2 e ZIKV
compartilham 43,24% de identidade de sequéncia. Através de estudos voltados a andlise
da relagdo estrutura-atividade (REA), descobriu-se que quando o grupo N-
metilpiperazina (presente em outros compostos analisados — LQM473 ¢ 474) ¢
substituido por uma tiomorfolina, obtém-se um composto ainda mais ativo (LQM471),
exibindo valores de ICso de 17,48 1,17 uM e 21,13 £1.37 uM para proteases
NS2B/NS3 do ZIKV e DENV-2, respectivamente. O anel tiomorfolina é colocado
proximo aos residuos Asp75 e His51, realizando interagdes hidrofobicas, enquanto seu
anel furano ¢ encontrado préximo ao residuo Ser135. Portanto, foi possivel demonstrar
que os substituintes de aminas ciclicas ndo aromaticas sdo fragmentos promissores para

o desenho de inibidores de proteases NS2B/NS3 (Vilela et al., 2022).

5.5.Seletividade Fora do Alvo

Em sequéncia, visando investigar como os inibidores de fenil-5-furano afetam a
atividade de outras proteases de serina e cisteina, um painel de seletividade foi construido
envolvendo os inibidores LQM467, 471, 472 ¢ 474 com seis proteases diferentes,
nomeadamente as serina proteases tripsina, ativador de plasminogénio uroquinase (uPA),
matriptase humana (MT) e as cisteina proteases catepsina-L, SARS-CoV-2 Mpro e PLpro.
A protease NS2B/NS3 ¢ semelhante a tripsina, apresentando relagdo estrutural a tripsina,
contudo, esta ndo possui o cofator NS2B e, portanto, ndo apresenta uma bolsa de ligagao
alostérica (H. Maus et al., 2021). Diante desse fato, explica-se a atividade de todos esses
analogos de acrilamida sobre tripsina, uma vez que podem abordar o sitio proativo NS3
(Phoo et al., 2020). Por fim, todos os resultados associados a seletividade de inibi¢do de

protease estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Seletividade de inibi¢do de protease de LQM467, 471, 472 ¢ 474 em relacdo a
outras proteases de serina e cisteina.

Protease % de Inibicdo a 20 pM/ ICso £ SD (uM)? / Ki = SD (uM)*?
LQM467 LQM471 LQM472 LQM474
Tripsina 80% /12.1 £0.90 54%/30.2 £3.34/ 67%/22.7+2.23/ 74%/273+3.14/
/7.8 +0.09 19.5 +0.70 14.6 = 0.37 17.6 = 0.61
uPA 31% 27% 48%/23.8+1.96/ 68%/22.1+2.87/

13.1 £ 0.08 12.2 £0.11
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MT 31% 33% 24% 23%

Catepsina-L 33% 57%/24.5+2.28/ 29% 32%
12.4 £1.50

SARS-CoV-2 MP™ N.IL N.IL 7% 8%

SARS-CoV-2 PLPr 24% 29% 26% 38%

“: Os valores de inibi¢do enzimatica em concentragoes de composto de 20 uM sdo indicados pela média + desvio padrao de trés
medigoes independentes. Os valores de ICs) foram determinados apenas quando o composto apresentou % de inibi¢do > 40. A
atividade enzimdtica é expressa em relagdo ao controle DMSO em [%]. N.I. significa nenhuma inibi¢do.

Fonte: Vilela et al., 2022.

5.6.Simulac¢oes de Dinamica Molecular

As simulagdes de dinamica molecular (DM) podem ser usadas para estudar a
interacao dependente do tempo e o comportamento de pequenas moléculas com o alvo
(Nutho; Rungrotmongkol, 2015). Diante disso, essa abordagem tem sido frequentemente
aplicada em estudos envolvendo aspectos estruturais € compostos ativos para a protease
NS2B/NS3. Nesse contexto, considerando que os compostos LQM467, 471, 472, ¢ 474
sdo inibidores competitivos, investigamos suas interagdes com o sitio catalitico da
protease NS2B/NS3 do DENV-2 na conformagdo fechada (PDB:2M9P). Para todas as
simulagdes DM, os complexos foram inicialmente aquecidos de 0 K até 300 K por 2 ns.
Em seguida, os complexos foram equilibrados a pressdo constante de 1 atm. Ademais,
simulagdes DM de 200 ns para todos os inibidores em complexo com NS2B/N3 foram
realizadas para investigar sua estabilidade através do desvio quadratico médio (RMSD).
Graficos de Ramachandran também foram gerados para verificar a qualidade
estereoquimica desses complexos. Para tanto, a flutuagcdo quadratica média (RMSF) foi
calculada para obter insights sobre mudancgas na estabilidade estrutural dos complexos a
300 K.

Em geral, uma vez que todos os inibidores de acrilamida exibiram um modo de
ligagdo competitivo, como observado pelas abordagens experimentais, os seus resultados
em relagdo ao 2M9P serdo explicados detalhadamente. Para o complexo 2M9P-LQM467,
o grafico de Ramanchandran revelou que a estrutura NS2B/NS3 possui 85,8% de seus
aminoacidos nas regides mais favorecidas, enquanto 12,6% sdo encontrados em regides
adicionais permitidas. Resultados semelhantes foram obtidos para o complexo 2M9P-
LQM471, o qual apresentou 87,9% dos seus aminoacidos nas regides mais favorecidas,
enquanto 11,1% e 1,1% s3o encontrados nas regides adicionais permitidas e
generosamente permitidas, respectivamente. Para o complexo 2M9P-LQM472 foram
apresentados 88,9% dos seus aminoacidos nas regidoes mais favorecidas, enquanto os

10,5% restantes sdo encontrados em regides adicionais permitidas. O complexo 2M9P-



39

LQM474 apresentou 80% dos seus aminoacidos colados nas regides mais favorecidas e
17,9% nas regides adicionais permitidas. Portanto, nenhum dos inibidores complexados
apresentou residuos encontrados em regides nao permitidas (outliers), o que sugere que o
campo de forca utilizado foi eficiente para simular o ambiente nativo. Em adi¢do, os
complexos 2M9P-LQM467 ¢ 2M9P-LQM471 apresentaram um perfil de estabilidade
correspondente durante todo o tempo de simulagdo (variagio de ~1.5 A). A maior
estabilidade observada para o inibidor complexado LQM471 foi de 75 a 180 ns, ja para
0 LQM467, 100 a 175 ns. Todos esses dados podem ser observados na Figura 7.

Figura 7. Trajetérias para A) RMSD, B) RMSF, e C) ligacdes de H obtidas por
simulagdes de dindmica molecular para 200 ns a 300K de protease NS2/NS3 livre e
complexada com os inibidores LQM467, 471, 472, e 474.
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Fonte: Vilela et al., 2022.
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5.7.Calculos da Area Superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA)

Os calculos de area superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) combinam
trés termos energéticos para obter alteragdes na energia livre de ligagdo. O primeiro termo
estd associado a uma mudanga na energia potencial no véacuo, incluindo termos ligados
(ligagdes, energias de tor¢ao, angulacdo) e ndo ligados (interacdes eletrostaticas e van der
Waals); o segundo termo energético se relaciona a dessolvatagdao de espécies quimicas,
que quantifica a soma de dois termos energéticos, por fim, o terceiro termo ¢ capaz de
obter a energia de entropia configuracional relacionado a formatagdo de complexos na
fase gasosa (Kumari et al., 2014). Com isso, as mudancas nas energias de ligagdo ou
afinidades de ligacdo sdo usadas para determinar moléculas potenciais, prevendo
inibidores potenciais com base em sua forca de ligagdo com o alvo. Nesse sentido, os
calculos de MM/PBSA revelaram que os derivados alfa-acrilamida apresentam afinidade
semelhante pelo sitio catalitico da protease NS2B/NS3, considerando todos os termos
calculados neste estudo. Em resumo, com rela¢do ao termo de energia de van der Waals
(AEvaw), 0 LQM472 apresenta interacdes hidrofobicas favoraveis com o sitio catalitico
da protease NS2B/NS3 entre os demais analogos, mesmo possuindo um volume
hidrofobico diferente do LQM467 (Vilela et al., 2022). Na Tabela 3, diferentes termos
MM/PBSA sdo disponibilizados.

Tabela 3. Diferentes termos MM/PBSA para a mudancga relativa na entalpia do sitio
catalitico NS2B/NS3 em complexo com os inibidores LQM467, 471, 472, ¢ 474 a 300K.

Termo LQM467 LQM471 LQM472 LQMA474
energético (kcal/mol) +  (kcal/mol) £ DS  (kcal/mol) £ DS  (kcal/mol) = DS
DS

AE,qy —28.96 + 1.64 —-36.81+ 1.58 —-39.62+2.25 —34.52 +1.58
AE g, -3.26 £1.01 -13.80+1.83 —-13.90 + 3.47 -14.65+3.11
AG;‘;’:]—DOW —-21.68 +0.50 -19.52 +0.44 —-20.82 £ 0.50 —22.86 + 0.47
Angll:r 2188.61+£37.17 2576.40+43.74 2444.60 £ 42.24 1564.89 + 37.65
AGgo 2210.29 + 37.67 2595.92 +44.18 246543 +42.74  1587.75 + 38.15
AEyy —42.23 + 1.53 —52.96 £ 2.99 —53.53 £ 4.34 —49.53 + 2.63

Sitio Catalitico: 2M9P; vdW: van der Waals; Elec: eletrostatica; DS: Desvio padrdo.Os valores de AGyq, foram determinados pela

~ olar non-polar ~ g~ . ~ I \ . .
equagdo NGy, = (AGS’ZW + AG,,, potar) Gotar, € Gon-polar SG0 as contribuigoes eletrostaticas e ndo eletrostaticas a energia livre

de solvatagdo respectivamente, de acordo com Kumari et al.”®
5.8.Estudos de Docking Molecular

Os estudos de docking molecular sdo considerados uma ferramenta poderosa e
essencial para o projeto e descoberta de medicamentos, resultando em inibidores
promissores direcionados a proteinas de interesse medicinal (Meng ef al., 2011). Seu

objetivo € prever as poses de ligagdo predominantes de um ligante em uma dada proteina.
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Diante desse fato, os complexos ligante-NS2B/NS3 mais estdveis obtidos apds as
simulagdes dindmicas foram assumidos como pontos de partida de docking. Ademais, a
analise de agrupamento revelou que todos os inibidores de acrilamida apresentam uma
posicdo de ligacdo semelhante no sitio catalitico da protease NS2B/NS3, exceto o
LQM467, que ¢ colocado em uma orientacdo diferente. Ainda, o LQM471 ¢ 474
possuem um modo de ligacao semelhante, o que provavelmente pode estar ligado a seus
valores de ICso semelhantes. Em geral, todos os inibidores interagem hidrofobicamente
com o residuo Leul28, o qual esta envolvido em interagdes com inibidores NS2B/NS3
promissores (Qamar et al., 2016). Além disso, relatamos interagdes com Gly151, Gly153

e Prol32 nas interagdes de inibidores com essa protease (Figura 8).

Figura 8. O conjunto de inibidores colocados no sitio catalitico da protease NS2B/NS3

(A) e suas interagdes com residuos de aminoacidos (B-E).

Cluster of inhibitors
in complex with NS2/NS3

A estrutura da protease é representada utilizando o modelo de superficie colorida em estilo arco-iris. Em (4): LOM467 (magenta),
LOMA471 (ciano), LOM472 (azul), e LOM474 (amarelo). Em (B): interacoes LOM467s; Em (C): interagcées LOM471; Em (D):
interagoes LOM472; Em (E): interagées LOM47. A interagdo eletrostatica é representada como uma linha tracejada vermelha, com

distdncia calculada em Angstrom (4). Hustra¢do elaborada usando PyMol® v.0.99
Fonte: Vilela et al., 2022.

5.9.Avaliaciao da Citotoxicidade in vitro e Atividade Antiviral Contra o ZIKV

A avaliacao da citotoxicidade de LQM467, 471, 472 ¢ 474 foi realizada em
células Vero E6 nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 uM visando encontrar as

concentragcdes maximas nao toxicas (MNTCs) destes compostos. A partir desse ensaio,
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descobriu-se que os MNTCs para LQM467, 471 e¢ 472 eram 50, 100 e 25 uM,
respectivamente. O composto LQM474 foi significativamente citotoxico na
concentracdo mais baixa testada (25 uM) e dificuldade de solubilizacao, o que resultou
na nao continuidade desse composto nos demais testes. Com isso, descobrimos que a
concentragdo citotoxica de 50% (CC50) era > 200 uM para LQM467 ¢ > 100 uM para
LQM471 ¢ 472 (Figura 9A). Para os ensaios antivirais baseados em células infectadas
pelo ZIKV, a adsor¢do do virus foi realizada em células Vero E6 seguida pelo tratamento
com os compostos em diversas concentracdes a partir de seus MNTCs correspondentes,
onde sua porcentagem de inibi¢do viral foi avaliada apds 52 horas. O composto LQM471
reduziu notavelmente o efeito citopatogénico induzido por ZIKV quando comparado as
células ndo tratadas (Figura 9B). Em continuidade, o valor de EC50 (concentracdo do
composto que promove 50% de inibicdo viral) foi de 35,07 uM (Figura 9C). Para
confirmar a atividade anti-ZIKV do LQM471, a carga viral foi quantificada nos
sobrenadantes de células Vero E6 infectadas com ZIKV tratadas e ndo tratadas por qPCR.
Como resultado, as células infectadas com o virus Zika nao tratadas mostraram uma
concentracio de RNA viral (VRNA) de 3,9x10* copias/uL na reacdo de gPCR. Em
contrapartida, o tratamento com LQM471 reduziu notavelmente a carga viral sob o ponto
mais baixo da curva padrio (inferior a 7,5x10? copias/uL). Portanto, o mecanismo de
acdo do composto LQM471 pode ser determinado como inibi¢do da replicagdo viral

(Vilela et al., 2022).

Figure 9. Avaliagdo in vitro da atividade antiviral de LQM467, 471 ¢ 472 em células
Vero E6 infectadas com ZIKV.
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Fonte: Vilela et al., 2022.
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5.10. Ensaios em Explantes de Placenta Humana

A placenta ¢ um orgdo dividido em duas estruturas diferentes: o coérion viloso
(parte fetal) e a decidua basal (parte materna). Esta € responsavel pelo metabolismo fetal,
secrec¢do endocrina e transporte de gases e nutrientes (Molas, 2020; Borbely, 2009). Sabe-
se que a transmissdo do ZIKV da mae para o filho ¢ possivel tanto durante o pré-natal ou
perinatal (durante o nascimento), quanto no pds-natal (durante a amamentacao) (Casale
et al., 2018). Diante desse fato, uma das possibilidades onde o mecanismo pelo qual o
virus alcanca o embrido/feto de gestantes infectadas se da pela passagem do virus por
espacos criados por lesdes e/ou inflamagdo que podem quebrar a barreira placentaria.
Outra hipdtese se da pelo alcance do virus através da infecgdo de células que formam a
barreira placentaria (Torres, 2018). A partir desses fatos, pode-se observar a importancia
de estudos que abordem a interacdo do ZIKV com explantes de placenta humana. Nesse
contexto, em parceria com o Prof. Alexandre Urban Borbely, o qual coordena o
Laboratdrio de Biologia Celular (LBC-UFAL), foram realizados ensaios de toxicidade
em explantes de placenta humana utilizando as alfa-cianoacrilamidas identificadas como
inibidores da NS2B/NS3 do ZIKV e DENV. A partir dessa andlise, revelou-se que o
LQM471 possui boa viabilidade na concentracdo de 12,5 uM (ver Figura 10).
Posteriormente, espera-se que a analise antiviral em explantes de placenta humana seja

promissora.

Figura 10. Resultado do perfil de toxicidade em explantes de placenta humana para o
LQM471.
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B
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Fonte: Borbely (LBC-UFAL), 2024.
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5.11. Modificacoes Estruturais Previstas para o LQM471

Considerando a identificagdo de quatro inibidores de NS2B/NS3 do DENV-2 ¢
ZIKV, novas modificagdes estruturais foram planejadas para tais compostos com a
finalidade de desenvolver inibidores ainda mais potentes. Ainda, a necessidade de se obter
compostos com uma melhor solubilidade também foi alvo de tais mudangas. Uma vez
que todos os inibidores sdo equipotentes, o composto LQM471 foi utilizado como
protdtipo inicial por possuir mais regides factiveis para realizagdo de modificacdes
estruturais, bem como, apresentar resultados promissores em estudos de avaliacdo
citotoxica e atividade antiviral em células. Dessa forma, trés regides da estrutura do
LQM471 foram selecionadas para tais modificagdes, sendo: regido 1 — anel 3,4-
diclorofenil; regido 2 — ligagdo eno; e regido 3 — anel da por¢do tiomorfolina (ver Figura
11). Dentre as regioes de modifica¢des, apenas duas destas foram usadas para a primeira
etapa da sintese dos derivados (regido 1 e regido 3), visto que novas rotas estdo sendo
pesquisadas e testadas para a obtencao das moléculas finais com modificagdes na ligagao
eno (regido 2). Todos os novos substituintes descritos nesta proposta foram identificados
por dinamica e docking molecular como sendo promissores para esta classe de compostos
frente a NS2B/NS3. Para o presente trabalho, os novos compostos planejados foram

sintetizados e caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

Figura 11. Regides de modificagdes estruturais planejadas para o LQM471.

LQM471

Regido 1
Fonte: Autor, 2022.

Em continuidade, com as regides de modificagdes definidas para a sintese dos
novos derivados planejados, o desenvolvimento do projeto em questdo foi focado nos
compostos que apresentaram reagentes suficientes para serem obtidos. Partindo disso,

todas as moléculas finais foram obtidas por meio da reagdo de Aminolise, a qual converte
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¢ésteres e aminas no intermediario amida esperado e, ainda, para obten¢ao dos compostos
finais, a condensacdo de Knoevenagel. No ciclo PIBIC 2022-2023, utilizamos o éster
ciano acetato de metila (Formula linear: NCCH>COOCH3) em diclorometano (DCM)
visando uma maior facilidade de precipitagdo para intermediario previsto. Para o ciclo
2023-2024, a utilizagao do éster ciano acetato de metila foi mantida, contudo, novas
medidas de equivaléncia foram adaptadas para otimizar a reagdo e diminuir a formagao
impurezas. Diante disso, as reagdes foram langadas com 1 equivalente do substituinte
amina e 0,95 equivalente do ciano acetato de metila. Ademais, a ultima etapa a
combinagdo entre aldeidos, nitrilas e aminas por reagdo de Knoevenagel, foi realizada
com 1 equivalente do intermediario amida e 0,9 equivalente do substituinte aldeido,
catalisada por 1,1 equivalente de trietilamina (Foérmula linear: (C2Hs)3N). Na Figura 12,
uma visdo geral da rota de sintese otimizada para as modificacdes estruturais ¢ ofertada.
Essas mudangas apresentaram melhores rendimentos para as reagdes realizadas. Apds a
obtencdo dos produtos finais (ver Figura 13), percebemos a melhora na solubilidade de
todos os novos compostos, ainda mantendo sua fluorescéncia. Com isso, podemos afirmar
que um dos objetivos previstos para as modificacdes estruturais do composto LQM471
foi obtido com sucesso, visto que a melhoria da solubilidade, quando comparada ao

composto original, foi comprovada.

Figura 12. Rota de sintese otimizada para as modificagdes estruturais previstas.
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Fonte: Autor, 2024
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Figura 13. Estruturas das moléculas finais obtidas através das modificagdes previstas

para o composto LQM471.
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5.12. Estudos Das Propriedades Fisico-Quimicas Dos Novos Derivados

Apo6s finalizar a sintese das moléculas propostas, diante da necessidade do
conhecimento estrutural dos compostos sintetizados, além da busca voltada ao
conhecimento das propriedades fisico-quimicas para uma melhor abordagem dos dados
gerais obtidos, foram realizados estudos utilizando o site Swiss Institute of Bioinformatics
(Swiss ADME) como base, visando uma gama de conhecimentos especificos e a melhor
compreensdo das propriedades voltadas a atuacdo desses compostos no organismo
humano, além da probabilidade destes se tornarem possiveis farmacos. Para esse ensaio,
os compostos WS73, WS74 e WS75 apresentaram os melhores resultados (ver Figuras
14, 15 e 16). O radar de disponibilidade permite a semelhanga com um medicamento,
avaliando qualitativamente a chance de uma molécula se tornar um farmaco. Diante desse
fato, podemos afirmar que os compostos WS73, WS74 e WS75 apresentam um perfil
farmacocinético aceitdvel. A area rosa do radar de biodisponibilidade representa o

intervalo ideal para cada propriedade.
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Para o composto WS73 o valor de lipofilicidade (coeficiente de particao entre n-
octanol e agua) igual a 3,32. O valor de Log S (ESOL) encontrado foi de -4,38,
solubilidade de 1,51x10?mg/mL e 4,20x10°mol/L, sendo esse, moderadamente soltivel
em agua. A absorc¢ao do trato gastrointestinal para esse composto € alta. O composto nao
apresentou permeabilidade da barreira hematoencefélica. Podemos afirmar que a nao
permeabilidade ¢ um bom resultado, visto que o transporte da barreira hematoencefalica
no tecido cerebral ¢ crucial na compreensdao dos distirbios cerebrais € no
desenvolvimento de estratégias sist€émicas e nao sistémicas de administracdo de
medicamentos ao cérebro (Bingmei; et al., 2022). Por fim, afirma-se que esse composto
tem potencial para se tornar farmaco, visto que nao viola os parametros da regra dos cinco
de Lipinski. Essa regra estabelece que para uma molécula ser um bom farmaco deve
apresentar valores para 4 pardmetros multiplos de 5: log P maior ou igual a 5, Massa
Molecular menor ou igual a 500, aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor ou igual a 10
e doadores de ligacao de hidrogénio menor ou igual a 5. Portanto, estas regras permitem
uma boa previsao do perfil de biodisponibilidade oral para moléculas novas (Duarte; et
al., 2013).

Em continuidade, para o composto WS74 o valor de lipofilicidade (coeficiente de
parti¢do entre n-octanol e dgua) igual a 3,29. O valor de Log S (ESOL) encontrado foi de
-4,23, solubilidade de 1,92x10*mg/mL e 5,89x10mol/L, sendo esse, moderadamente
soluvel em agua. A absor¢do do trato gastrointestinal para esse composto € alta. Nesse
caso, o composto apresentou permeabilidade da barreira hematoencefalica. Por fim,
afirma-se que esse composto tem potencial para se tornar farmaco, visto que nao viola os
parametros da regra dos cinco de Lipinski. Finalmente, para o composto WS75 o valor
de lipofilicidade (coeficiente de parti¢do entre n-octanol e agua) igual a 3,82. O valor de
Log S (ESOL) encontrado foi de -4,83, solubilidade de 5,38x10°mg/mL e 1,49x10-
>mol/L, sendo esse, moderadamente soliivel em 4gua. A absorgdo do trato gastrointestinal
para esse composto ¢ alta. Ao contrario do composto WS73, o composto WS75
apresentou permeabilidade da barreira hematoencefalica. Por fim, a analise mostrou que

o composto obtido ndo viola os pardmetros da regra dos cinco de Lipinski.
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Figura 14. Ensaio das propriedades fisico-quimicas e comportamento do WS73 no

organismo humano.
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Fonte: Swiss ADME, 2024.

Figura 15. Ensaio das propriedades fisico-quimicas ¢ comportamento do WS74 no

organismo humano.
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Figura 16. Ensaio das propriedades fisico-quimicas e comportamento do WS75 no

organismo humano.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da pesquisa voltada ao desenvolvimento de novos farmacos direcionadas
as arboviroses tao incidentes no Brasil e no mundo, podemos afirmar que o trabalho em
questdo apresenta resultados promissores. Diante do exposto, a sintese dos derivados
iniciais, providos a partir do desenho de fragmentos, foi eficaz e apresentou 6timos
rendimentos. Também, os ensaios de inibigdo enzimatica mostraram que quatro dos
compostos submetidos a testes apresentaram atividade. A relagdo estrutura-atividade
demonstrou que os substituintes de aminas ciclicas ndo aromaticas sdo fragmentos
promissores para o desenho de inibidores de proteases NS2B/NS3. Ainda, identificamos
seletividade de inibi¢ao de protease para os compostos LQM467, 471, 472 ¢ 474 em
relacdo a outras proteases de serina e cisteina. A partir das simulagdes de dinamica
molecular, nenhum dos inibidores complexados apresentou residuos encontrados em
regides ndo permitidas (outliers), o que sugere que o campo de forca utilizado foi eficiente
para simular o ambiente nativo. Quanto a avaliagdo citotoxica e antiviral em células, o
composto LQM471 (MNTCs 100 uM) reduziu notavelmente o efeito citopatogénico
induzido por ZIKV quando comparado as células nao tratadas.

Com base na sintese dos novos derivados 2-ciano-3-oxiranocarboxamidas N-
substituidas, as modificagdes estruturais apresentaram melhorias consideraveis na
solubilidade dos compostos quando comparados as moléculas originais. Também, a
otimizacdo das reacdes proporcionadas pela mudanga dos equivalentes foi eficaz, visto
que as reacdes mostraram melhoras quanto ao rendimento e auséncia de formagdo de
subprodutos, além da redugao de impurezas no intermediario amida. Ademais, os estudos
utilizando o site Swiss ADME como base, visando a melhor compreensdo das
propriedades voltadas a atuagdo desses compostos no organismo e as propriedades destes
se tornarem possiveis farmacos mostraram que o composto WS73 possui grande
possibilidade de se tornar um farmaco.

Por fim, o estudo em questdo apresenta uma alternativa interessante para projetar
novos compostos de ataque contra as proteases DENV-2 e ZIKV NS2B/NS3, que podem
ser otimizados para melhorar suas atividades inibitdrias, aumentando o potencial arsenal

terapéutico contra esses flavivirus no futuro.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados promissores obtidos, as perspectivas futuras para a
continuagdo da pesquisa em questdo estdo direcionadas a sintese de reposicdo dos
compostos que mostraram um resultado eficiente. Ademais, ensaios de atividade antiviral
em explantes de placenta humana serdo realizados para o composto LQM471 em parceria
com o Prof. Alexandre Urban Borbely, o qual coordena o Laboratdrio de Biologia Celular
(LBC-UFAL). Posteriormente, o composto LQM471 e os melhores compostos
modificados estruturalmente serdo submetidos a ensaios de toxicidade aguda e cronica
em ratos, realizados em parceria com a Prof* Vanda Lucia dos Santos, da Universidade
Estadual da Paraiba — UEPB.

Em paralelo, os novos compostos serdo avaliados frente a serino protease
NS2B/NS3 do ZIKV, em parceria com o grupo da Prof* Rafaela Salgado Ferreira, da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Em seguida, os modos de acdo das
melhores 2-ciano-3-oxiranocarboxamidas N-substituidas serdo avaliadas em ensaios de
inibi¢do competitiva. Ensaios de embriotoxicidade e teratogenia em zebrafish serdo
realizados com colaborador Prof. Rafael Freitas da Universidade de Pernambuco (UPE-
Garanhuns). Em continuidade, serdo realizados testes de citotoxicidade em células Vero
E6 ¢ ensaios in vitro para os compostos finais obtidos no ciclo atual. Além disso, iremos
prosseguir com as modificacdes estruturais focadas na melhoria da atividade, solubilidade
e diminuicao da fluorescéncia dos compostos finais. Para as reacdes de hidrogenacao e
epoxidagdo, serd realizada uma pesquisa voltada a uma metodologia eficaz para a
modificacdo das estruturas quimicas ja obtidas nos ciclos anteriores. Além disso, outros
derivados tiomorfolina serdao adicionados a estrutura prevendo uma melhora da atividade
do composto, visando a continuidade dos ensaios. Por fim, os ensaios de toxicidade em

explantes de placenta humana continuardo sendo realizados com os novos derivados 2-

ciano-3-oxiranocarboxamidas N-substituidas e 2-ciano-3-propanamidas N-substituidas.
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