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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) é uma arbovirose do género Alphavirus transmitida por
mosquitos dos géneros Aedes sp. e Culex sp., responsavel por causar a febre do
Chikungunya (CHIKF) que conduz a grandes impactos econémicos e em salde publica.
Ao logo da historia, verifica-se que as infeccbes por CHIKV estdo principalmente
associadas a paises em desenvolvimento, sendo responsavel por surtos endémicos e
recorrentes. Entretanto, nas ultimas décadas, o CHIKV tem se espalhado globalmente. De
modo geral, seu quadro de manifestacGes clinicas varia desde um estado febril
autolimitado até poliartralgia debilitante, que tem sido responsavel por significantes
impactos na economia da regido afeta, uma vez que, seus sintomas podem perdurar por
meses ou anos. Neste cenario, os peptidomiméticos se destacam como uma classe quimica
promissora no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que estes tém sido
reportados como inibidores de proteases virais, atuando em concentracfes
submicromolares. Diante do exposto, esta tese reporta o desenvolvimento de novos
agentes antivirais contra CHIKV. Assim, trés séries de tri-peptideos formado pelos
aminoacidos glicina (Gly) e leucina (Leu) em 3 diferentes combinacbes em P1, P2 e P3
foram e desenvolvidas em fase sélida. Ao total, foram obtidos 18 tri-peptideos, dos quais,
6 mostraram efeito contra 0 CHIKV ( CEsg 2,2-38 uM) com CCso>200 uM. Assim, este
trabalho resultou na descoberta dos peptidomiméticos PEP15 e PEP16 inéditos na
literatura com o maior efeito antiviral em ensaios in vitro. Ainda, uma breve anélise in
silico mostrou que PEP16 é capaz de interagir com residuos cataliticos da protease nsp2.
Dessa forma, este trabalho relata informacdes importantes sobre o desenvolvimento de
novos peptidomimeéticos contra o virus CHIKV, com valiosas informac6es sobre a relacao
estrutura atividade desta classe de substancias.

Palavras-chaves: Proteases virais, doencas tropicais negligenciadas, antivirais,
peptidomiméticos, CHIKV.



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus of the Alphavirus genus transmitted by
mosquitoes of the Aedes sp. and Culex sp., responsible for causing Chikungunya fever
(CHIKF) which leads to major economic and public health impacts. Throughout history,
it appears that CHIKYV infections are mainly associated with developing countries, being
responsible for endemic and recurrent outbreaks. However, in recent decades, CHIKV
has spread globally. In general, its clinical manifestations range from a self-limiting
febrile state to debilitating polyarthralgia, which has been responsible for significant
impacts on the region's economy, since its symptoms can last for months or years. In this
scenario, peptidomimetics stand out as a promising chemical class in the development of
new drugs, since they have been reported as inhibitors of viral proteases, acting at
submicromolar concentrations. Given the above, this work seeks to develop new antiviral
agents against CHIKV, acting through the inhibition of essential viral proteins during the
replication cycle. Thus, three series of tri-peptides formed by the amino acids glycine
(Gly) and leucine (Leu) in 3 different combinations in P1, P2 and P3 were developed in
solid phase. In total, 18 tri-peptides were obtained, of which 6 showed an effect against
CHIKV (ECsg 2.2-38 uM) with CCsg >200 puM. Thus, this work resulted in the discovery
of the peptidomimetics PEP15 and PEP16, unpublished in the literature, with the greatest
antiviral effect in in vitro assays. Furthermore, a brief in silico analysis showed that
PEP16 is able to interact with catalytic residues of the nsp2 protease. Thus, this work
reports important information on the development of new peptidomimetics against the
CHIKYV virus, with valuable information on the structure-activity relationship of this class
of substances..

Keywords: Viral proteases, Neglected tropical diseases, Antivirals, Peptidomimetics,
CHIKV
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1 INTRODUCAO

Os Arbovirus (do inglés, arthropod-borne virus) sdo caracterizados por uma
transmissdo mediada por insetos hematofagos responsaveis por doencas de grande
impacto na satde publica mundial (Donalisio et al., 2017). A emergéncia e reemergéncia
das arboviroses resultam em inimeros surtos a nivel global e desde o inicio do século
XXI, infeccBes associadas aos virus Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) tém mudado

a epidemiologia associada as doencas virais (Huang et al., 2019; Liu et al., 2020).

Dentre os arbovirus causadores de doengas em humanos e animais, as familias
Flaviviridae, Togaviridae, Peribunyaviridae e Phenuiviridae se destacam em razdo da
incidéncia e prevaléncia das infec¢Ges que causam. Neste contexto, 0 género Aedes esta
diretamente associado a transmissdes urbanas de arboviroses (Halstead, 2018; Huang et
al., 2019; Skalinski et al., 2022). De fato, os arbovirus Dengue (DENV), CHIKV e ZIKV
exibem um ciclo que nao depende exclusivamente de uma fase enzodtica e circulam com
facilidade para produzir epidemias urbanas por intermédio do homem como hospedeiro
vertebrado em resultado da extensa urbanizacdo tropical (Donalisio et al., 2017; Weaver
& Reisen, 2010).

Embora as infec¢bes por CHIKV ndo estejam associadas a altos indices de
mortalidade, cerca de 60% dos pacientes desenvolvem o quadro cronico caracterizado por
poliartralgia e/ou poliartrite persistente. Este quadro clinico, por sua vez, pode culminar
em limitacGes severas aos pacientes e, além disto, complicacdes neuroldgicas como a
sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalite, encefalite e infeccBes congénitas
também tém sido reportadas (Abdelnabi et al., 2017; Durdes-Carvalho et al., 2018).
Apesar do quadro epidemioldgico significante e dos esforcos direcionados ao
desenvolvimento de antivirais especificos, ndo ha, até o presente momento, uma
terapéutica eficaz e especifica aprovada contra este virus, sendo empregado apenas
tratamentos voltados ao alivio dos sintomas (ABDELNABI et al. 2020; GHILDIYAL,;
GABRANI 2020; SILVA-JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR 2019; SILVA-JUNIOR et al.
2017). Além disto, estratégias que objetivam combater os vetores vém sendo amplamente
estudadas e aplicadas para o controle da transmissao destas arboviroses (SILVA-JUNIOR
et al. 2017; SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018).

O estado da arte que reflete na busca terapéutica eficaz contra CHIKV envolve a

exploracdo de diferentes estratégias, que vado desde a busca de pequenas moléculas
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inibidoras de diferentes etapas da replicacdo viral (p. ex. proteinas estruturais e ndo
estruturais do virus), como estratégias de silenciamento génico, reposicionamento de
farmacos e anticorpos monoclonais (Silva-Junior et al., 2017b; Ghildiyal & Gabrani,
2020a; Rodrigues et al., 2021; L. R. Silva et al., 2022).

Dentre as proteinas estruturais e ndo estruturais do CHIKV, a protease nsP2
representa a maior proteina ndo estrutural do virus e apresenta um papel crucial no
processo de replicacdo viral, uma vez que dentre suas funcdes, participa do
processamento da poliproteina (P1-4) viral que compde o processo de replicacdo viral.
Assim, sua fungéo essencial para o ciclo de viral torna a nsP2 um alvo promissor para o

desenvolvimento de novos farmacos.

Os compostos peptidomiméticos surgem como uma excelente alternativa na
descoberta de farmacos com acdo sobre proteases (Muri, 2014). E possivel notar sua
grande relevancia estrutural sobre doencas virais com efeitos em doses micromolares e
sub-micromolares, sobretudo contra ZIKV (Kuiper etal., 2017; Wint et al., 2018), DENV
(Behnam et al. 2015; Silva-Junior and de Araudjo-Janior 2019) e CHIKV (H. Singh et al.,
2018).

Dessa forma, a presente tese de doutorado expde 0s primeiros avangos em relacéo
ao desenvolvimento de compostos peptidomiméticos sintéticos planejados contra
protease de nsP2 de CHIKV. Assim, duas séries de tripeptideos formados por
combinacgdes de aminoacidos Leu e Gly foram sintetizados e avaliados biologicamente
em ensaios baseados em células (in vitro). Estes avancos nos permitiram identificar

pequenos peptideos sintéticos potentes contra CHIKV.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Familia Togaviridae

Togavirus compreende uma familia de pequenos virus envelopados (cerca de 60-
70 nm de diametro) que apresentam o genoma de RNA de fita dupla positiva. A familia
Togaviridae é representada por dois géneros, denominados Alphavirus e Rubivirus, que
apresentam transmissdo mediada por insetos hematofagos ou por aerossois,

respectivamente (Baxter & Heise, 2018; Galan-Huerta et al., 2015).

O género Rubivirus é representado unicamente pelo virus da rubéola, também
denominado virus do sarampo alemdo. Em especial, o virus da rubéola tem o potencial
de causar efeitos congénitos graves em infec¢bes durante a gestacdo (Baxter & Heise,
2018; Galan-Huerta et al., 2015).

2.2 Género Alphavirus

Os Alphavirus compreendem um género de virus transmitidos por artropodes
(arbovirus) e, de acordo com a regido geografica dos quais foram isolados, bem como,
em relacdo a sindrome que manifestam em humanos, sédo classificados como viroses de
“Velho Mundo” ou “Novo Mundo” (Baxter & Heise, 2018). As infecgdes causadas pelos
virus do “Velho Mundo” envolvem quadros clinicos que se manifestam por febre,
erupc¢éo cutanea e doencas reumaticas como poliartralgia e poliartrite. Assim, dentre 0s
Alphavirus do “Velho Mundo” estdo 0 virus Chikungunya (CHIKYV), virus Ross River
(RRV), Virus Sindbis (SINV), Virus da Floresta de Semliki (SFV), virus O’Nyong—
Nyong (ONNV) (Levi & Vignuzzi, 2019). A circulagdo destes virus ja foi reportada na
Europa, Asia, Africa, Asia e Américas (Baxter & Heise, 2018; Galan-Huerta et al., 2015).

Por outro lado, as infeccdes causadas por Alphavirus do “Novo Mundo” séo
representadas pelos Virus da Encefalite Equina (EEEV), Virus Encefalite Equina
Venezuelana (VEEV) e Virus da Encefalite Equina Ocidental (WEEV), que de um modo
geral, caracterizam-se sua capacidade de causar encefalites em humanos. Embora SFV e
CHIKYV também resultem em infec¢cdes que evoluam para encefalites (Ganesan et al.,
2008; Willems et al., 1979). De um modo geral, estes Alphavirus sdo predominantemente

encontrados nas Américas.

2.3 O Virus Chikungunya
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Com base no dialeto KimaKonde (ou Makonde), Chikungunya significa “aquele
que se dobra” termo usado para descrever a postura encurvada desenvolvida em razéo da
inflamacdo articulares, um dos principais sintomas decorrentes da infeccao por este virus
(Levi & Vignuzzi, 2019; Lumsden, 1955; Robinson, 1955). Assim, CHIKV € o agente
etiologico da febre Chikungunya (CHIKF), uma doenca transmitida por artropodes
(arthropod-borne disease) (Weaver, 2006). A transmissdo do CHIKYV é marcada por dois
ciclos de vida (Figura 1): 1) ciclo silvestre (animais-mosquito-homem), ocorrendo entre
primatas ndo humanos como macacos e chimpanzés através de vetores Aedes africanus,
A. furcifer-taylori, A. dalzieli e Culex sp., e Il) ciclo urbano, transmitido entre humanos-
mosquito-humanos através dos vetores A. aegypti , A. Albopictus e Aedes furcifer
(Alonso-Palomares et al., 2018; Althouse et al., 2018; Barr & Vaidhyanathan, 2019;
Diallo et al., 2012; Tsetsarkin et al., 2016).

Figura 1: Ciclo de transmissdo de CHIKV.
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Fonte: Fernadez e Navarro, 2015

As evolugdes dos estudos gendmicos permitiram agrupar 0 nomear as cepas de
CHIKYV envolvidas em infeccBes em determinadas regides geogréficas ( Silva et al.,
2018a). Dessa forma, baseadas em sequéncias génicas da proteina do envelope (E1),
existem trés principais genotipos identificados deste virus, a saber: linhagem da Centro-
Leste Sul Africana (East-Central-Southern African- ECSA), Asitica (Asian) (incluindo
a linhagem do oceano indico) e Oeste Africana (WA). Ainda, uma quarta linhagem

semelhante a ECSA, denominada linhagem do oceano indico foi reportada. Esta se refere
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a ECSA com uma mutacdo A226V da glicoproteina de envelope E1 de CHIKV (Kumar
etal., 2021; Powers et al., 2001; Volk et al., 2010; Wahid et al., 2017b).

2.4 Aspectos epidemioldgicos: Surgimento e prevaléncia de CHIKV.

CHIKYV foi isolado de um soro de paciente pela primeira vez no sul da Tanzénia,
durante um surto semelhante a dengue, com dores que acometiam as articulacdes, entre
1952-1953 (Casals & Whitman, 1957; Johnson et al., 1977; Robinson, 1955). Logo em

seguida a sua identificacdo na Africa, CHIKV foi detectado no Sul Asia.

De fato, a partir do seu isolamento na Africa, o CHIKV foi transmitido
globalmente. Atualmente, seus casos de infeccdes ja foram documentados em diferentes
paises da Europa e Américas (Sharif et al., 2021). Durante as epidemias, sugere-se que as
infec¢Oes podem ter sido documentadas de forma imprecisa, com subnotificagdes devido
aos sintomas serem semelhantes aos causados pelo virus da dengue (Brighton & Simson,
1984; Sharif et al., 2021; L. A. Silva & Dermody, 2017).

Antes dos anos 2000, o CHIKV circulava majoritariamente em paises da Africa
como Nigeéria (Tomori et al., 1975), Republica Democratica do Congo (Muyembe-
Tamfum et al., 2003), Angola (Filipe & Pinto, 1973) e Senegal (Saluzzo et al., 1983),
bem como, no Sudeste Asiatico, como no Vietna (Vu-Qui-Dai & Kim-Thoa, 1967), india
(Munasinghe et al., 1966; SHAH et al., 1964), Tailandia (Thaikruea et al., 1997),
Indonésia (Porter et al., 2004) e Sri-Lanka (Munasinghe et al., 1966). Assim, 0 CHIKV
permaneceu endémico em diversos paises do Sul da Asia desde a década de 60 e cerca de
85% dos casos infecgdes por este Alphavirus ainda foram detectados ap6s o0s anos 2000,
dentre os quais, a India foi uns dois paises mais afetados. No entanto, o surgimento e
ressurgimento de CHIKV sempre foram associados e influenciados pela circulacdo do

virus na Africa.

O primeiro surto de grandes proporcdes ocorreu em 2004 na costa do Quénia, que
culminou na transmissdo através das ilhas do oceano indico. Na ocasido, foram
documentados mais de 500 mil casos (1/3 da populagdo) da Ilha de La Reunion. A
primeira infeccdo na Europa ocorreu em 2007, na Italia, a0 passo que a primeira
transmissdo autoctone nas Américas ocorreu em 2013, que logo se disseminou (Sambri
et al., 2008). Embora, em 2015 o ECDC (Centro Europeu de Prevencdo Controle de
Doengas- do inglés, European Centre for Disease Prevention and Control) tenha reportado
um declinio dos casos de CHIKV, nas Américas mais de 37 mil casos foram confirmados.
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Em 2017, dos mais de 140 mil casos confirmados, junto com Colémbia e Bolivia, o Brasil

notificou a maior parte dos casos (WHO, 2022).

A partir de 2020, surtos locais e autoctones foram relatados em cerca de 114 paises
e territérios com milhGes de casos relatados em paises da América latina como o Brasil,
Cuba, Argentina, Equador, Peru e Bolivia. De fato, desde sua chegada nas américas, mais
de 2 milhdes de casos suspeitos foram atribuidos a cerca de 50 paises deste continente
(WHO, 2022).

No Brasil, verifica-se que os picos de casos de infeccdes ocorrem entre fevereiro
e junho em concordancia com o aumento de temperatura e estacdo chuvosa. Uma analise
epidemioldgica temporal entre 2013 e 2022, aponta mais de 250 mil casos (com
incidéncia de 44 mil casos anuais) notificados ao ministério da satde do Brasil ap6s
confirmagédo laboratorial. Com sete ondas epidémicas bem caracterizadas, o nordeste
brasileiro compreendeu a regido mais afetada por CHIKV, dos quais, 63,5% dos casos
notificados do territorio brasileiro foram atribuidos a esta regido neste espaco de tempo.
A figura 2 ilustra a evolugdo da incidéncia de casos no Brasil nos ultimos 10 anos
fornecendo um panorama geral da evolucdo dos aumentos de casos em todo territério
brasileiro ao decorrer dos anos e com concentracdo destacada na regido Nordeste a partir
de 2020 (Souza et al, 2023).

Figura 2: Distribuicao espacgo-temporal de CHIKV no Brasil entre 2013-2022.
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2.5 Patogénese viral e Manifestaces clinicas

Apds a inoculacdo subcutdnea de CHIKV durante a picada dos mosquitos
infectados (hemato6fagos), precede-se um periodo de pré-incubagédo de 4-7 dias (Paul &
Sadanand, 2018). Nesta condi¢do, os virus se disseminam pelos linfonodos, com auxilio
das células de Langherans e na microvasculatura. A fase aguda da infeccdo envolve a
replicacdo viral em conjunto uma resposta inflamatéria mediada por macrofagos,

linfdcitos e outros leucocitos nos tecidos-alvos (Paul & Sadanand, 2018).

Embora as infec¢gdes por CHIKV possam ser assintomaticas em 5-15% dos casos
(Galan-Huerta et al., 2015), 50-97% dos individuos infectados desenvolvem sintomas
clinicos com a febre Chikungunya (CHIKF) ou artralgia (Ayu et al., 2010; Nakkhara et
al., 2013; Staples et al., 2009). De modo geral, as manifestacdes clinicas associadas ao
CHIKYV se manifestam por sintomas agudos, cronicos e ainda atipicos (J. V. J. Silva et
al., 2018b).

As manifestacGes agudas normalmente duram em torno de duas semanas e se
associam a uma doenca febril, mialgia, fadiga, cefaleia, manifestaces cutaneas, astenia,
artralgia e a poliartralgia dolorosa (Ziegler et al., 2008). Em menor prevaléncia, é possivel
ainda o aparecimento de astenia, eritema e conjuntivite. Os quadros crénicos sdo
representados por poliartralgia e/ou poliartrite que afetam pequenas articulagcbes como
punhos e falanges, além de grandes articulagdes como tornozelos, ombros e joelhos. E
digno de nota que, a poliartralgia tem carater persistente e pode permanecer durante
semanas, meses ou ainda anos nos individuos infectados. De fato, esta caracteristica
debilitante faz com que este virus seja alvo de politicas publicas para o desenvolvimento

de estratégias de controle e tratamento.

As manifestacdes atipicas das infecdes por CHIKV incluem a sindrome de
Guillain-Barré, uma polineuropatia desmielinizante inflamatoria que esta relacionada a
outras infecgdes virais, como as causadas pelo virus da dengue (DENV) e Zika (ZIKV).
Além disto, distarbios cardiacos, gastrointestinais, bem como apneia, edema cerebral,
encefalite neuropatia periférica, mielopatia, mieloneuropatia e hemorragia sao reportados
(Daginawala et al., 2009). Infeccdes oculares também ja foram reportadas (Nair et al.,
2012).
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2.6 Virologia do CHIKV:

O genoma do CHIKV compreende uma fita simples de RNA de sentido positivo
((+)ssRNA) com cerca de 11,8Kb (~11.805 nucleotideos) de tamanho (Khan et al., 2002;
S. K. Singh & Unni, 2011). Cerca de 240 cdpias de proteinas do capsideo (C) formam o
nucleocapsideo que envolve o genoma viral. O virion maduro de CHIKYV apresenta cerca
de 70 nm de didmetro e possui um envelope derivado de membrana da célula hospedeira
ao qual estdo fixadas trimeros compostos por heterodimeros de glicoproteinas de
superficie E1 e E2 (Rashad et al., 2014; Sharma et al., 2018) ( Figura 3A e 3B). Dessa
forma, O RNA de CHIKYV é composto por dois quadros de leituras abertos (Open reading
frames- (ORFs)), que codificam as proteinas ndo-estruturais (nsP1-4) e as proteinas
estruturais (C-E3-E2-6K/TF-E1), que sdo associados a traducao da regidao 5° ORF por um
RNA gendmico e da traducdo da extremidade 3’ do RNA subgendmico, respectivamente
(Figura 3 C). Entre as duas ORFs se encontra uma regido ndo traduzida (J) composta por
21 nucleotideos que é responsavel pela transcricdo de mRNA subgenémico. O precursor
nsP1-4 forma um complexo para sintese de RNA de fita negativa (Jose et al., 2017;
Rashad & Keller, 2013).

Figura 3: Virologia do virus CHIKV. A: particula viral do virus CHIKV, B: Representacéo
das proteinas virais. C: Genoma viral.
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O CHIKV ¢ capaz de infectar e replicar em células epiteliais, macréfagos,
monocitos, células endoteliais e fibroblastos. Nestas, o processo de infec¢do (Figura 4) se
inicia com a fixacdo das particulas virais na superficie de células hospedeiras que
apresentam lectinas do tipo C, glicosaminoglicanos, MXRAS8, DC-SIGN, L-SIGN,
proibitina e receptores de fosfatidilserina. A interagdo da glicoproteina do envelope viral
E2 com estes receptores permite a internalizacdo viral por um processo de endocitose
mediado por clatrina. No ambiente acido no interior da vesicula endocitica induz
dissociacdo do heterodimero da proteina de envelope E2-E1 e permite a fusdo viral a
membrana das células hospedeiras no processo mediada pela glicoproteina E1. Em
seguida, o nucleocapsideo viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira,
desmontado e o RNA viral é liberado. O RNA gendmico é entdo traduzido a uma
poliproteina precursora das proteinas ndo estruturais (nsP1-nsP4). Estas proteinas formam
o complexo de replicacdo viral que sintetizam o RNA de fita negativa. Quando os niveis
de nsP1-nsP4 se elevam, séo clivadas e formam o RNAs subgenémicos e gendmicos.
Entdo, na etapa subsequente, 0 RNA subgendmico é traduzido a uma poliproteina
precursora das proteinas estruturais (C-pE2-6K-E1). A proteina do capsideo C é clivada
e pE2-6K-EL1 ¢ processado no reticulo endoplasmatico e pE2 e E1 migram para o aparelho
de Golgi e, em seguida, para a membrana celular. Por fim, pE2 é clivado por proteases
do tipo furina e E2 e E3 maduras sdo formadas. O nucleocapsideo é formado e novas

particulas virais brotam das células hospedeiras (Rodrigues et al., 2021).
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Figura 4: Replicagdo do virus CHIKV.
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Fonte: Rodrigues et al., 2021. Replicacdo de CHIKV nas células hospedeiras: 1-Ligacéo
da proteina E2 a superficie das células hospedeiras através de receptores como
glicosaminoglicanos; 2-entrada de CHIKV por endocitose mediada por clatrina; 3-
acidificacdo do endossomo, fusdo da proteina E1 a membrana endossomal e liberacéo
do capsideo no citosol; 4-liberacdo do RNA (+) genémico e traducdo da poliproteina
nsP1-4; 5-Clivagem da poliproteina e formacao da replicase viral; 6-formacdo do RNA(-
); 7-associacdo da nspl-4 ao RNA (+) gendmico para formacédo do RNA (-); 8-traducdo
do RNA(+) subgendmico para producéo da poliproteina estrutural; 9-autoprote6lise do
capsideo; 10- translocagdo das poliproteinas E2-6K-E1 para o reticulo endoplasmético;
11- A proteina E2/E1 sdo modificadas e transitam para liberacdo; 12-O nucleocapsideo
se retine a E2/E1 no complexo de golgi e, 13-brotamento dos virions maduros.

2.7 Proteinas Estruturais do CHIKV:

As proteinas estruturais de CHIKV sdo as proteinas que compdem o envelope,

denominadas (E3-E2-E1), proteina do capsideo (C) e as pequenas proteinas de clivagem
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denominados E3 e 6K (Rashad & Keller, 2013; L. R. Silva et al., 2022). Essas proteinas
formam a estrutura viral e sdo cruciais para 0s processos que envolvem o reconhecimento
dos receptores celulares, entrada viral e fusdo com a membrana das células hospedeiras,

formacdo do nucleocapsideo e brotamentos de virions (Metz & Pijiman, 2016).

A proteina do capsideo (C) é composta por dois dominios denominados N-
terminal, que se liga ao RNA gendmico, e C-terminal, que possui atividade proteolitica.
Assim, esta proteina além de exercer efeitos sob a transcri¢do do hospedeiro, possui uma
atividade autoproteolitica que a separa da poliproteina precursora (Aliperti & Schlesinger,
1978; LINGER et al., 2004; Sharma et al., 2018).

A glicoproteina E1 apresenta 3 dominios (I, 11, 1), dentre os quais o loop de fuséo
esta localizado e, assim, esta envolvida no processo de fusdo de CHIKV a membrana da
célula hospedeira. Assim como E1, a glicoproteina E2 apresenta 3 dominios (A, B, C) e
tem como funcdo principal de promover a ligagcdo dos virus a receptores celulares, mas
também interagem com um dominio especifico da proteina C para possibilitar a
montagem da particula viral (Abdelnabi et al., 2015; L. R. Silva et al., 2022; Voss et al.,
2010). A pequena proteina E3 esta envolvida na formacdo do heterodimero p62-E1, na
manutencdo do dominio A e B da glicoproteina E2 no processo de fusdo viral durante a
replicacdo de CHIKV, bem como para a translocacdo das poliproteinas E3-E2-6K-E1 ou
E3-E2-TF do reticulo endoplasmatico para montagem das particulas virais (Rodrigues et
al., 2021; L. R. Silva et al., 2022; Voss et al., 2010).

A proteina 6K (6000 Kb) esta envolvida nos processos de permeabilidade a ions
e cations pela membrana celular da célula hospedeira, além de participar da translocacao
da glicoproteina E1 do reticulo endoplasmaético, nos processos de montagem e brotamento
dos virions (Gaedigk-Nitschko et al., 1990; Loewy et al., 1995; Melton et al., 2002;
Sharma et al., 2018; Yao et al., 1996).

2.7.1 Proteinas ndo-estruturais (nsPs) do CHIKV:

As proteinas ndo-estruturais apresentam um papel crucial no processo de
replicacéo viral, uma vez que a formagao do complexo de replicacdo é formado por nsP1-
nsP4 de CHIKYV (da Silva-Junior et al., 2017a; Rashad et al., 2014; Solignat et al., 2009a).
A nsP1 (55 aminoacidos) apresenta funcdes de metiltransferase e guanililtransferase,
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promovida pela regido N-terminal. Desta forma, esta proteina participa do capeamento e
metilagdo de RNA gendmicos ou subgenémicos (Fros et al., 2010; Solignat et al., 2009b).
A nsP3 (673 aminoacidos) apresenta 2 dominios e funcao de helicase, bem como, auxilia
no processo de sintese de RNA viral (Rashad et al., 2014). Por fim, a RNA-dependente
da RNA polimerase (nsP4) (Bhakat et al.,, 2014), que possui atividade de
adenililtransferase.

2.7.2 A proteina ndo-estrutural 2 (nsP2):

A proteina nsP2 é a maior proteina ndo-estrutural dos Alphavirus, que é uma
enzima multifuncional (Khan et al., 2002; Pastorino et al., 2008). As fun¢es de RNA
helicase, 5'-trifosfatase dependente de RNA, nucleosideo trifosfatase (GTPase e ATPase)
sdo atribuidos ao dominio N-terminal desta proteina, ao passo que a fun¢édo proteolitica
(nsP2P™) no processamento da poliproteina viral (P1234), sintese do RNA subgenémico,
regulacdo da sintese de RNA de fita negativa séo atribuidas ao dominio C-terminal
(Gould et al., 2010; Pastorino et al., 2008). Estas atividades essenciais, tornam a nsP2 um

alvo potencial para desenvolvimento de farmacos anti-CHIKV.

Com a identificacdo da estrutura cristalina de nsP2 (PDB ID: 3TRK), estudos
computacionais puderam elucidar aspectos morfologicos desta importante proteina viral.
Esta proteina apresenta cinco bolsos de ligacéo, sendo o bolso quatro o mais importante,
umas vez que este é responsavel pelo efeito proteolitico desta enzima e apresenta a diade
catalitica Cys!913 e His'%8 (Nguyen et al., 2015) (Figura 5). Assim, estudos demostraram
que a funcdo do processamento da poliproteina e a infectividade viral esta associada a
cisteina, de forma que uma mutagdo dentre residuo por alanina € responsavel por abolir
completamente a atividade proteolitica da nsP2 e a replicacdo do RNA viral (Rausalu et
al., 2016).

A nsP2Pr é capaz de clivar a poliproteina precursora, as proteinas ndo-estruturais
nos sitios nsp3/nsp4, nspl/nsp2 e nsp2/nsp3, nesta ordem de preferéncia. O sitio de
clivagem entre nsP3/nsP4 é composto pelos residuos P RAGGY P! e responsavel pela
atividade catalitica. Além disto, o residuo de glicina na posicdo P2 tem sido sugerido
como fundamental para o reconhecimento de substratos pela nsP2P™ (Dhindwal et al.,
2017a; Lulla et al., 2006).
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Figura 5: Representacgdo protease nsp2 e seus bolsos de ligacéo.
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Fonte: Silva-Junior, 2019.

A funcéo de cisteino protease que é responsavel pela clivagem da poliproteina
viral € uma etapa crucial para a replicacdo viral e envolve um mecanismo mostrado na
figura 6. Incialmente, o grupo tiol da cisteina sofre uma desprotonacdo por intermédio da
cadeia béasica da histidina adjacente. Desprotonada, a cisteina promove um ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico do substrato, a histidina é restaurada ao estado nédo
protonado, enquanto a parte N-terminal do substrato é clivada. O intermediario tioéster é

hidrolisado e a cisteina é restaurada (Russo et al., 2010; Tomar & Aggarwal, 2017).
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Figura 6: Suposto mecanismo de catélise desenvolvida pela protease nsp2.
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2.8 Avancos sobre a busca de antivirais contra CHIKV

Apesar dos avangos na busca de novos agentes antivirais especificos contra
CHIKYV, incluindo estratégias imunoldgicas como vacinas, 0s tratamentos atuais sdo
inespecificos e focados no alivio dos sintomas (DA SILVA-JUNIOR et al., 2017;
GALAN-HUERTA et al., 2015; WAHID et al., 2017; ABDELNABI; NEYTS;
DELANG, 2017; DURAES-CARVALHO et al., 2018). Diferentes abordagens tém sido

utilizadas nos processos de descoberta e desenvolvimento de compostos anti-CHIKV, tais
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como reposicionamento de fa&rmacos, anticorpos monoclonais, silenciamento de genes e
inibidores que visam diferentes estruturas do ciclo viral (Ghildiyal & Gabrani, 2020b;
Levi & Vignuzzi, 2019).

2.8.1 A importancia dos peptidomiméticos como antivirais e contra o CHIK

Os peptidomiméticos, cuja estrutura essencial consiste em ligacdes peptidicas,
representam um grupo de substancias importantes no desenvolvimento de farmacos,
sobretudo infeccBes virais (Muri, 2014; Vagner et al., 2008). Alguns farmacos
peptidomiméticos como o Telaprevir (1) e Boceprevir (2) utilizados em infe¢bes pelo
virus da Hepatite C e os farmacos Saquinavir (3), Ritonavir (4) e Indinavir (5) inibidores
de protease do virus HIV ja se encontram disponiveis comercialmente (Muri, 2014)
(Figura 7). Assim, os peptidomiméticos surgem como uma excelente alternativa para
descoberta de fArmacos com acdo importante sobre proteases (Muri, 2014), sobretudo
contra ZIKV ( WINT et al., 2018), DENV (Behnam et al., 2015) e CHIKV (H. Singh et
al., 2018).

Figura 7: Farmacos peptidomiméticos inibidores de proteases virais.
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Apesar da importancia epidemiologica, dos efeitos do CHIKV sobre a saltde
publica e a importancia de peptideos ou peptidomiméticos como farmacos, ainda sao
escassos 0s estudos que buscam desenvolver compostos peptidomiméticos voltados para
este virus. Em parte, isto pode ser atribuido ao fato de o CHIKV se caracterizar como
uma doenca negligenciada. Ainda assim, 0s estudos associados a esta classe de compostos

e 0 CHIKYV serdo discutidos adiante.

Dhindwal et al. (2016) projetaram novos peptidomiméticos com o objetivo de
bloquear a interacdo entre o substrato sob o sitio ativo da nsP2P®. Neste estudo, 0s
residuos dos aminoécidos da juncdo de clivagem da poliproteina foram usados para
projetar compostos peptidomiméticos que foram investigados juntamente com peptideos
de uma base de dados que apresentava caracteristicas farmacoforicas derivadas da
interacdo com nsP2. Para isto, uma abordagem in silico sobre duas estruturas
cristalogréficas da nsP2 disponiveis (PDB ID: 3TRK and 4ZTB) foi empregada. As
diversas técnicas conduziram a identificacdo de dois peptidomiméticos PEPI
(MMs03131094) (6) e PEPII (MMs03927237) (7) com interacdes promissoras e estaveis
no sitio ativo de nsP2P™, PEPI (6) exibiu interacdes Trp®*°, Lys*®!, Ala*"®, Asn*’6 e Ala®*’
e PEP I1 (7) interagiu com os residuos Lys*?, Tyr54, Trp%, Ala*’> e Ala®* (Dhindwal et
al., 2017a) ( Figura 8).

Figura 8: Peptideos inibidores da protease nsP2 de CHIKV.
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Em posse destas informacGes, estudos posteriores desenvolvidos por Singh et al
(2018), avaliaram o perfil antiviral de PEPI (6) e PEPII (7) sob a protease nsP2P®© de
CHIKYV e exibiram os valores de ICs0= ~34 uM e ~42 uM, respectivamente; e contantes
de inibicdo (Ki) 33,34 + 2,53 uM e 45,89 + 4,38 uM, respectivamente. Em células BHK-
21, PEPI (6) apresentou a dose maxima néo toxica de 50 UM, ao passo que PEPII (7) ndo
exibiu efeitos toxicos até a concentracdo de 1 mM. De forma semelhante, a concentragédo
de 5 e 100 uM destes peptideos reduziram o titulo viral em 1.000 e 80 vezes,
respectivamente. Ainda, PEPI exibiu um perfil de inibicdo ndo-competitivo, enquanto
PEPII foi identificado como um inibidor competitivo ( Singh et al., 2018).

Até 0 momento, estes sdo 0s Unicos trabalhos reportados que associam estruturas
baseadas em peptideos como inibidores das proteases virais de CHIKV. Dada a relevancia
dos peptideos como inibidores de proteases virais, esta tese tem como intuito desenvolver
novos peptidomiméticos ativos contra CHIKV que possam auxiliar na compreensdo da
relagdo estrutura-atividade (REA) de inibidores da nsP2P®, além de fortalecer as

pesquisas nacionais no cenario de desenvolvimento de farmacos contra doencas virais.
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3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral:
e Desenvolver novos compostos peptidomiméticos potencialmente ativos sobre o

virus Chikungunya.

3.2 Objetivos especificos:
e Sintetizar os compostos peptidomiméticos por meio de metodologias em fase solida;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas dos peptidomimeéticos, tais como ponto
de fuséo (P.F.), tempo de retencdo (Rt) e grau de pureza (%) por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Investigar o perfil citotoxico dos peptidomiméticos;

e Investigar o efeito antiviral dos peptidomiméticos in vitro em células Vero E6
infectadas por CHIKV;

e Investigar a infeccdo celular por CHIKV através da citometria de fluxo;

e Avaliar o efeito dos peptidomiméticos sobre a nsP2 do CHIKV em ensaios
enzimaticos;

e Realizar estudo de relacdo estrutura-atividade dos peptidomiméticos sintetizados;

e Aplicar técnicas computacionais para avaliar interagdes com o alvo proposto.
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4. SECAO EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solventes utilizados:
Todos os reagentes e solventes de partida foram adquiridos da Merck/Sigma-
Aldrich ® (St. Louis, MO, EUA), e eram produtos comerciais de alta pureza (> 98%).

4.2 METODOS:

4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia liquida de Média
pressdo e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
Silica Gel 60 F254 (MERCK®) de 0,25 mm de espessura. As leituras das placas foram

realizadas através de radiagdo ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.

A determinacdo do grau de pureza dos respectivos compostos foi realizada por
meio de Cromatografia Liquida de Alta Pressdo acoplado ao detector ultravioleta no
comprimento de onda (1) de 254 nm (CLAE/HPLC-DAD), utilizando o equipamento
Shimadzu®, modelo SIL-20AHT, além de coluna C-18 Supelco Discovery®, 25 cm x 4.6
mm, 5 uM. Foi utilizado como fases mével metanol 100%. O volume de injecdo da
amostra foi de 5 pL e o fluxo de injecdo 1mL/min. As amostras analisadas em corridas

de 10 minutos.

4.2.2 Ponto de Fusao:

Os pontos de fusédo foram mensurados no equipamento MSTecnopon® PFMII
Digital. (Piracicaba, Brasil), com temperatura maxima de 330 °C, utilizando capilares de
vidro contendo pequenas amostras dos peptidomiméticos. Inicialmente, 40 °C foi
admitido como temperatura inicial e entdo foi permitido um aumento de temperatura de
1 °C/min.

4.2.3 Espectroscopias de RMN'H e RMN!C:

Os espectros de RMN *H e 13C foram obtidos atraves do equipamento Briiker®,
modelo Avance DRX 600 MHz — UltraShield®, do Nucleo de Anélises de Produtos por
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Ressonancia Magnética Nuclear — IQB/UFAL, liderado pelo Prof. Thiago mendonga de
Aquino. Para solubilizagdo dos peptidomiméticos foi utilizado DMSO-ds como solvente
analitico. Referente aos espectros, os deslocamentos quimicos () foram computados em
partes por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento foram reportadas em Hertz (Hz).
Foi empregado tetrametilsilano (TMS) ou DMSO-ds como referéncia interna (Babij et
al., 2016). As multiplicidades dos sinais foram indicadas da seguinte forma: simpleto (s),
simpleto largo (sl), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (g), quinteto (qi), sexteto (sex),
septeto (sep) duplo tripleto (dt). Por fim, todos os espectros de RMN foram tratados e

analisados usando o software de licenca académica Bruker TopSpin.

4.2.4 Espectrometria de massas de alta resolucéo:
As analises foram desenvolvidas em HPLC Shimadzu (Kyoto, Japao) acoplado a

um MicroTOF |1 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) com fonte de ions de
eletrospray (ESI). As amostras dos peptideos foram eluidas em modo isocratico utilizando
agua ultrapura acidificada com acido férmico (0,01%) e MeOH, na proporcao de 50:50
viv. Os parametros foram: capilar 4,5 kV, ESI em modo negativo, placa 500 V,
nebulizador 40 psi, gas seco (N2) com vazdo de 8 mL/min e temperatura de 200 °C. Os
espectros de massa (m/z 50-1000) foram registrados a cada 2s, conforme relatado
anteriormente por Dantas et al; 2021.

4.2.5 Procedimento reacional geral para a sintese dos tri-peptideos:

Para o desenvolvimento dos peptideos formados pela sequéncia Leu-Gly-Gly
(série 1), Gly-Gly-Leu (série 11) e Gly-Leu-Gly (série 111) foi aplicada a metodologia de
sintese em fase sélida em resina Rink amide® usando a estratégia Fmoc padrdo seguindo
metodologia adaptada de Behnam et al., (2015) (Figura 9). Para isto, todas as etapas de
sintese foram desenvolvidas & temperatura ambiente em seringas plasticas de 10 mL
adaptadas com um filtro para possibilitar o acondicionamento da resina em todas as etapas
reacionais. Dessa forma, a etapa inicial consistiu na preparacéo da resina com a reagéo de
desprotecdo do grupo Fmoc realizada com uma solugéo de pirrolidina, piperidina ou 1-
metil-piperazina (20% em DMF).

Uma vez preparada, o acoplamento do primeiro aminoacido para compor a
posicdo | (PI) carboxiterminal para formacao da sequéncia peptidica requerida (Cap-PllI-
P1I-PI-NH,) foi realizado. Nesta etapa, uma solucdo de acoplamento composta pelo

aminoacido protegido por Na-Fmoc, TBTU e DIPEA em DMF é formada. Assim, esta
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solucéo foi adicionada a seringa que continha a resina e permaneceu em agitacao durante
120 min. Em seguida, a resina foi submetida a lavagens com DMF e DCM para remoc¢ao
da mistura reacional remanescente. Assim, a etapa subsequente realizada foi a remogéo

do grupamento protetor pela metodologia ja descrita.

Desse modo, a formacao do peptideo requerido (Cap-PI11-P11-PI-NH.) ocorre por
etapas subsequentes de acoplamento do aminoacido requerido seguido da remogdo do
grupamento protetor. Por método semelhante, os respectivos acidos carboxilicos e acidos
cinamicos selecionados que foram acoplados a regido N-terminal (CAPSs ou substituintes)
de cada peptideo seguiu metodologia semelhante a condicdo reacional aplicada para
formagdo da ligagdo peptidica. O peptideo formado (Cap-Pl11-P11-PI-NH) foi clivado da
resina com uma solucdo de TFA/triisopropilsilano (TIPS)/agua. Ao final, a solucdo de
clivagem foi removida da seringa e adicionada a éter gelado. Em seguida, a adi¢do da mistura
reacional a éter resultou em um precipitado contendo os peptideos, posteriormente filtrados
para remocéo da solucdo de clivagem. Com excecdo dos PEP05, PEP0O6 e PEPO7, que foram
purificados atraves de cromatografia liquida usando solucéo de hexano/acetato de etila (1:1),
os demais peptidomiméticos obtidos foram filtrados em éter etilico gelado ou acetona. Ao

final, os peptideos foram armazenados sob a temperatura de 7-10 °C.

Figura 9: esquema geral da sintese dos peptidomiméticos.
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Condicdes reacionais: a) piperidina, DMF; b) Aminoécidos (Leu ou Gly), TBTU, DIPEA, DMF, r.t; ¢)
Ar-COOH ou &cidos cindmicos, TBTU, DIPEA, DMF; d) TFA, H20, TIPS (95:4:1 v/v, 2h, r.t) *P1, P2 e
P3= Leu ou Gly.
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4.3 Ancoragem molecular (Docking):
Todos os peptidomiméticos foram desenhados no software ChemDraw® v. 12.,

convertidos em estruturas tridimensionais em software ChemDraw® 3D e, em seguida,
minimizados energeticamente através da aplicacdo do método semi-empirico Austin
Model 1 (AM1), utilizando-se o software ARGUSLAB® v. 4.0.1

(http://www.arguslab.com). O arquivo contendo a estrutura tridimensional da enzima

nsP2 do CHIKV foi obtido na base de dados Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank - RCSB PDB, sob o cédigo PDB ID: 3TRK
(https://www.rcsb.org/structure/3TRK). A ancoragem molecular foi desenvolvida no

software GOLD v.5.4.0 (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-

discovery/components/gold/). Todas as moléculas cocristalizadas a estrutura da protease

nsP2 foram removidas, incluindo as moléculas de agua e ions. Em seguida, as
coordenadas referentes a diade catalitica foram localizadas por meio de inspec¢éo visual.
Todos os inibidores foram admitidos como capazes de detectar cavidades na superficie
da enzima. Entdo, a funcdo de pontuacdo Chemical Piecewise Linear Potential
(CHEMPLP) foi aplicada. Este método foi escolhido por ser um protocolo ja validado
para triagens realizadas pelo grupo de pesquisa em quimica medicinal e pode ser visto no
trabalho de Passos et al (2019). Por fim, o valor de FitScore da sequéncia peptidica foi
obtida como parametro para selecdo das sequéncias peptidicas a serem sintetizadas. As

ilustracdes foram visualizadas no usando o software PyMol ® e Discovery Studio.

4.4 AvaliacOes bioldgicas:

A avaliacdo biologica dos peptidomiméticos foi desenvolvida pelo Grupo de
Pesquisa em Regulacdo da Resposta Imune (IMUNOREG) do Laboratério de Pesquisa
em Virologia e Imunologia (LAPEVI), localizado no Instituto de Ciéncias da Salde
(ICBS) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). As pesquisas foram lideradas pelo

Prof. Dr. Enio José Bassi, coordenador do referido grupo de pesquisa.

4.4. 1 Ensaios de citotoxicidade:

O ensaio de citotoxicidade foram desenvolvidos em células Vero E6 (rim de
macaco verde africano, Cercopithecus aethiops (African green monkey)) através do
ensaio colorimétrico do MTT ((3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetraz6lio Brometo),
conforme protocolo adaptado de Mosmann, 1993 e Sieuwerts et al., 1995. O MTT
compreende um sal hidrossoltvel que é reduzido a cristais de formazan em células com
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mitocondrias funcionais, indicando a viabilidade das células testadas. Assim, em células
viaveis o sal de formazan fica armazenado no citoplasma e pode ser solubilizado por
DMSO. A intensidade da coloracdo é mensurada por espectrofotémetro.

Para 0 ensaio de citotoxidade, monocamadas confluentes de células Vero E6 em
placas de 96 pocos foram tratadas em triplicata com os peptidomiméticos nas
concentragdes de 25, 50, 100 e 200 UM por 72h a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2. Ap6s
72h, o sobrenadante foi descartado e 20 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL) foram
adicionados a cada po¢o contendo os peptidomimeticos. Apds 3h de incubacdo, o
sobrenadante foi removido e adicionado 150 pL de DMSO em cada poco e a placa foi
incubada na estufa durante 15 minutos. Por fim, a determinagédo absorbancia (Abs) de
cada poco contendo os peptidomiméticos foi mensurada com auxilio de
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm.

A porcentagem de viabilidade celular foi determinada usando os valores de

absorbancia (Abs) de cada triplicata com auxilio da férmula abaixo:

Abs.da amostra — Média Abs. controle branco

, o) —
Viab. Cel. (%) Média Abs. do controle celular — Média Abs.do controle branco

A concentracdo maxima ndo toxica (CMNT) foi determinada para anélises do
ensaio antiviral. Por fim, a concentracdo citotoxica para 50% das células (CCso) foi obtida
através de andlise de regressao ndo linear para construcao de uma curva sigmoidal dose-

resposta variavel no software GraphPah Prism 6.

4.4.2 Ensaio antiviral:

A avalicdo antiviral dos peptidomiméticos seguiu um ensaio pds-tratamento, ou
seja, apos a adsorcao viral. Para isto, as células Vero E6 foram cultivadas em placas de
96 pocos a uma densidade de 2 x 10%/pogo. Assim, as monocamadas confluentes foram
infectadas por CHIKV isolado em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa
IMUNOREG. Apo6s 2h, tempo necessario para a adsorcéo viral, as células foram lavadas
com tampao fosfato (PBS) e as monocamadas foram tratadas em triplicata com 2,5, 5, 10,
20, 40, 80 uM dos peptidomiméticos e incubadas por 72h a 37 °C em 5% de CO,. A
determinacdo da viabilidade celular foi determinada usando a metodologia de MTT,
sendo a porcentagem de inibicao calculada conforme equacédo abaixo:
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Abs. Amostra — Média Abs. Controle Viral (CV)
Média Abs.Controle Celular — Média Abs.CV

Inibicio viral (%) =

As concentragdes que inibiram 50% da replicacéo viral (CEsp) foram calculadas
por regressdo ndo linear e a construcdo da curva sigmoidal pela analise da curva log de

inibicdo versus resposta normalizada variavel no software GraphPah Prism 6.

4.4.3 Citometria de fluxo:

A deteccdo da porcentagem de células infectadas pelo CHIKV foi realizada por
coloracdo por citometria de fluxo intracelular. Células Vero E6 (2 x 10 células/pogo)
foram semeadas em placas de 96 pocos e ap6s 24h foram inoculadas com CHIKV na MOI
(multiplicidade de infecgdo) 0,01 no periodo de 2h com homogeneizagdes a cada 15
minutos. Ao fim desse periodo, o inoculo viral foi removido, as monocamadas lavadas
com PBS e entéo foi adicionado meio de cultivo (DMEM Low glucose 2% SFB e 1%
PSA) com PEP 15 e PEP16 (80 uM) e incubado por 48h (37 °C e 5% de CO>). Apds a
incubacéo as celulas foram obtidas da placa, fixadas e permeabilizadas com tampéo BD
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EUA) conforme recomendacg6es do fabricante. Foi
utilizado anticorpo monoclonal anti-CHIKV A54Q (Invitrogen) para marcagao
intracelular (1:50) no periodo de 1h a 4 °C seguido de lavagem com tamp&o Perm/Wash
(BD Biosciences, EUA). Por fim foi realizada marcacdo secundaria com anticorpo
conjugado a fluorocromo AlexaFluor 488 (1:200) pelo mesmo periodo. Ao fim da
marcacdo as células foram lavadas com tampdo Perm/Wash e suspendidas em tampao

FACS para posterior aquisicdo no citometro de fluxo BD FACSVia.
4.4.4 Ensaio de tempo de adicao de drogas:

Com o objetivo de avaliar possiveis mecanismos de a¢ao do peptideo PEP16, o ensaio
de tempo de adicdo de droga foi realizado com células Vero E6 semeadas em placas de
96 pocos (2 x 108 células/pogo) conforme previamente descrito avaliando as seguintes

variaveis:

e - 2h: Correspondente ao pré-tratamento, as células foram tratadas com composto
em meio de cultivo por 2h previamente a adsor¢ao viral, ap6s adsor¢do o indculo
viral foi removido e a monocamada recebeu apenas meio de cultivo com veiculo
(DMSO);
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e 0Oh: Correspondente a adicdo simultdnea do indculo viral com tratamento que
permaneceu durante o periodo de adsorcéo viral (2h). Ao fim, foi adicionado
apenas meio de cultivo com veiculo;

e 2h: Ensaio de pds-tratamento no qual o composto em meio de cultura foi
adicionado logo ap6s a adsorcdo viral;

e 4h e 6h: Logo apds a adsor¢do foi adicionado apenas meio de cultivo, sendo o
composto acrescido ao meio a cada 2h apds este periodo.

Em todas as etapas antes e ap0s a adsor¢do viral e/ou tratamento as monocamadas
foram lavadas com PBS para remocéo de particulas virais ndo ligantes e/ou composto. A

placa foi incubada por 48h e as viabilidades e inibi¢do viral avaliadas por ensaio de MTT.

4.5 Ensaio baseado em FRET direcionado a protease nsP2 de Chikungunya:
A protease nsP2 recombinante de CHIKV foi utilizada. O substrato proteico

recombinante continha 15 residuos de aminoécidos correspondentes aos residuos P10 a
P'5 do local de clivagem da nsP2 localizado entre as regides nsP1 e nsP2 de P1234, que
foi colocado entre a proteina fluorescente. As proteinas recombinantes foram expressas e
purificadas, conforme descrito detalhadamente anteriormente. O ensaio de inibicdo de
protease foi realizado a 30 °C por 1,5 h em volume de 10 pL em tampao de ensaio de
protease (HEPES 20 mM [pH 7,2] e DTT 2 mM ) . A concentracéo final do CHIKV nsP2
foi de 150 uM, a concentragao final do substrato de protease foi de 15 uM, a concentragdo
final do inibidor foi de 1 mM e 10% de DMSO foi usado como controle de solvente.
Como controle positivo foi utilizado composto C10 publicado em trabalhos anteriores.
Cada reacéo foi definida em duplicata e a porcentagem de inibicdo de nsP2 foi calculada
para selecionar os melhores compostos inibidores de todos. As leituras de fluorescéncia
foram calculadas em comprimentos de onda de excitagéo e emisséo de 360 e 460 nm. O
aumento nas leituras de fluorescéncia devido a clivagem do substrato peptidico catalisada
por nsP2, levando a dissociacdo do par FRET e a diminuicéo na transferéncia de energia
na presenca dos inibidores, foi monitorado por 20 min. A porcentagem de inibicao versus
concentracdo tracada foi usada para quantificar o potencial inibitoério dos
peptidomiméticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1 Planejamento dos tri-peptideos anti-CHIKV:

Em virtude da escassez de trabalhos que reportam sintese de peptideos anti-
CHIKYV, a abordagem inicial do planejamento em torno da selecdo da sequéncia peptidica
envolveu uma inspecdo computacional a fim de selecionar sequéncias peptidicas que
apresentassem um valor FitScore superior ao inibidor da nsP2 de CHIKV, reportado na
literatura, com bons parametros farmacocinéticos (Figura 10). Nessa abordagem, 64
peptideos inspirados no inibidor (6) de nsP2 e com alteracdes por residuos basicos como
Arg e Lys foram utilizados, contudo, a metodologia pareceu pouco segura para selecéo
de novos inibidores, uma vez que a maioria dos peptideos desenhados nédo atendia a regra
dos 5 de Lipinski, pois peptideos com maior FitScore estavam entre sequencias com mais
de um residuo béasico ou ainda de cadeia maiores, ou seja, tetrapeptideos. Assim,
observando que as sequéncias contendo aminoacidos neutros como Leu e Gly
demostraram valores de FitScore semelhantes, optamos por desenvolver analogos

peptidicos inspirados no inibidor de nsP2 ja reportado.

Dessa forma, trés series de tripeptideos formados pelos residuos de aminoacidos
glicina (Gly) e leucina (Leu) em 3 diferentes combinacbes em P1, P2 e P3 foram
selecionadas e desenvolvidas. A série | compreende a sequéncia composta por Leu-Gly-
Gly, a série Il é composta por Gly-Gly-Leu e a série 111 é composta por Gly-Leu-Gly,
sendo todas estas substituidas por grupamentos aromaticos em N-terminal. Como
substituintes (Caps) foram selecionados derivados de acidos benzoicos contendo
grupamentos elétron-doadores e elétron-retiradores. Além disto, também foram
selecionados acidos cinamicos que foram associados ao perfil anti-CHIKV em trabalhos
do grupo de pesquisa em quimica medicinal recentemente publicados em trabalhos de
Passos et al., 2019 (Figura 10).
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Figura 10: Esquematizacéo da selecdo dos peptidomiméticos desenvolvidos.
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Fonte: Autora, 2024.

5.2 Obtencao dos tri-peptideos:

Todos os peptidomiméticos foram obtidos através da sintese em fase sélida como
descrito anteriormente. De modo geral, todos apresentaram rendimentos entre 40-80%,
com alto grau de pureza. Até o desenvolvimento atual deste trabalho, ainda ndo foram
obtidos derivados de piridina (série I1) e os andlogos ndo substituidos, pois, mesmo com
diversas tentativas de sintese, as andlises de elucidacdo estrutural demostram uma
clivagem da sequéncia peptidica, possivelmente associada a temperatura empregada

durante a purificacdo dos mesmos.

5.2.1 Mecanismos reacionais propostos na formacao dos peptidomiméticos:

Em sintese de peptideos, a formacdo do grupamento amida (ligacdo peptidica)

entre dois aminoacidos ou fragmentos peptidicos é chamada de acoplamento. No geral,
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empregam-se reagentes quimicos ativadores de &cidos carboxilicos de um N-a-acil
aminoacido, o qual sofre ataque nucleofilico do grupo a-amino de outro aminoécido Ca-
protegidos. Neste trabalho, tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (TBTU) foi utilizado como reagente ativador da carbonila dos
aminoacidos utilizados. Ao passo que Fmoc foi o grupamento protetor de Na-
aminoéacidos (Liang et al., 2017; Rahimi, 2016).

De maneira simplificada, a formacéo da cadeia peptidica requerida consistia na
remocao do grupamento protetor Fmoc, através da solucéo (20% em DMF) de bases como
piperidina, pirrolidina ou 1-metil-piperazina (Liang et al., 2017; Luna et al., 2016) com
subsequente acoplamento entre os aminoacidos em solugdo contendo TBTU e DIPEA. O
mecanismo de remocdo do grupamento Fmoc das aminas primarias da resina e dos
aminoéacidos é demostrado na figura 9. O mecanismo reacional se baseia em duas etapas
reacionais: 1) remog&o do préton acido na posicdo 9 do anel fluoreno pelas bases citadas,
exemplificada pela piperidina e, 1I) eliminacdo, produzindo o intermediario
dibenzofulveno (DBF), rapidamente capturado pela amina secundéria utilizada (Figura
11) (Luna et al., 2016).

Figura 11: Proposta de mecanismo simplificado para remoc¢do do grupamento protetor

(Fmoc).
Q
pece BEPEO s

(4 O
N

Fonte: Autora, 2024.
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Apos o acoplamento do primeiro aminoécido ao suporte polimérico (Resina Rink
amide®), a alongamento da cadeia peptidica é possibilitado. Assim, o mecanismo de
acoplamento se inicia através do ataque do ion carboxilato do aminoacido ao carbono
polarizado positivamente do cétion urénio-TBTU, liberando o HOBt, formando um éster
(Figura 12). Em seguida, o N-Oxido do benzotriazol ataca o &cido carbonil, resultando na
liberacdo de ureia e o éster ativado. Por fim, a aminolise do éster ativado libera amida
requerida formando a ligacdo peptidica entre os aminoacidos.

Figura 12: Proposta de mecanismo simplificado para o acoplamento entre
aminoacidos usando TBTU.
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Fonte: Autora, 2024.
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5.2.2 Caracterizacdo estrutural dos peptidomiméticos

De um modo geral, a ressonancia magnética nuclear (RMN) demostrou os sinais
com deslocamentos quimicos caracteristicos que indicam a formagé&o correta da sequéncia
planejada. Neste contexto, podemos citar os sinais caracteristicos da Leucina como
dubleto (~0,82 ppm), tripleto (~1,49 ppm), septeto (~1,57 ppm) e como quarteto para o
carbono assimétrico (~4,20 ppm). Os sinais da Glicina foram caracteristicos como duplo-
dubletos ou dubletos entre 3-4 ppm. Além disto, os sinais (NH) das ligacGes peptidicas
foram verificados em deslocamentos entre 7-9 ppm e puderam ser distinguidos entre as
ligacbes CHAr com auxilio de técnicas bidimensionais. Ainda, os sinais de todos
substituintes ligados a extremidade carboxiterminal foram verificados na regido
caracteristica em torno de 6,5-8 ppm. Vale destacar que os sinais caracteristicos dos
substituintes derivados do acido cindmico foram identificados em torno de 6-7 ppm como
dubletos com constante de acoplamento (J) variando de 15,8 a 16,1 Hz, confirmando a

configuracédo (E) destes substituintes.

5.2.2.1 Dados de sintese e caracterizacdo quimica da série de tri-peptideos com
sequéncia Leu-Gly-Gly-NH; (série 1).

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 02 (PEP02)

0 0
H
N NH,
N N/\n/
H H
0 0
cl

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-

Cl

oxopentan-2-il)-2,3- diclorobenzamida. Fémula molecular: C17H22CI2N4O4. Rendimento:
20%; Aspecto: p6 bege amorfo; Massa molar: 417.29 g/mol, Rt: 2,77 min; Grau de pureza:
98%, ponto de fusdo: 150-151 °C. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 6 0,89 (d, 3H, J=2,0
Hz, CHs), 0,91 (d, 3H, J=2,0 Hz, CH3), 1,50-1,60 (m, 2H, CH2), 1,69-1,71 (m, 1H,
CH(CHa)2), 3,63 (d, 2H, J=5,8 CH2(C=0), 3,76 (dd, 2H, J=3,7 e 5,5 Hz e CH2(C=0),
4,43-4,47 (m, 1H, CH*), 7,11 (s, 1H, NH2), 7,25 (s, 1H, NH>), 7,40-7,44 (m, 2H, CHa),
7,40 (dd, 1H,J=2.3 e 7,2 Hz, CHa/), 8.04 (t, 1H, J=5.8, NH), 8.24 (t, 1H, J=5,6 Hz, NH),
8.80 (d, 1H, J=7,7 Hz, NH). RMN 23C (100 MHz, DMSO-d6) 6 20.80 (CH3), 22.53 (CH3),
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23,69 (CH2), 39,69 (CH(CHs3), 41,30 (CH(C=0)), 41,70 (CH(C=0), 51,21 (CH%),
126,94 (CAr), 127,56 (CAr), 127,84 (CAr), 130,51 (CAr), 131,40 (CAr), 138,38 (CAr),
165,30 (C=O(NH)), 168,35 (C=O(NH)), 170,24 (C=O(NH)), 171,55 (C=O(NH)).
APENDICE A

Dados fisico-quimicos e elucidacdo estrutural do peptideo 04 (PEP04)

O (0]

H
N\)]\ NH,

N N/\n/

H H

(@) O
Cl
Cl

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)-3,4- diclorobenzamida. Férmula molecular: C17H2CI2N4O4 Rendimento:
82%; Aspecto: pé bege amorfo; Massa molar: 417.29 g/mol, Rt: 2,95 min; Grau de pureza:
100%, ponto de fusdo: 155-156 °C RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & 0,86 (d, 3H, J=6,3
Hz, CHz), 0,90 (d, 3H, J=6,3 Hz, CH3), 1,55-1,59 (m, 2H, CH2), 1,62-1,71 (m, 1H,
CH(CHa)2), 3,63 (d, 2H, J=6,1 CH2(C=0), 3,71 (d, 2H, J=6,2 Hz e CH2(C=0), 4,45-4,49
(m, 1H, CH¥*), 7,10 (s, 1H, NH>), 7,22 (s, 1H, NH>), 7,75 (d, 1H, J=8,3Hz, CHa/), 7,86
(dd, 1H, J=2.0 € 8,4 Hz, CHa/), 7,99 (t, 1H, J=5.8, NH), 8.16 (d, 1H, J=2,0 Hz, CH), 8.35
(t, 1H, J=5,7 Hz, NH). 8,77 (d, 1H, J=7,7Hz, NH). RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds) 6
21,83 (CHs), 23,50 (CHg), 24,82 (CH>), 42,30 (CH2(C=0)), 42,72 (CH2(C=0), 52,68
(CH¥*), 128,44 (CAr), 130,00 (CAr), 131,04 (CAr), 131,60 (CAr), 131,62 (CAr), 134,75
(CAr), 164,91 (C=0O(NH)), 169,45 (C=0O(NH)), 171,30 (C=0O(NH)), 172,98 (C=0(NH)).
APENDICE B

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 05 (PEP05)

O (0]
g\)J\ NH
XN N N/\[r 2
| H H
_N 0 o

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)picolinamida. Formula molecular: Ci6H23Ns04, Rendimento: 61%; Aspecto:

po branco cristalino, Massa molar: 349.38 g/mol, Rt: 2,74 min; Grau de pureza: 98%, ponto
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de fusdo: 60-62 °C. RMN H (600 MHz, DMSO-gs) & 0,89 (d, 6H, J=5,8 Hz, CHs), 1,58-
1,64 (M, 2H, CH2), 1,66-1,71 (M, 1H, (M, 1H, CH(CHs)2), 3,61-3,63 (M, 2H, CH(C=0)),
3,69 (dd, 1H, J= 5,5 e 16,6 Hz, CH2(C=0), 3,77 (dd, 1H, J=5,8 e 16,6 Hz), 4,58-4,62 (m,
1H, CH*), 7,08 (s, 1H, NH), 7,21 (s, 1H, NH), 7,63 (t, 1H, J=6,1 Hz, CHAr), 8,01 (t, 1H,
J=7,4 Hz, CHAV), 8,04-8,05 (m, 1H, CHAr), 8,07 (t, 1H, J=5,8 Hz, NH), 8,43 (t, 1H,
J=5,6 Hz, NH), 8,67 (d, 1H, J=4,3 Hz, CHAr), 8,71 (d, 1H, J=8,7 Hz, NH). RMN C
(100 MHz, DMSO-d6) & 22,18 (CHs), 23,54 (CHs), 24,87(CHz), 41,80 (CH(CHs),
42,30(CH2(C=0)), 42,70(CH2(C=0)), 51,69 (CH*), 122,45 (CAr), 127,22 (CAr), 138,38
(CAr), 148,95 (CAr), 149,90 (CAr), 163,95(C=O(NH)), 169,34(C=O(NH)),
171,28(C=0(NH)), 172,63(C=O(NH)). APENDICE C

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 06 (PEP06)

0 (0]
E\)]\ NH
N N N/\[r 2
| H H
Pz (0] O
N

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)nicotinamida. Férmula molecular: C16H23Ns04. Rendimento: 50%; Aspecto:
p6 marron-amarelado amorfo; Massa molar: 349.38 g/mol, Rt: 2,72 min; Grau de pureza:
100%, ponto de fusdo: <40°C. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) & 0,89 (d, 3H, J=6,3 Hz,
CHs), 0,92 (d, 3H, J=6,3 Hz, CH3), 1,57-1,62 (m, 1H, CH(CH3),), 1,65-1,73(m, 2H,
CH>), 3,64 (dd, 2H, J=1,5 e 5,8 Hz, CH»(C=0), 3,73 (d, 2H, J=5,8 Hz, CH2(C=0), 4,50-
4,54 (m, 1H, CH*), 7,10 (s, 1H, NH), 7,22 (s, 1H, NH), 7,62-7,64 (m, 1H, CHAr), 8,01
(t, 1H, J=5,8 Hz, NH), 8,35-8,39 (m, 2H, CHAr), 8,78 (d, 1H, J= 1,3 e 4,9 Hz, CHA),
8,87 (d, 1H, J=7,6 Hz, NH), 9,10 (s, 1H, CHAr). RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6) 6 21,89
(CHa), 23,51 (CHs), 24,85 (CH2), 42,32 (CH(CHs), 42,74 (CH2(C=0)), 52,56 (CH%*),
124,31 (CAr), 130,46 (CAr), 137,13 (CAr), 148,19 (CAr), 151,26 (CAr),
169,29(C=0O(NH)), 169,42(C=0O(NH)), 171,26(C=0O(NH)), 172,93(C=0O(NH)).
APENDICE D
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Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 07 (PEPQ7)

0 0
II\{I\)J\ NH
X N N/\n/ 2
I H H
N~ (0] O

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)isonicotinamida. Formula molecular: CigH23sNsO4. Rendimento: 50%;
Aspecto: liquido marron-amarelado; Massa molar: 349.38 g/mol, Rt: 2,74 min; Grau de
pureza: 100%. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 6 0,88 (d, 3H, J=6,2 Hz, CH3), 0,91 (d,
3H, 3H, CHs), 1,58-1,62 (m, 1H, CH(CHa)2), 1,64-1,73 (m, 1H, CH>), 3,64 (d, 2H, J=5,7
Hz, CH2(C=0), 3,73 (d, 2H, J=5,7 Hz, CH2(C=0), 4,50-4,54 (m, 1H, CH*), 7,08 (s, 1H,
NH), 7,22 (s, 1H, NH), 7,93 (d, 2H, J=7,93 Hz, CHAr), 7,99 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 8,37
(t, 1H, J=5,6 Hz, NH), 8,81 (d, 2H, J=5,3 Hz, CHAr), 8,89 (d, 1H, J=7,6 Hz, NH). RMN
13C (100 MHz, DMSO-d6) 6 21,86(CHs3), 23,49(CH3), 24,86 (CH>), 42,32 (CH(CHa), 42,
(CH2(C=0)), 52,62 (CH*), 122,73 (CAr), 14295 (CAr), 149,20 (CAr),
165,13(C=0O(NH)), 169,39(C=0(NH)), 171,26(C=0(NH)), 172,71(C=0O(NH)).
APENDICE E

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 09 (PEPQ9)

0 0
H
N N/Y
H H
o} 0
7
_0

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)-3,4- dimetoxibenzamida. Formula molecular: CigH2sN4Os. Rendimento:
40%; Aspecto: p6 branco amorfo; Massa molar: 408.45 g/mol, Rt: 1,88 min; Grau de pureza:
99%, ponto de fusdo: 202-203 °C. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) ¢ 0,87 (d, 3H, J=6,2
Hz, CHz3), 0,91 (d, 3H, J=6,2 Hz, CH3), 1,55 (m, 1H, CH(CH3)), 1,63-1,72 (m, 2H, CH>),
3,36-3,64 (m, 2H, CH>(C=0), 3,72 (t, 2H, J=6,5 Hz, CH>(C=0), 3,80 (s, 6H, OCH3),
4,44-4,47 (m, 1H, CH*), 7,01 (d, 1H, J=8,4 Hz, CHAr), 7,10 (s, 1H, NH), 7,19 (s, 1H,
NH), 7,46 (s, 1H, CHAr), 7,54 (d, 1H, J=8,4 Hz, CHAr), 8,06 (t, 1H, J=5,8 Hz, NH), 8,32
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(t, 1H, J=5,6 Hz, NH), 8,46 (d, 1H, J=7,4 Hz, NH). RMN %C (100 MHz, DMSO-d6) &
21,03 (CHs), 22,49 (CHs), 23,87 (CH,), 41,36 (CH(CHs), 41,78 (CH(CHs), 51,62 (CH*),
55,07 (OCHs), 55,11 (OCHs3), 110,25 (CAr), 110,53(CAr), 120,40 (CAr), 125,64 (CAr),
147,66 (CAr), 150,93 (CAr), 16574 (C=O(NH)), 16551 (C=O(NH)), 170,33
(C=O(NH)), 172,51 (C=O(NH)). APENDICE F

Dados fisico-quimicos e elucidacdo estrutural do peptideo 10 (PEP10)

l (0] 0
H
N NH,
N N/\n/
H H
(0] (0]

Nome quimico:  (S)-N-(1-((2-((2-amino-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)-[1,1  '-bifenil]-2-carboxamida. = Formula  molecular:  Cz3H2sN4Oa.
Rendimento: 80%; Aspecto: pé branco amorfo; Massa molar: 424,49 g/mol, Rt: 2,8 min;
Grau de pureza: 100%, %, ponto de fusdo: 222-223 °C. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6)
0,74 (d, 3H, J=6,1 Hz, CHg), 0,78 (d, 3H, J=6,1 Hz, CH3), 1,31-1,37 (m, 2H, CH>), 1,41-
1,16 (m, 1H, CH(CHa)2), 3,53 (dd, 1H, J=8,8 e 16,8 Hz, CH>(C=0), 3,59-3,63 ( m, 1H,
CHy(C=0)), 3,71 (d, 2H, J=5,6 Hz, CH2(C=0), 4,19-4,22 (m, 1H, CH*), 7,10 (sl, 1H,
NH), 7,21 (s, 1H, NH), 7,30-7,38 (m, 3H, CHAr), 7,41-7,42 (m, 3H, CHAr), 7,43-7,46
(m, 1H, CHAr), 7,46-7,49 (m, 1H, CHAr), 7,49-7,52 (m, 1H, CHAr), 7,99 (t, 1H, J=5,7
Hz, NH), 8,03 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 8,42 (d, 1H, J=7,4 Hz, NH). RMN 3C (100 MHz,
DMSO-d6) 6 21,85 (CHz), 23,58 (CH3), 24,41 (CH>), 42,24 (CH(CH3), 42,31 (CH(CHy),
52,31 (CH¥*), 127,42 (CAr), 127,56(CAr), 128,44 (CAr), 128,60 (CAr), 129,95 (CAr),
130,26 (CAr), 137,07 (CAr), 139,77 (CAr), 140,65 (CHATr), 169,37 (C=0O(NH)), 169,94
(C=0(NH)), 171,28 (C=0O(NH)), 172,96 (C=O(NH)) APENDICE G.

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 13 (PEP13)

(0] (0]
H\)I\
N NH
AN N N/ﬁl/ 2
H H
(0] O

Cl
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Nome quimico: (S,E)-N-(2-((2-amino-2-oxoethyl)amino)-2-oxoethyl)-2-(3-(3-
chlorophenyl)acrylamido)-4-methylpentanamide. Formula molecular:  C19H25CIN4O4
Rendimento: 40%; Aspecto: pé branco amorfo; Massa molar: 408,88 g/mol, Rt: 2,88 min;
Grau de pureza: 100%%, ponto de fusdo: 202-204 °C RMN 'H (600 MHz, DMSO-¢6)
0,15 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 0,19 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 0,87 (d, 2H, J=7,3, CH>,), 0,93
(sept, 1H, J=6.6 CH(CHs3).); 3,03 (dd, 2H, J=,6; 16,0 Hz, CH2(C=0), 3,10 (d, 2H, J=15,0
Hz , CH2(C=0), 3,13 (d, 2H, J=14,9 Hz , CH2(C=0), 3,61 (t, 1H, J=7,5, CH*), 5,90( d,
1H, J=15,8Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 6,56 (d, 1H, J=1,0 Hz, CHa:), 6,57 (sl, 1H, CHa/),
6,69 (d, 1H, J=15,8Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 6,78 (s, 1H, CHar). ). RMN 23C (100 MHz,
DMSO-¢6) 6 24,59 (CHs), 25,84 (CHs), 28,51 (CH2), 44,02 (CH(CHs), 45,68
(CH2(C=0)), 46,46 (CH2(C=0), 56,77 (CH*), 125,41 (Ar-HC=CH(C=0)), 129,90 (CAr),
131,06 (CAr), 134,02 (CAr), 138,48 (CAr), 140,90,02 (CAr), 143,49 Ar-HC=CH(C=0))
171,17 (C=O(NH)), 174,60 (C=0O(NH)), 176,83 (C=0O(NH)), 178,47 (C=0O(NH)).
APENDICE |

5.2.2.2 Dados de sintese e caracterizacdo quimica da série de tri-peptideos com
sequéncia Gly-Gly-Leu-NH: (série I1)

Dados fisico-quimicos e elucidacdo estrutural do peptideo 12 (PEP12)

O O
g\)J\ NH
N N/\I( N 2
H H
(0] (0]

Nome quimico: (S,E)-2-(2-(2-(3-(3-clorofenil)acrilamido)acetamido)acetamido)-4-

Cl

metilpentanamida. Férmula molecular: C19H28N4O¢. Rendimento: 70%; Aspecto: pé bege
amorfo; Massa molar: 408,44 g/mol, Rt: 2,85 min; Grau de pureza: 100%. ponto de fusao:
205-206 °C. RMN *H (600 MHz, DMSO-¢6) 6 0,10 (d, 3H, J=6,3 Hz, CH3), 0,14 (d, 3H,
J=6,2 Hz, CH3), 0,82-0,86 (m, 1H, CH(CHa)2), 0,87-0,94 (m, 1H, CH); 3,07 (dd, 2H,
J=5,0; 16,8 Hz, CH2(C=0), 3,12 (dd, 2H, J=4,6 e 16,8 Hz, CH,(C=0), 3,17-3,18(m, 2H,
CHy(C=0)), 4,21 (m, 1H, CH*), 5,90( d, 1H, J=15,8 Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 6,56-76,57
(m, 2H, CHar), 6,67-6,88 (m, 1H, CHay), 6,70 (d, 1H, J=15,8Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 6,78
(s, 1H, CHar), 7,24 (d, 2H,J=8,0, NH), 7,68 (t, 1H, J= 5,6Hz, NH), 7,82 (t, 1H, J=5,3
Hz, NH). ). RMN 3C (100 MHz, DMSO-g) 6 11,65 (CH3), 13,57 (CHs), 15,93 (CH>),
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31,74 (CH(CHs), 33,71 (CH2(C=0)), 34,36 (CH2(C=0), 43,09 (CH*), 112,97 (Ar-
HC=CH(C=0)), 117,97 (CAr), 118,50 (CAr), 120,73 (CAr), 121,50 (CAr), 130,87 (CAr),
158,94  (C=O(NH)), 161,70 (C=O(NH)), 162,63 (C=O(NH)), 167,68
(C=0O(NH)).APENDICE H.

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 15 (PEP15)
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Nome quimico: (S)-N-(2-((2-((1-amino-4-metil-1-oxopentan-2-il)amino)-2-oxoetil)amino)-

Cl
Cl

2-oxoetil)-3,4- diclorobenzamida. Formula molecular: Ci7H22CI2N4O4. Rendimento: 30%;
Aspecto: pé bege amorfo; Massa molar: 416,10 g/mol, Rt: 2,90 min; Grau de pureza: 98,5%,
ponto de fuséo: 234-235. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 6 0,82 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3),
0,86 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 1,49 (t, 2H, J=7,3 Hz; CH>), 1,54-1,59 (m, 1H, CH(CHs)>),
3,69 (dd, 2H, J=5,6; 16,6 Hz, CH2(C=0), 3,78 (dd, 2H, J=5,9 e 16,6 Hz e CH2(C=0),
3,88 (d, 2H, J=5,6Hz CH2(C=0)), 4,19 (d, 1H, J=7,8 Hz, CH%*), 6,98 (s, 1H, NH>), 7,21
(s, 1H, NHy), 7,77 (t, 1H, J=4,2Hz, CHa/), 7,79 (s, 1H, NH), 7,85 (dd, 1H, J=1,9 e 8,4
Hz, CHar), 8.12 (d, 1H, J=2,0Hz, CHar), 8.28 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 9,11 (t, 1H, J=5,5
Hz, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) 6 21,92 (CHs), 23,50 (CH3), 24,68 (CH>),
41,19 (CH(CHs), 42,65 (CH2(C=0)), 43,56 (CH2(C=0), 51,34 (CH*), 128,14 (CAr),
129,92 (CAr), 131,15 (CAr), 131,70 (CAr), 134,68 (CAr), 134,68 (CAr), 165,17
(C=0(NH)), 168,17 (C=0(NH)), 169,67 (C=O(NH)), 174,50 (C=O(NH)). APENDICE J.

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 16 (PEP16)

0 0
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Nome quimico: (S)-N-(2-((2-((1-amino-4-metil-1-oxopentan-2-il)amino)-2-oxoetil)amino)-
2-oxoetil)-2,3- diclorobenzamida. Férmula molecular: Ci7H22CI2N4O4. Rendimento: 50%;
Aspecto: bege branco amorfo; Massa molar: 408.45 g/mol, Rt: 2,74 min; Grau de pureza:
94,9%, ponto de fusdo: 220-225. RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 6 0,82 (d, 3H, J=6,5 Hz,
CHs), 0,86 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 1,46 (t, 2H, J=6,8 Hz; CH>), 1,54-1,59 (m, 1H,
CH(CHa)2), 3,75 (dd, 2H, J=5,4; 16,6 Hz, CH2(C=0), 3,81 (dd, 2H, J=5,5¢ 16,6 Hz e
CH(C=0), 3,89 (d, 2H, J=5,7Hz CH2(C=0)), 4,22 (q, 1H, J=7,7 Hz, CH*), 6,99 (s, 1H,
NH>), 7,27 (s, 1H, NH>), 7,43 (t, 1H, J=7,7Hz, CHa), 7,46-7,47 (m, 1H, NH), 7,71 (dd,
1H,J=1,3e 7,8 Hz, CHar), 7,89 (d, 1H, J=8,3Hz, CHar), 8.12 (t, 1H, J=5,2 Hz, NH), 8,85
(t, 1H, J=5,5 Hz, NH). RMN C (100 MHz, DMSO-d6) 6 21,95 (CHs), 23,48 (CHj3),
24,69 (CH2), 41,24 (CH(CHg), 42,62 (CH2(C=0)), 43,03 (CH2(C=0), 51,34 (CH%*),
128,05 (CAr), 128,70 (CAr), 128,83 (CAr), 131,68 (CAr), 132,54 (CAr), 139,16 (CAr),
166,64 (C=0O(NH)), 168,89 (C=0O(NH)), 169,21 (C=0O(NH)), 174,49 (C=O(NH)).
APENDICE K.

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 18 (PEP18)

O
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Nome quimico: (S,E)-2-(2-(2-(3-(3,5-diclorofenil)acrilamido)acetamido)acetamido)-4-
metilpentanamida. Formula molecular: Ci9H24CI2N4O4. Rendimento: 40%; Aspecto: po
branco amorfo; Massa molar: 442.11 g/mol, Rt: 3,04 min; Grau de pureza: 100%%. ponto
de fuséo: 230-233 °C RMN *H (600 MHz, DMSO0-d6) 6 0,82 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 0,87
(d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 1,48 (t, 2H, J=7,2 Hz; CH>), 1,54-1,59 (m, 1H, CH(CH3)2), 3,71
(dd, 2H, J=5,5; 16,6 Hz, CH2(C=0), 3,78 (dd, 2H, J=5,8 ¢ 16,6 Hz e CH»(C=0), 3,86 (d,
2H, J=5,3Hz CH»(C=0)), 4,21 (ga, 1H, J=7,7 Hz, CH*), 6,87( d, 1H, J=15,8Hz), Ar-
HC=CH(C=0)), 6,99-7,00 (m, 1H, CHar), 7,23 (s, 1H, CHar), 7,39 (d, 1H, J=15,8Hz, Ar-
HC=CH(C=0)), 7,61 (s, 1H, CHar), 7,65 (d 2H, NH>), 7,86 (d, 1H, J=8,4 Hz, NH), 8,22(t,
1H, J=5,5 Hz, NH), 8.39 (t, 1H, J=5,5 Hz, NH). RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) & 21,94
(CH3), 23,53 (CHs), 24,69 (CHy>), 41,24 (CH(CHs3), 42,5 (CH2(C=0)), 42,97 (CH2(C=0),
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51,33 (CH*), 125,62 (CAr), 126,51 (CAr), 128,99 (CAr), 136,08 (CAr), 136,60 (CAr),
165,33 (C=O(NH)), 168,95 (C=O(NH)), 169,62 (C=O(NH)). APENDICE L.

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 19 (PEP19)

0 0
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Nome quimico: Cloridrato de (S)-amino((4-((2-((2-((1-amino-4-metil-1-oxopentan-2-
il)amino)-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)carbamoil  )fenil)amino)metaniminio. Formula
molecular: C1gH28N704Cl. Rendimento: 40%; Aspecto: pé branco amorfo; Massa molar:
406,45 g/mol, Rt: 2,71 min; Grau de pureza: 98%. ponto de fusdo: 200-203 °C RMN *H
(600 MHz, DMSO0-d6) 6 0,81-0,82 (m, 3H, CH3), 0,85-0,87 (m, 3H, CHa), 1,45-1,52 (m,
2H, CH>), 1,55-1,59 (m, 1H, CH(CHz3)2), 3,70 (dd, 2H, J=5,8; 16,7 Hz, CH2(C=0), 3,78
(dd, 2H, J=5,8 e 16, Hz e CH2(C=0), 3,88-3,90 (m, 2H, CH2(C=0)), 4,19 (sept, 1H,
J=4,62 Hz, CH*), 6,99 (s, 1H, NH>), 7,24 (s, 1H, NH>), 7,32 (d, 1H, J=8,6 Hz, CHa/),
7,62 (sl, 2H, CHar e NH*), 7,87 (d, 1H, J=8,4 Hz, CHa), 7,94 (d, 1H, J=8,6Hz, CHa/),
8.23-8,26 (m, 1H, NH), 8,92-8,94 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 10,07 (sl, 1H, NHguanidina ).
APENDICE M.

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 21 (PEP21)
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Nome quimico: (S)-N-(2-((2-((1-amino-4-metil-1-oxopentan-2-il)amino)-2-
oxoetil)amino)-2-oxoetil)-3,4- dimetoxibenzamida. Férmula molecular: Ci9H28N4Oe.
Rendimento: 70%; Aspecto: p6 branco amorfo; Massa molar: 408,44 g/mol, Rt: 1,88 min;
Grau de pureza: 99%. ponto de fusdo: 248-250 °C RMN H (600 MHz, DMSO0-d6) 6 0,82
(d, 3H, J=6,4 Hz, CH3), 0,86 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 1,48-1,55 (m, 2H, CH>), 1,56-1,60
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(m, 1H, CH(CHs)2), 3,68 (dd, 1H, CHx(C=0)), 3,76 (d, 1H, J=6,0 Hz, CH,(C=0)), 3,79
(sl, 3H, OCHa), 3,84-3,86 (m, 2H, CH(C=0)) 3,80 (sl, 3H, OCHs), 4,18 (sex, 1H,
J=4,7Hz CH*), 7,00 (sl, LH, NH), 7,03 (sl, 1H, NH), 7,04 (sl, 1H, NH), 7,17 (I, 1H, NH),
7,47 (d, 1H, J=2,0Hz CHA), 7,51 (dd, 1H, J=2,0 e 8,4 Hz, CHAr), 7,82 (d, 1H, J=8,4
Hz CHA) 8,27 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 8,82 (t, 1H, J=5,6 Hz, NH). RMN %C (100 MHz,
DMSO-d6) § 21,03 (CHa), 22,49(CHs), 23,87 (CH2), 41,36 (CH(CHs3), 41,78 (CH(CHs),
51,62 (CH*), 55,07 (OCH3), 55,11 (OCHz), 110,25 (CAr), 110,53(CAr), 120,40 (CAT),
125,64 (CAr), 147,66 (CAr), 150,93 (CAr), 165,74 (C=O(NH)), 165,51 (C=O(NH)),
170,33 (C=O(NH)), 172,51 (C=O(NH)). APENDICE N.

Dados fisico-quimicos e elucidacdo estrutural do peptideo 25 (PEP25)
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Nome quimico: (S,E)-2-(2-(2-(3-(3,4-diclorofenil)acrilamido)acetamido)acetamido)-4-
metilpentanamida Formula molecular: CigH24CI2N4Os. Rendimento: 40%; Aspecto: pd
branco amorfo; Massa molar: 442.11 g/mol, Rt: ndo mensurado; Grau de pureza: ndo
mensurado. ponto de fusdo: 230-233 °C RMN *H (600 MHz, DMSO0-d6) 6 0,82 (d, 3H,
J=6,3 Hz, CH3), 0,87 (d, 3H, J=6,4 Hz, CHz), 1,48 (t, 2H, J=7,1 Hz; CH2), 1,54-1,59 (m,
1H, CH(CHs)>), 3,70 (dd, 2H, J=5,5; 16,5 Hz, CH»(C=0), 3,78 (dd, 2H, J=5,8 ¢ 16,5 Hz
e CH2(C=0), 3,86 (d, 2H, J=5,6 Hz CH2(C=0)), 4,21 (ga, 1H, J=7,7 Hz, CH*), 6,82 ( d,
1H, J=15,8Hz), Ar-HC=CH(C=0)), 7,00 (sl, 1H, NH), 7,24 (sl, 1H, NH), 7,41 (d, 1H,
J=15,6 Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 7,57 (dd, 1H, J=1,9 e 8,4 Hz CHa/), 7,68 (d, 1H, J=8,4
Hz CHAr), 7,86 (d, 1H, J=1,7 Hz, CHAr), 8,22 (t, 1H, J=5,7 Hz, NH), 8.45 (t, 1H, J=5,7
Hz, NH). RMN C (100 MHz, DMSO-d6) & 21,90 (CHz), 23,54 (CHz), 24,67 (CH>),
41,10 (CH(CHs), 42,54 (CH2(C=0)), 42,97 (CH2(C=0), 51,29 (CH%*), 124,57 (CAr),
127,78 (CAr), 129,92 (CAr), 131,16 (CAr), 136,23 (CAr), 165,52 (C=0O(NH)), 168,97
(C=0(NH)), 169,70 (C=O(NH)), 174,56 (C=O(NH)). APENDICE O
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Dados fisico-quimicos e elucidacdo estrutural do peptideo 27 (PEP27)
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Nome quimico: (S,E)-2-(2-(2-(3-(4-bromofenil)acrilamido)acetamido)acetamido)-4-
metilpentanamida. Formula molecular: C19H25BrN4O4. Rendimento: 40%; Aspecto: pd
branco amorfo; Massa molar: 452,11g/mol, Rt: ndo mensurado; Grau de pureza: nao
mensurado, ponto de fusdo: 165-170 °C. RMN *H (600 MHz, DMSO-¢6) 6 0,81 (d, 3H,
J=6,4 Hz, CH3), 0,86 (d, 3H, J=5,7 Hz, CH3), 1,48 (t, 2H, J=6,7 Hz; CH), 1,56-1,58 (m,
1H, CH(CHy)2), 3,7 (dd, 2H, J=4,6; 16,6 Hz, CH2(C=0), 3,77 (dd, 2H, J=5,2e 16,6 Hz e
CHo(C=0), 3,84-3,87 (m, 2H, CH2(C=0)), 4,17-4,21 (m, 1H, CH%*), 6,76( d, 1H,
J=15,8Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 7.01 (s, 1H, NH). 7,22 (d, 1H, J=14.1Hz, NH), 7,40 (d,
1H, J=15,8Hz, Ar-HC=CH(C=0))), 7,51 (d, 2H, J=7,2Hz, CHa/), 7,62 (d, 2H, J=7,7Hz,
CHar), 7,85 (d, J=8,2, 2H, NH), 8,25 (d, 1H, NH), 8,52(sl, 1H, NH). RMN 23C (100 MHz,
DMSO-g) 6 21,90 (CHs), 23,53 (CHs), 24,68 (CH2), 41,13 (CH(CHs), 42,60
(CH2(C=0)), 43,04 (CH>(C=0), 51,36 (CH*), 123,15 (Ar-HC=CH(C=0)), 123,17 (CA),
129,97 (CAr), 132,40 (CAr), 134,29 (CAr), 138,29 (CAr), 165,69 (C=0O(NH)), 169,01
(C=0(NH)), 169,83 (C=0O(NH)), 174,57 (C=O(NH)). APENDICE Q

Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural do peptideo 28 (PEP28)
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Nome quimico: (S,E)-2-(2-(2-(3-(2-metoxifenil)acrilamido)acetamido)acetamido)-4-
metilpentanamida Formula molecular: C20H2sN4Os. Rendimento: 40%; Aspecto: pé branco
amorfo; Massa molar: 404,21 g/mol, Rt: ndo mensurado; Grau de pureza: ndo mensurado.
ponto de fusdo: 175-178 °C. RMN !H (600 MHz, DMSO-¢6) 6 0,82 (d, 3H, J=5,1 Hz,
CHs), 0,87 (d, 3H, J=5,1 Hz, CHs), 1,48-1,50 (m, 2H, CH), 1,55-1,58 (m, 1H,
CH(CHBa)2), 3,68 (m, 1H, CH2(C=0)), 3,75-3,78 (m, 1H, CH>(C=0), 3,83-3,84 (m, 2H,
CHy(C=0)), 3,84 (sl. 3H, OCH3), 4,18 (m, 1H, CH*), 6,74 (d, 1H, J=15,0Hz, Ar-
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HC=CH(C=0)), 6,99-7,00 (m, 2H, CHAr e NH). 7,07 (d, 1H, J=8,2Hz, CHAXr), 7,20 (sl,
1H, NH), 7,37 (t, 1H, J=7,6 Hz, CHa), 7,52 (d, 1H, J=7,4Hz, CHa), 7,68 (d, 1H, J=15,0
Hz, Ar-HC=CH(C=0)), 7,86 (d, J=7,9, 1H, NH), 8,26 (sl, 1H, NH), 8,52(sl, 1H, NH).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-g) & 21,90 (CHs), 23,53 (CHas), 24,68 (CH.), 41,13
(CH(CH3), 42,60 (CHy(C=0)), 43,04 (CHx(C=0), 51,36 (CH*), 123,15 (Ar-
HC=CH(C=0)), 123,17 (CAr), 129,97 (CAr), 132,40 (CAr), 134,29 (CAr), 138,29 (CAr),
165,69 (C=O(NH)), 169,01 (C=O(NH)), 169,83 (C=O(NH)), 174,57 (C=O(NH)).
APENDICER.

5.2.2.3 Dados de sintese e caracteriza¢cdo quimica da série de tri-peptideos com
sequéncia Gly -Leu-Gly -NH: (série I11)

Dados fisico-quimicos e elucidacéo estrutural do peptideo 26 (PEP26)
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Nome quimico: (S)-N-(2-((2-((1-amino-4-metil-1-oxopentan-2-il)amino)-2-oxoetil)amino)-
2-oxoetil)-3,4- diclorobenzamida. Formula molecular: C17H22CI2N4Os. Rendimento: 30%;
Aspecto: p6 bege amorfo; Massa molar: 416,10 g/mol, Rt: ndo mensurado; Grau de pureza:
ndo mensurado%, ponto de fusdo: 234-235.RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 6 0,83 (d, 3H,
J=6,5 Hz, CHa), 0,87 (d, 3H, J=6,5 Hz, CH3), 1,44-1,53 (m, 2H, CH2), 1,60 (sept, 1H,
J=6,6 Hz, CH(CH3)2), 3,90-3,92 (m, 2H, CH2(C=0)), 4,26 (q, 1H, J=7,5 Hz, CH*), 7,06
(sl, 1H, NH2), 7,12 (sl, 1H, NH>), 7,77 (d, 1H, J=8,4 Hz CHA), 7,84 (dd, 1H, J=2.0 € 8,5
Hz, CHar), 8,10 (d, 1H, J=2,0 Hz CHar) 8.15 (t, 1H, J=6,0, NH), 8.21 (t, 1H, J=7,6 Hz,
NH), 8.99 (t, 1H, J=5,6 Hz, NH). RMN %3C (100 MHz, DMSO-dg) & 21,88 (CHz), 23,50
(CHa), 24,69 (CH2), 41,06 (CH»(C=0)), 42,65 (CH2(C=0), 56,03 (CH¥*), 112,21 (CAr),
121,18 (CAr), 122,50 (Ar-HC=CH(C=0)), 123,67 (CAr), 128,30 (CAr), 131,41 (CAr),
134,69, Ar-HC=CH(C=0) (C=0(NH)), 166,58 (C=0O(NH)), 169,05 (C=0O(NH)), 170,05
(C=0(NH)), 174, 59 (C=O(NH)). APENDICE P.
5.3 Espectrometria de Massas

Para corroborar com a elucidacdo estrutural, todos os peptidomiméticos foram

caracterizados por espectrometria de massas de alta resolucdo. A Tabela 1 demostra os
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principais resultados. Nota-se que estes apresentaram razao massa/carga compativel com
o calculo tedrico das estruturas e com erro menor que 6 ppm, como reportado em estudos

anteriores de Dantas et. al, 2021.

Tabela 1: Caracterizacéo dos peptideos por HPLC-ESI-HRMS

Cadigo Massa Molar Formula Erro
(g/mol) m/z (M-H) molecular (ppm)

Pep-02 417.29 415.0934 C17H22CloN4O4 2.8
Pep-04 417.29 415.0730 C17H22CI2N4O 4 -4.4
Pep-05 349.38 348.1676 Ci16H23N504 0.4
Pep-06 349.38 348.1692 Ci16 H2sNsO4 -4.2
Pep-07 349.38 348.1680 C16H23Ns504 0.7
Pep-09 408.45 407.1927 Ci19H28N40s 2.3
Pep-10 424.49 423.2047 Ca23H2sN4O4 -2.3
Pep-12 408.88 o Ci10H25N406 -
Pep-13 408.88 407.1496 C19H25CIN4O4 -1.1
Pep-15 416,10 415.0945 C17H2Cl; N4Oy . -4.8
Pep-16 416,10 415.0948 C17H22Cl2N4O4 0.5
Pep-18 442,11 e C19 H24CI:N4O4 -
Pep-19 441,18 440.1908 C18H23CIN7O4 -1.9
Pep-21 408,20 407.1947 Ci19H2sN4Os -2.7
Pep-25 442.11 441.1092 CisH24Cl2N4 Oy 2.2
Pep-26 416,10 415.0936 C17H22Cl ;N4O 4 2.2
Pep-27 452,11 451.0983 C19H2BrN4O4 0.8
Pep-28 404,21 403.2014 C20H2sN4O0s -6.6

Fonte: Autora, 2024. ** massa nao identificada

5.4 Avaliacao bioldgica dos peptidomiméticos:

A citotoxicidade in vitro dos peptidomiméticos da série | (Leu-Gly-Gly-NH>) foi
avaliada na concentracdo de 20 uM (PEPO06, PEPO7, PEP10 e PEP13) e a 50, 100 e 200
MM para os demais peptideos desta série. O ensaio de MTT utilizado para avaliar a
viabilidade celular das células Vero E6 evidenciou que os peptidomiméticos foram bem
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tolerados e ndo apresentaram toxicidade nas concentracOes testadas ap6s 48h de cultivo
celular. Desse modo, os calculos de concentracédo citotoxica em 50% das células (CCso)
foram determinados como superior a 200 UM para os peptidomiméticos (PEP02, PEP04,
PEPO5, PEPQ9 e PEP13) (TABELA 2). Portanto, a triagem da atividade antiviral contra

CHIKYV foi realizada com todos os peptidomiméticos.

Tabela 2: Perfil citotoxico e antiviral in vitro dos peptidomiméticos da série I (Leu-Gly-Gly).

R o H\)(L
NN N N/\H/NH2
| H H
zZ. .X 0 0
Y

Cod. R X Y Z CCs(UM)  Inibicdo (%) + DP**
PEP02 23diCl C C C > 200 40,0 + 9,638
PEP04 34di-Cl C C C > 200 55,0 + 0,3819
PEPO5 -H N C C > 200 31,3 + 6,028
PEP06 “H C N C * ok
PEPO7 -H C C N * o
PEPO9 340CH; C C C > 200 30,0 + 11,43
PEP10 2-Ph C C C * *ok
PEP13 3-Cl C C C * o

*A citotoxicidade foi realizada na concentracdo de 20 pM. **Inibicdo viral na
concentragdo de 80uM dos peptidomiméticos. A viabilidade celular foi avaliada ap6s 48h
e ainibicao viral (%) foi determinada para cada composto. Os valores expressos resultam
da média £ DP das triplicatas. Como controles foram usados: CHIKV=células néo
tratadas infectadas com CHIKV e CC = controle celular ndo infectado. ** p <
0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 versus CHIKV. ND: N&o determinado.

O perfil antiviral dos tripeptideos PEP06, PEP07, PEP10 e PEP13 foi avaliado
na concentragdo de 20 uM, apos a adsorcao viral nas células Vero E6. Como resultado,
né&o foram observadas inibi¢Oes significativas na concentracdo testada. Por outro lado, os
ensaios em seis concentragdes distintas (2,5; 5; 10; 20; 40; e 80 uM) para PEP02, PEP04,

PEPO5 e PEP09 demostram uma baixa inibicdo dos peptideos na maior concentracao
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testada, evidenciando um baixo perfil antiviral da série formada por Leu-Gly-Gly. E
importante mencionar que serdo necessarias novas analises antivirais com os peptideos
avaliados em Unica concentracdo para melhores conclusdes do perfil antiviral. Contudo,
até o presente momento, pode-se sugerir que os substituintes derivados de piridina e com
grupamentos metoxila ndo apresentam grande influéncia sob o perfil antiviral. Sugere-se
ainda que os substituintes (Caps ligados a extremidade carboxiterminal), que apresentam
0 anel aromético com cloro 2,3- ou 3,4-substituidos tiveram maior relevancia no perfil

antiviral, embora o derivado de &cido cindmico ndo tenha sido promissor.

Os tri-peptideos estruturalmente compostos por residuos de gly-gly-Leu (série I1)
foram desenvolvidos com substituintes arométicos e derivados de &cidos cindmicos
ligados a extremidade carboxiterminal do tripeptideos. A citotoxicidade destes
peptidomiméticos foi avaliada por ensaio colorimétrico MTT em células Vero E6, nas
concentragdes de 50, 100 e 200 uM. Apds 48h de tratamento, a viabilidade das células
Vero E6 foram determinadas. De modo semelhante, os tripeptideos da série 11 demostrou
excelente perfil sob a viabilidade celular, exibindo CCso > 200 pM (TABELAS 3 e 4). E
importante salientar que apenas o PEP18 exibiu alteragdes morfoldgicas nas células em
concentracdo de 200 uM. Portanto, a triagem antiviral in vitro dos peptidomiméticos foi
realizada.

Tabela 3: Perfil citotoxico e antiviral in vitro dos peptidomimeéticos da série 11 (Gly-
Gly-Leu) com substituintes aromaticos em C-terminal.

0 0
H
N\)J\ NH,
R o) o)

Cad. R CCso(UM) Inibicdo (%)% DP* CEso(uM) _ SI

PEP15  3,4-di-Cl > 200 50,36 + 4,967 549 > 3642
PEP16  2,3-di-Cl > 200 65,02 + 3,577 212  >8968
PEP19 -NHC(NH)NH, > 200 34,94 + 6,924 2131  >9,38
PEP21  3,4-di-OCH3 >200 34,28 + 6,506 377  >536
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*Inibicdo viral na concentracdo de 10uM dos peptidomiméticos. A viabilidade celular foi
avaliada ap0s 48h e a inibigdo viral (%) foi determinada para cada composto. Os valores expressos
resultam da média £ DP das triplicatas. Como controles foram usados: CHIKV=células ndo
tratadas infectadas com CHIKV e CC = controle celular ndo infectado. ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001 versus CHIKV.

Tabela 4: Perfil citotoxico e antiviral in vitro dos peptidomimeéticos da série 11 (Gly-
Gly-Leu) com substituintes derivados do acido cinamico em C-terminal.

0 g 9 /¢
N NH
RA@/\)}\INI/\([)]/ \)I\EI I 2

Ccod. R CCs  Inibicdo (%)  CEso SI
PEP12 -3Cl >200uM 73,06 (4,038) 33,37 uM >599

PEP18 3,5Cl, >200uM 74,79 (+4,751) 11,62puM > 17,21

PEP25 3,4Cl; >200uM 49,83 (x7,747) ND ND

PEP27  4-Br >200 uM 47,00 (x14,77) ND ND

PEP28 2-OCHs >200uM 70,00 (+6,002) 38,84 uM > 5,14

*Inibicdo viral na concentracdo de 80uM dos peptidomiméticos. A viabilidade celular foi
avaliada ap6s 48h e a inibigdo viral (%) foi determinada para cada composto. Os valores expressos
resultam da média + DP das triplicatas. Como controles foram usados: CHIKV=células nédo
tratadas infectadas com CHIKV e CC = controle celular ndo infectado. ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001 versus CHIKV. ND=Nao determinado.

De maneira geral, o perfil antiviral dos tripeptideos formados por Gly-Gly-Leu
(série I1) apresentou maior relevancia em comparacao com a série |. De fato, a sequéncia
peptidica da série Il demostrou ser o melhor scaffold anti-CHIKV, dados estes em
concordancia com os trabalhos anteriormente publicados (Dhindwal et al., 2017b; H.
Singh et al., 2018). Nossos dados demostraram que os substituintes derivados de acidos
cindmicos sdo inibidores fracos quando comparados aos analogos com substituintes
aromaticos em C-terminal. Ainda assim, nota-se que os melhores inibidores deste perfil

apresentavam substituinte cloro na posicao 3 (PEP12 e PEP18).
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Surpreendentemente, o melhor perfil antiviral dos peptidomiméticos foi
evidenciado com analogos PEP15 e PEP16 exibindo CEso inferiores a 5 uM com bom
perfil de seletividade (TABELA 3). De fato, nossas pesquisas revelaram novos peptideos
potentes com efeito anti-CHIKV avaliado in vitro. Destaca-se que 0s Unicos
peptidomiméticos reportados na literatura apresentaram concentragdes inibitdrias
superiores a 34 UM sob o alvo nsP2, sem concentracdo inibitoria determinada sob células
(Dhindwal et al., 2017b; H. Singh et al., 2018).

Em adicdo, os tripeptideos PEP15 e PEP16 apresentam uma caracteristica
particular de inibigdo do efeito citopatico viral pos-tratamento, conforme observados nas

imagens de microscopia dos respectivos experimentos conforme figura 13.

Figura 13. Microscopia Optica da inibicdo do efeito citopético viral observada pos-
tratamento com as maiores concentracgdes avaliadas de PEP15 e PEP16.

cL CHIKV PEP15 PEP16

200X

80 uM_

400X

Fonte: Autora, 2024.

A fim de analisar a influéncia do residuo de Leucina na posicao 2 dos peptideos,
sintetizou-se um analogo apenas para compor a série Il dos compostos desenvolvidos
neste trabalho. Assim o PEP26 (Gly-Leu-Gly), substituido com 3,4-di-Ph exibiu CCso
superior a 200 pM, mas baixo perfil antiviral (%inibicdo = 47 £+ 14,7 a 80 uM). Este
resultado sugere que o residuo de Glicina na posicao Il parece desempenhar um papel
importante no efeito anti-CHIKV (Dhindwal et al., 2017D).

Estes dados permitem propor uma breve relagéo estrutura-atividade, na qual pode-

se destacar:

1- A sequéncia de aminoacidos Gly-Gly-Leu é crucial para o efeito biologico contra

CHIKYV, sendo sua sequéncia inversa (Leu-Gly-Gly) pouco ativa.
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2- O residuo de Leucina na posigao P1 se mostrou importante para o efeito antiviral,

3- Grupamentos elétron-retiradores parecem contribuir com os efeitos anti-CHIKV.

Sendo o 4tomo de Cloro (CI) o mais relevante para o efeito inibitorio;

4- O &tomo de Cloro (CI) na posicéo 3 contribuem para o efeito inibitorio, corroborando

com estudos anteriores do grupo de pesquisa;

Figura 14. Principais informacdes de REA dos peptidomiméticos desenvolvidos.

Piridina e grupamentos volumosos

x Leu em posigdo PII e PII 7

Leu em PI J

¢ Substituintes eletron-retiradores
Cl na posicio 3

Acidos cinamicos

Fonte: Autora, 2024. Principais informacdes de Relacdo estrutura-atividade baseada nos ensaios
celulares dos peptidomiméticos desenvolvidos. Em verde: SubstituicGes favoraveis para o efeito
bioldgico; vermelho: alteragfes estruturais desfavoraveis para o efeito bioldgico; Amarelo:
substituicBes relativamente importantes em associagdo com a sequéncia peptidica em que Leu

esta em PI.
5.4 Predicéo das propriedades fisico-quimicas do PEP15 e PEP16:

Destaca-se ainda que os peptidomiméticos obtidos neste trabalho apresentam uma
ampla vantagem em comparacgao com os peptidomiméticos reportados na literatura atual,
uma vez que estes sdo compostos por aminoacidos neutros o que pode implicar melhores
caracteristicas farmacocinéticas em comparacédo aos peptideos formados por aminoécidos
polares carreados. E importante salientar que os peptidomiméticos mais ativos (PEP15 e
PEP16) apresentam bom perfil farmacocinético, uma vez que atendem a regra de Lipinki,
apresentam bom coeficiente de particdo (Log P= 1,54 e 1,69, respectivamente) e
apresentam boa probabilidade de absorcéo oral. De acordo com simulagGes feitas no

SWISS ADME (http://www.swissadme.ch/). Tais propriedades sao importantes, uma vez

que diversos peptideos com efeitos antivirais potentes em alvos enzimaticos apresentam
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limitagOes farmacocinéticas em ensaios celulares (Behnam et al., 2015; Kiihl et al., 2020;
Silva-Janior & Araujo-Junior, 2019).

5.5 Docking molecular sob protease viral nsP2 do virus CHIKYV para PEP16.

Apos os excelentes resultados antivirais, selecionou-se o peptidomimético mais
ativo nos ensaios celulares para averiguacao das possiveis interacdes no alvo de interesse
neste trabalho, a protease nsP2 (PDB ID: 3TRK). Como resultado, comparou-se o perfil
de interacdo entre 0o PEP16 e o peptideo ja reportado como inibidor (6) da nsp2 de CHIKV
(H. Singh et al., 2018). Observou-se que o PEP16, estabelece interagdes semelhantes ao
peptideo inibidor da nsP2, ambos desempenhando interacbes com os residuos cataliticos
Cys!013 e His'% (Figura 15). Ainda, nota-se que o PEP16 parece se encaixar no bolso 4
na protease de maneira adequada, fazendo contatos com residuos como Tyr'%47 e Asn'%?,

como o peptideo inibidor da nsp2 (Figura 16).
Figura 15: Diagrama 2D para as principais interacdes entre o inibidor da nsP2 e PEP16.
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Fonte: Autora, 2024. llustracdo elaborada utilizando-se o software Discovery studio.
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Figura 16: Encaixe e interagdes do PEP16 no sitio ativo da nsp2 (PDB ID: 3TRK).

Fonte: Autora, 2024. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMOLe V. 0.99.

5.6 Avaliacdo do efeito antiviral por citometria de fluxo:
Considerando o efeito antiviral demostrado através do ensaio com MTT dos

compostos PEP 15 e PEP16, ensaios adicionais foram realizados. O efeito anti-CHIKV
destes compostos em uma concentracdo de 80uM foi mensurada ap6s 48 h de tratamento.
Dessa forma, a marcacao das células positivas para CHIKV apo6s tratamento com PEP 15

e PEP16 foi detectada por citometria de fluxo.

A figura 17 mostra o efeito antiviral destes compostos. Nota-se que os peptideos
exibiram um efeito equipotente capaz de reduzir o efeito citopatico induzido por este
alfavirus. Ainda, é possivel evidenciar uma reducdo razoavel do numero de células

positivas para CHIKV em comparag¢do com o controle positivo.
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Figura 17: Avaliacédo da atividade anti-CHIKYV dos peptideos através de citometria de
fluxo.
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Fonte: Autora, 2024. Células Vero E6 foram semeadas em placas de 96 pogos (2 x 10™4
células/poco) e inoculadas com CHIKV (MOI 0,01) por 2h de adsorcédo, ao fim do periodo o
inéculo foi removido e as monocamadas tratadas com compostos (80 pM) e controles CC e
CHIKV (meio com veiculo) por 48h. A) Microscopia Optica demonstrando redugdo no efeito
citopético viral pds-tratamento. B) Grafico da porcentagem de células positivas para CHIKV
detectadas por citometria de fluxo, de dois experimentos independentes. Teste one way ANOVA
multiplas comparag¢des, média + desvio padrdo (p ** < 0,01, **** <0,0001, quando comparados
ao controle CHIKV).

5.7 Ensaio de tempo de adi¢do de drogas:
A fim de propor em qual etapa do ciclo viral o PEP16 estava atuando, um ensaio

antiviral ao qual as células infectadas por CHIKV eram tratadas com o peptideo
sintetizado antes da adsorcao e apds a adsorcdo viral foi realizado. No entanto, nos ensaios
de tempo de adicao de droga realizados nédo foi possivel avaliar uma expressiva inibicédo
viral tendo em vista que nos experimentos independentes realizados houve morte celular
acima de 90% inviabilizando assim uma anélise mais acurada e representativa como nos

ensaios prévios (Figura 18).
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Figura 18: Ensaio de tempo de adi¢do de droga.
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Fonte: Autora, 2024. Gréafico representativo da andlise estatistica do ensaio de dois experimentos
independentes. (Teste ANOVA, pos-teste Dunnett; p < 0,0001 = **** p < 0,05 = * quando

comparados ao controle viral).
5.8 Ensaio de inibigdo da protease nsp2

Em virtude da atividade antiviral promissora nos ensaios baseados em células dos
peptideos da série I, os compostos PEP 16, PEP 18, PEP 21, PEP 25 e PEP18 foram
selecionados para avaliacdo do efeito inibitorio sobre a protease nsp2. Ainda, como
representante da série | composto PEPQ9 foi selecionado dado a relevancia nos ensaios
de triagem com o intuito de avaliar a presenca do residuo de Leucina em PIIl. A
capacidade de inibir a atividade da protease nsP2 recombinante de CHIKYV foi analisada
utilizando o ensaio de transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia- FRET

(do inglés- Fluorescence Resonance Energy Transfer).

Como protocolo interno do grupo de pesquisa da Universidade da Estonia, foi
utilizado o composto C10 na concentra¢do de 1mM como controle positivo. Embora esta
substancia ndo seja um peptidomimeético, trabalhos anteriores o validaram como inibidor
da protease viral. A figura 19 mostra a porcentagem de inibicdo dos peptideos sob a
protease nsp2. De um modo geral, € possivel notar que os peptideos das série | ( Fig. 19-
A) e Il (Fig. 19 B-G)- tiveram inibicdo semelhantes (~60%) na concentra¢cdo maxima
testada (LmM). Contudo, mesmo para sequéncia da série 1l que exibiu resultados mais
potentes nos ensaios baseados em células o efeito inibitorio sob a protease foi limitado a
concentracdo de ImM. No entanto, o PEP 25 foi o peptideo mais promissor como inibidor

da nsP2 viral, uma vez que exibiu efeitos 40% de inibig&do na menor concentracdo testada.
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Embora o efeito inibitorio tenha sido limitado principalmente a concentragdo de
1mM, vale ressaltar que estes resultados foram comparaveis ao inibidor previamente
descrito. Tais dados sugerem, a primeiro momento, que a nsP2 pode ser um dos

mecanismos envolvidos no efeito anti-CHIKV destes compostos.
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Figura 19: Inibicdo dos peptidomiméticos sob a protease nsP2.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Dentre os inibidores virais reportados, 0s peptidomiméticos tém representado uma
classe promissora sob as proteinas virais. Em virtude da demanda farmacoldgica nao
atendida para o tratamento de infec¢des por CHIKV, esse trabalho desenvolveu 18

tripeptideos formados por residuos dos aminoacidos Glicina e Leucina.

A sintese desenvolvida em resina Rink amide®, demostrou ser um método eficaz
para a sintese dos peptidomiméticos, os quais foram obtidos em rendimentos variando
entre 30-80%, com pureza > 95% e com valores de ponto de fuséo superiores a 100 °C
(com excecdo de PEPO5-PEPQ7), 0 que se correlaciona com a pureza e indica que estes
peptideos possuem estabilidade em temperaturas elevadas. A elucidagéo estrutural até o
presente momento foi realizada através de RMN de 'H e 3C, e foi possivel verificar a

presenca de sinais caracteristicos da estrutura peptidica.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro revelaram que os peptideos obtidos nédo
exibem um perfil toxico até a concentracdo méxima testada (200 uM). Além disso, ndo
houve inducdo de efeito citopatico nas células Vero E6, com excecdo do PEP18. Os
ensaios antivirais identificaram seis inibidores promissores, todos com a sequéncia
peptidica formada por Gly-Gly-Leu. Os peptideos mais potentes, PEP 15 e PEP16,
exibiram CEso menor que 5 UM (CCso> 200 uM) sendo, portanto, os peptideos relevantes
no estado da arte na busca de farmacos anti-CHIKV. Ainda, estudos in silico, mostraram
que PEP 16 interage com a nsP2 de CHIKYV de maneira semelhante ao inibidor reportado
na literatura. Os ensaios enzimaticos demostraram uma inibicdo da nsP2 em
concentragdes de 1mM, porém comparaveis ao controle utilizado. Assim, nota-se que 0
PEP 16, em especial, é mais eficaz nos ensaios baseados em células. Tais avangos
sugerem que a nsP2 ndo € o Unico alvo envolvido no mecanismo inibitério destes

compostos.

Tais resultados s&o entusiasmantes e nos induzem a avangos que se tornam
perspectivas para proximos trabalhos do grupo de pesquisa. Deste 0s quais podemos
mencionar a avaliacdo do efeito antiviral in vivo e investigacdo do perfil antiviral em

modelos que investiguem a inflamacao articular induzida por CHIKV,
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ANEXO A- Producdes cientifica publicadas e submetidas durante o doutorado.
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Thiosemicarbazones (TSC) Against Leishmania
chagasi Amastigotes
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Abstract

Background: Leishmaniasis is a worldwide health problem, highly endemic in developing countries.
Among the four main clinical forms of the disease, visceral leishmaniasis is the most severe, fatal in
95% of cases. The undesired side-effects from first-line chemotherapy and the reported drug
resistance search for effective drugs that can replace or supplement those currenitly used an urgent
need. Aminoguanidine hydrazones [A4GH's) have been explored for exhibiting a diverse spectrum of
biolegical activities, in particular the antileishmanial actvity of MGBG. The bicisosteres
thiosermicarbazones (TSC's) offer a similar biclogical activity diversity, including antiprotozoal effects
against Leishmania species and Trypanosoma cnuzi.

Objective: Considering the impact of leishmaniasis worldwide, this work aimed to design, synthesize,
and perform a screening upon L. chagasi amastigotes and for the oytotoxicty of the small "in-house”
library of both AGH and TSC derivatives and their structurally-related compounds.

Method: A set of AGH's (3-7), TSC's (9. 10), and semicarbazones (11) were initially synthesized.
Subsequently, different semi-constrained analogs were designed and also prepared, including
thiazolidines (12], dihydrothiazines (13), imidazolines (15), pyrimidines (16, 18) azines (19, 20). and
benzotriazepinones (23-25). All intermediates and target compounds were obtained with satisfactory
yields and exhibited spectral data consistent with their structures. All final compounds were evaluated
against L. chagasi amastigotes and IT74.A1 cell line. Molecular docking was performed towards
trypanothione reductase using GOLDE® software.

Result: The AGH's 3i, 4a, and 5d, and the T5C's i, 9k and %0 were selected as valuable hits. These
compounds presented antileishmanial activity compared with pentamidine, showing 150 values
ranged from 0.6 to 7.27 pM, maximal effects up to 55.3%, and satisfactory 5 values [ranged from 11
to B7). On the other hand, most of the resulting semi-constrained analogs were found cytotoidc or
presented reduced antileishmanial activity. In general, TSC class is more promising than its isosteric
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Targeting Chikungunya Virus Entry: alternatives for
new inhibitors in drug discovery

Leandro Rocha Silva ", Erica Erlanny da Silva Rodrigues . Jamile Tanigle-Silva 2, Leticia Anderson =,
lodo Xavier de Aradjo-Mnior 1, Enio José Bassi 2, Edeildo F da Silva-Jdnior 1
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Abstract

Chikungunya virus (CHIKV) is an Alphavirus (Togaviridae) responsible for Chikungunya fever (CHIKF)
that is mainly characterized by a severe polyarthralgia, in which it is transmitted by the bite of infected
Aedes aegypti and Ae. albopictius mosguitoes. Mowadays, there no licensed vaccines or approved
drugs to specifically treat this viral disease. Structural viral proteins participate in key steps of its
replication oycle, such as viral entry, membrane fusion, nudeocapsid assembly, and virus budding. In
this context, envelope E3-E2-E1 ghycoproteins complex could be targeted for designing new drug
candidates. In this review, aspects of the CHIEV entry process are discussed to provide insights to
assist the drug discovery process. Moreover, several natural, nature-based and synthetic compounds,
as well as repurposed drugs and virtual screening, are also explored a5 alternatives for developing
CHIKV entry inhibitors. Finally, we provided a complimmentary analysis of studies imvolving inhibitors
that were not explored by in silico methods. Based on this, Phe118, Val179. and Lys181 were found to
be the miost frequent residues, being present in 89.6, 82.7, and 93.1% of complexes, respectively.
Lastly, some chemical aspects associated with interactions of these inhibitors and mature envelope
E3-E2-E1 glycoproteins” complex were discussed to provide data for scientists worldwide, supporting
their search for new inhibitors against this emerging arbovirus.

Keywords: chikungunya virus; drug design; entry inhibitors; frequency residues; medicinal dchemistry;
malecular dodking: natural products; repurposing; synthetic virtual screening.

Copyright© Bentham Scence Publishers; For any quenies, plesse email a1 epub@bentharmscience net.

88



PR TATY

% NPTREPTr e
.:. of B and lt;zuu
0'.. Research PP 2158-7043
.... Publishing ISSN Online:

SEN Print: 2158-7027

Electrochemical Evaluation of Aminoguanidine
Hydrazone Derivative with Potential
Anticancer Activity: Studies of Glassy
Carbon/CNT and Gold Electrodes Both
Modified with PAMAM

Marilya Palmeira Galdino da Silva:, ¥
Joao Xavier de Araujo-jiniors:, Erica Erian:
Kadja Luana Chagas Monteiro®, Thiago Me

or Mendes de Oliveira:, Anna Caroline Lima Candido:,
de Aquino', Fablane Caxico de Abreu’
"Institute of Chemntry and Siotechnology, Federal University of Alagoes, Maceé, AL, Branl

“Instinute of Phanmaceutical Sciences, Federal University of Alagoas, Maceid, AL, Brauil
Eamaik *cxvico fabd .

How to cite this paper- &1 Sha. M7G. Abstract

de Olveirs, YM, Conlido, ACL, &

Arsmo jemier, | X. da Sdva Rodriga Aminoguanidine hydrazones (AGHs) are a cass of compounds that have in-

LE. Mostors KLC. de Agaionn TM. teresting pharmacological activities. They are derived from the same chemical

:““‘M':'“' (2020 Becmochemicll  orougp 36 aminoguanidine, so it has mixed properties (receptor and donot) in
. ' _ the formation of hydrogen bonds. Its anticancer agent properties were re-

oy Stwdien of Glanoy CarbonNT ad Godd  Cenitly highlighted, but the molecules of this class have solubility in aqueocus

Elecundes Boch Madficl with PAMAM.  solutions that can be considered Jow. The identification of this class, by a

fomtmal of Bnwsvertzh od Nowdwteh- gmple, sensitive and low-cost technique, such as dectrochemistry, which also

:":‘-L‘.’&“ S 300113080 allows the evalvation of its solubilization process through agents such as

PAMAM dendrimer is the main objective of the work described here. The
Received Novanber | 2019 electrochemical response of the LQM10 (AGH derivative) was evaluatead, as
Accepted: December 1. 2919 well as its behavior in different electrochemical sensors. Electrochemical ex-
UeRiead D £.2009 periments were performed in buffered (phosphate at pH 7.02 and acetate at
Covitehi & 3000 be scdheetd and 45). LQM10 has 2 reversible oxidation peak with a potential of +0.22 V. It
Scientific Resenach Publubing dnc was cfficiently detected in different clectrodes tested (glass carbon/CNT, glass
Thar werk b beensed ander the Croasve carbon/CNT/PAMAM), which proves the viability of the dectrodes for vari-
Commas Aticution etuendivest ous analyses and has the determination of the apparent constant association,

:”::::‘T“’ ooy gy indicating its interaction with the analysis that is higher in the presence of the

PAMAM encapsulating agent. This was corroborated by the results for the
modified gold electrode with MUA and PAMAM. The sum of the results

shows the possibility of dectrochemically evaluating the Aminoguanidine
hydrazone derivative, the viability of electrodes employed and the greater so-

DO 10.4730/fonh 2000 113003  Dec 3, 2019 i3 tournal of Blomaterials and Nanobiotathnology

89



Chapter 12

The role of natural

and nature-based compounds
against Chikungunya

and Mavyaro alphaviruses

and their vectors

% ®, Joho Xavier de Aradjo-Juinior”, Letida
Anderson’, Enio }ose and Edeilldo Ferreira da Silva-Janior™*
“Latwvasry of Medicinel Chembsry, pw:&a Sciences buvivgse, Foderal Unlverdy

of Alagoas, Maceis, Braeil

FCESMAC Universsy Censer, Mae tbo, Bril

" IMTNOR Bl egdation: Reseane k Geoup, Ladvwgory of Re warck s Virdagy and
Iwvaamarkon y. Insicate oof B icder gic d S ciences and H eadik Federal Univer g2y of Alagoras. Maceir, Bravil
.Canw-l‘nguhw ematl edeildy jarior @ exenfar afal by

Chapter Outline
Tntrodect on 459 Natwd inhibinovs froe raswed
Chikungunya sieus (CHIKY) 1 SOMCES agairss CHIKV %7
GHRYV stucaure 46 Nanwal inhibiors from nanural
Rapl ication oycie of CHIKY 462 SOUCes AgRirar MAYV 477
Man tagess of CHIKV for Naawad and natoe-hased
v d msexch 464 rhibzos agang Ac aggypn
Mayaro vires (MAYV) 445 and Ao, albopichus vectos. 477
MAYV sructue and Foal com dd v ahowss 485
mphicaon cycle 466 Adnowledgnents 55
Medicnal dhemustsy of CHIKV Competng stemst disdosure Ly
and MAYV 467  References 454
introduction

Parallel to human evoluion, varoms diseases evolved along with modem
society. In this semse, emergence and reemergence of new- and old diseswes
represent a significant challknge for humankind, which & nat prepared for #t

Sombe in Nww d T oduis Chmiary, Vb B boge i g B DIABYE 6 1 K1WAL0 G006 1
C“‘»mlv A% t5hm rmavet 459

90



The Medicinal Chemistry of Zika Virus
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Abstract  Arthropod-borne viruses, also known as arboviruses, are transmitted by
bites of infected mosquito or tick vectors, In this context, the Flavivirus genus is
mainly transmitted by mosquitoes from the Aedes genus, being the Ae. africanus,
Ae. aegypn, and Ae. Albopictus species are responsible for transmitting the Zika
vinus (ZIKV). Itis a lipid-enveloped virus constitute of an RNA genome, which is
translated into a polyprotein encoding three structural proteins [(capsid (C),
membrane (M), and envelope (E)) and seven non-structural proteins (NS 1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5). Several biological targels have been iden-
tified for developing antiviral agents ngainst ZIKV, which could prevent virus
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Abstract:
The first report of Zika virus (ZIKV) outbreak was from the Yap Izland (Micronesia) in 2007 then spreading across the world, being responsible for
neutrotropic Guillzin-Bare syndrome, necnatal microencephaly, and death cazes. Currently, there are no licensed vaccines or even specific approved
drugs to treat ZIKV infections. Thus, developing novel antiviral agents is crucial. The replication of this flavivirus depends on N52B-N53 protease
complex, which represents a promising target for searching new drug candidates. Herein, we describe the solid-phaze synthesiz of a new furin-bazad
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Antiviral agents against flaviviruses
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16.1 Introduction

Infectious diseases include a group of pathologies, caused by microorganisms such as
fungi, protozoa, bacteria, and wviruses, of which 73% are responsible for emerging zoonotic
infections. These can cause acute or chronic conditions, which can lead to lethal cases. These
agents are more prevalent in underdeveloped countries, where there are low incentives to
health policies and unsatisfactory sanitization conditions [1]. Among these pathogenic
agents, viruses have been parpetuated in sociely since antiquity. Regarding the risk of viral
infections and their set of symptoms, these depend on viral chamcteristics and host innate
and acquired resistance [2]. In this context, human immunodefidency virus, SARS-CoV-2
(also known as COVID-19), Ebala, Chikungunya (CHIEV), Dengue (DENV], Zika (ZIKV),
and Yelow Fever (YFV) are examples of viruses responsible for causing high sodal and
public health damages. Among these, DENY, ZIKV, and YFV belong to Flaviviridae family,
and these are capable of generating high rates of morbidity and mortality, espedally DENV,
which is endemic in more than 100 countries, according to the WHO [34]. However, there
are no spedfic drugs to treat these infections. Thus, constant investments in drug develop-
ment are needed to overcome this issue.

In addition, DENV, ZIKV, YFV, West Mile (WNWV), and Japanese encephalitis (JEV) vimses
'bel.nng to the Flavivirid as f.a.ru.il)', and represent a m.ajl:a' threat to human health, {austng
Ehba.l J'.mpa.dﬁ, with up to 400 million pmplem.ﬁect&:l a.rmua].l}' |5.6). Besides Eenemtmg l'Ligh
morbidity and mortality rates, such as DENY, being endemic in more than 100 countries,
according to the WHO [34]. Faviviruses nfect arthropods and mammals, causing human
diseases. They are mainly distributed in tropical areas with high population demsity, which
reflects in the number of people susceptible to infections by such virnses. These virnses can
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