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RESUMO 

 

Os Vírus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV) pertencem à família Flaviviridae e são 

responsáveis por infectar mais de 300 milhões de pessoas anualmente. Esses vírus 

compartilham significante semelhança genômica entre si, sendo possível o 

planejamento de moléculas com atividade inibitória contra ambos, simultaneamente. 

Considerando a proteína estrutural de envelope (E), fundamental para mediar a 

entrada/fusão do vírus na célula hospedeira; e o complexo de proteínas não 

estruturais NS2B-NS3, indispensável para o processamento da poliproteína viral 

durante o ciclo de replicação, bem como supressão da resposta imune do hospedeiro, 

novos agentes antivirais podem ser planejados visando tais macromoléculas. 

Almejando descobrir potenciais inibidores de tais alvos, buscou-se elaborar um 

protocolo de FBDD via docking molecular para triar os melhores fragmentos 

moleculares a partir de uma quimioteca in-house. Assim, 254 fragmentos foram 

desenhados e otimizados (AM1), seguido da realização do docking molecular (Gold®) 

e (AutoDock Vina®) frente às proteínas supracitadas. A partir do FBDD e adotando os 

valores de 30 (FitScore) e -3,0 kcal/mol (energia de afinidade), como critério de corte, 

24 fragmentos promissores foram selecionados, compondo um conjunto, 

principalmente de aldeídos e aminas. Então, o aldeído mais promissor, indol-3-

carboxaldeído, foi selecionado para a síntese de cianoacrilamidas e acrilatos, 

rendendo um conjunto de 128 novas moléculas. Desse modo, foram sintetizadas duas 

séries de moléculas e avaliadas frente a serino protease NS2B-NS3 do ZIKV e DENV, 

além de ensaios com células. Todos os compostos apresentaram um perfil não 

citotóxico e boa solubilidade em meio biológico. Em contrapartida, não apresentaram 

nenhuma atividade antiviral em ensaios com células infectadas. Por fim, percebe-se 

que são necessárias modificações estruturais adicionais para alcançar a atividade 

antiviral, bem como, para melhorar a inibição sobre a protease. 

 

Palavras-chave: Flavivírus. Inibidores. Dengue. Zika. FBDD. NS2B-NS3. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Dengue Virus (DENV) and Zika (ZIKV) belong to Flaviviridae family and are 

responsible for infecting more than 300 million people annually. These viruses share a 

significant genomic similarity to each other, making it possible to plan dual inhibitors 

against both. The structural envelope protein (E) is critical to mediating virus 

entry/fusion into the host cell; and the complex non-structural proteins NS2B-NS3, 

indispensable for the processing of the viral polyprotein during the replication cycle, as 

well as suppression of the host's immune response, new antiviral agents can be 

designed for such macromolecules. Aiming at potential inhibitors of such targets, we 

sought to develop a FBDD protocol via molecular docking to screen the best molecular 

fragments from an in-house library. Thus, 254 fragments were designed and optimized 

(AM1), followed by molecular docking (Gold®) and (AutoDock Vina®) against the 

aforementioned proteins. From the FBDD and adopting the values of 30 (FitScore) and 

-3.0 kcal/mol (affinity energy) as cutting criteria, 24 promising fragments were selected, 

composing a set of aldehydes and amines. Then, the most promising aldehyde, indole-

3-carboxaldehyde, was selected for the synthesis of cyanoacrylamides and acrylates, 

yielding a set of 128 new molecules. Thus, two series of molecules were synthesized 

and evaluated against the serine protease NS2B-NS3 of ZIKV and DENV, in addition 

to cell assays. All compounds showed a non-cytotoxic profile and good solubility in 

biological media. In contrast, they did not show any antiviral activity in assays with 

infected cells. Finally, it is clear that structural modifications are needed to achieve 

antiviral activity, as well as to improve protease inhibition. 

 

Keywords: Flavivirus. Inhibitors. Dengue. Zika. FBDD. NS2B-NS3. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, os flavivírus são responsáveis pela infecção de milhões de 

pessoas a cada ano em várias partes do planeta. Dentre os mais de 70 vírus 

pertencentes ao gênero Flavivirus, merecem destaque os vírus da Dengue (DENV), 

Nilo Ocidental (WNV), Encefalite Japonesa (JEV), Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV) 

e Encefalite Transmitida por Carrapato (TBEV), os quais são categorizados como 

patógenos emergentes ou re-emergentes (CANNALIRE et al., 2019a; ISHIKAWA; 

YAMANAKA; KONISHI, 2014). 

Embora o isolamento de boa parte desses patógenos tenha ocorrido nos anos 

1910-1940 e, mesmo com o crescente número de surtos causados por flavivírus, 

ainda não existem vacinas disponíveis para a maioria deles. Há vacinas disponíveis 

apenas para YFV, JEV, TBEV e mais recentemente para o DENV, a Dengvaxia®. Esta 

última, no entanto, não fornece proteção efetiva contra os 5 sorotipos do vírus 

(CANNALIRE et al., 2019a; HAMMAMI; BEN HASSINE, 2019; VASILENKO et al., 

2019). 

Os flavivírus são transmitidos aos seres humanos e para alguns animais por 

meio de artrópodes hematófagos que estão amplamente distribuídos em todos os 

continentes, afetando mais de 125 países, principalmente nos trópicos onde as 

condições para manutenção do ciclo de vida dos vírus são favoráveis. Em adição, as 

mudanças climáticas, as viagens globais, a migração de pássaros e os projetos de 

irrigação têm contribuído para a expansão geográfica dos arbovírus (LI; ZHANG; LI, 

2017; MESSINA et al., 2019; PACCA, 2013; SOLOMON; MALLEWA, 2005).  

Com exceção do DENV, que é um patógeno estritamente humano, a maioria 

dos flavivírus está presente em ciclos de transmissão simples silvestre e, 

ocasionalmente, são transmitidos aos seres humanos, quando esses adentram em 

áreas enzoóticas, como consequência da ocupação e crescimento desordenados de 

áreas urbanas (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; PAYNE, 2017). 

A infecção por flavivírus, bem como, a sobrevivência e replicação do patógeno 

no organismo do hospedeiro dependem do bom funcionamento de suas proteínas 

estruturais (capsídeo (C), membrana(M), envelope (E)) e não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5); além de condições biológicas ideais para iniciar o 

ciclo de infecção, como o baixo pH endossomal (LI; ZHANG; LI, 2017; PAYNE, 2017). 
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Dentre esse conjunto de proteínas, a proteína estrutural E e a protease NS3 

são, particularmente, alvos atrativos para o planejamento de fármacos. A proteína E 

está associada aos eventos iniciais que desencadeiam a infecção por esses 

patógenos, de modo que pequenas moléculas que se ligam em sítios importantes na 

superfície dessa proteína têm potencial para bloquear a entrada viral, evitando a 

continuação do seu ciclo de replicação (DE WISPELAERE et al., 2018; PITTS et al., 

2019a).  

No ZIKV e DENV, a replicação viral depende da proteína não-estrutural 3 

(NS3pro), que age em associação à NS2B, aumentando a eficiência da atividade 

enzimática, de modo que a interrupção da atividade do complexo NS2B-NS3 conduz 

à morte viral (CHAPPELL et al., 2008). 

Diante do exposto acima é notável a importância do desenvolvimento de 

pesquisas voltadas para o planejamento de novas moléculas bioativas com potencial 

para inibir a atividade de proteínas flavivirais. Assim, o presente trabalho buscou 

planejar de forma racional, baseada em técnicas computacionais de docking 

molecular, um conjunto de moléculas bioativas potencialmente inibidoras das 

proteínas E e NS2B-NS3 flavivirais.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

Os arbovírus, que são vírus transmitidos por artrópodes hematófagos tais como 

mosquitos e carrapatos, são frequentemente associados a surtos em série e, portanto, 

são classificados de forma epidemiológica, representando um problema sério de 

saúde pública global. Em muitos casos, são doenças zoonóticas ou antropo-

zoonóticas, definidas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como qualquer 

doença naturalmente transmissível de animais vertebrados para humanos ou de 

humanos para animais (OTTE; PICA-CIAMARRA, 2021). Contudo, uma vez que não 

há obrigatoriamente animais intermediando a infecção humana, alguns autores as 

consideram como doenças virais não zoonóticas (KHEIRALLAH et al., 2021). Tais 

patógenos estão distribuídos em todos os continentes com predominância nas regiões 

tropicais, devido às condições adequadas para a manutenção do ciclo de vida dos 

vetores (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; REY et al., 2018). 

De acordo com a OMS, as doenças negligenciadas são enfermidades, 

geralmente transmissíveis, com maior incidência em países em desenvolvimento. 

Além disso, apresentam como características comuns a alta endemicidade em regiões 

mais pobres e menos desenvolvidas, incluindo áreas rurais e urbanas (GARCIA et al., 

2011). Como consequência da baixa prevalência e pelo fato de atingir populações em 

regiões mais pobres, as doenças negligenciadas não são atrativos econômicos para 

o desenvolvimento de fármacos. Nesse contexto, as febres do DENV e ZIKV são duas 

doenças classificadas como negligenciadas pela OMS, mesmo considerando seus 

impactos econômicos e na saúde da população mundial (GARCIA et al., 2011). 

Ainda nesse âmbito, os vírus re-emergentes negligenciados, dentre os quais 

estão incluídos os flavivírus, vêm sendo responsáveis pelo adoecimento de milhões 

de pessoas todos os anos ao redor do mundo. Estes causam sérias manifestações, 

tais como encefalite, febre (hemorrágica ou não), necrose miocárdica, encefalomielite, 

artralgia, síndrome de Guillain-Barré em adultos, rash cutâneo, mialgia, microcefalia 

em neonatos, hepatoesplenomegalia, e distúrbios gastrointestinais (CHEN; HAMER, 

2016; MACLACHLAN et al., 2017). 

Em sua maioria, os flavivírus são mantidos na natureza em ciclos silvestres, 

circulando entre vetores e hospedeiros primatas não humanos. Contudo, devido aos 

grandes avanços dos centros urbanos, mudanças climáticas, comportamento humano 



13 
 

 

e os desmatamentos, o contato vetor-humano tem sido cada vez mais frequente, 

contribuindo para a disseminação desses vírus. Associado a esses fatores estão as 

viagens para áreas endêmicas, permitindo que esses patógenos atinjam outras 

regiões do planeta, uma vez que o hospedeiro humano infectado pode servir como 

reservatório para os vírus (GUARNER; HALE, 2019; HAMMAMI; BEN HASSINE, 

2019; ISHIKAWA; YAMANAKA; KONISHI, 2014; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 

2014). 

Os flavivírus se configuram como os vírus que mais infectam pessoas, contudo, 

também acometam animais domésticos (RYU, 2017). Embora sejam encontrados em 

mais de 100 países, até o momento não existe nenhuma terapia antiviral aprovada 

para o seu eficaz tratamento (CHINTHAKINDI et al., 2021; MESSINA et al., 2019; 

ONO et al., 2003; RYU, 2017; SADEGHIEH et al., 2021). Algumas vacinas foram 

desenvolvidas e estão disponíveis para os vírus da febre amarela (YFV), encefalite 

japonesa (JEV), encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) e, recentemente, vírus 

dengue (DENV) (Dengvaxia®). Esta, contudo, apresenta eficácia de aproximadamente 

65% contra o sorotipo DENV-2, sendo recomendada para indivíduos entre 9 e 45 

anos, num esquema de 3 doses com intervalo de 6 meses entre cada aplicação. Além 

disso, a Dengvaxia® não fornece proteção efetiva contra todos os sorotipos de DENV. 

Ainda, em 2017, o fabricante da vacina, o laboratório Sanofi-Aventis, anunciou que a 

vacina poderia aumentar a gravidade de uma segunda reinfecção por DENV (ISLAM 

et al., 2020; PRETO et al., 2021). 

 

2.1 Flavivírus 

 

2.1.1 Dados epidemiológicos para os principais flavivírus 

 

Os Flavivirus são vírus envelopados com fita simples de RNA positivo 

((+)ssRNA) com um genoma de aproximadamente 11 kilobases (kb) de comprimento 

(SHAH et al., 2018a). Compreendem mais de 70 membros diferentes e pertencem à 

família Flaviviridae, assim como os gêneros Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus 

(HAMMAMI; BEN HASSINE, 2019). A maioria desses flavivírus são transmitidos pela 

picada de artrópodes hematófagos, principalmente mosquitos do gênero Aedes sp. e 



14 
 

 

Culex sp., bem como, carrapatos do gênero Ixodes sp. (Figura 1) (ISHIKAWA; 

YAMANAKA; KONISHI, 2014; QI et al., 2020; RYU, 2017). 

 

Figura 1 – Principais vetores de flavivírus. 

 

Fonte: Autor, 2022.  

 

Dentre todos os flavivírus, os membros de maior importância, por serem 

responsáveis pela maioria dos casos de infecções em humanos, são os vírus JEV, 

Encefalite Saint Louis (SLEV), Nilo Ocidental (WNV), YFV e, principalmente, DENV 1-

5 e Zika (ZIKV) (CANNALIRE et al., 2019a; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; 

MUSTAFA et al., 2015). O DENV-5 foi identificado primeiramente em 2007 no Estado 

de Sarawak, na Malásia. Sendo apenas um único surto relatado, acredita-se que se 

trata de um sorotipo de baixa taxa de transmissão (MUSTAFA et al., 2015). 

Estima-se que mais de 2 bilhões de pessoas correm o risco de infecção pelo 

JEV com casos anuais estimados entre 50 e 175 mil, principalmente em 24 países do 

Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental. Destes, cerca de 30% resultam em casos fatais, 

e que mais de 30% dos sobreviventes permanecem com sequelas neurológicas 

permanentes (HAN et al., 2020; ZHOU et al., 2021).  

A última epidemia notificada causada por SLEV data de 1933, ocasião na qual 

1.095 casos e 201 mortes foram notificadas (HOSSAIN et al., 2021).  

Em 2018, a Europa experimentou uma epidemia de WNV, que resultou na 

infecção de 2.000 pessoas. Posteriormente, em 2020, os Estados Membros da União 

Europeia relatou 316 casos e 37 mortes, enquanto que os Estados Unidos registram 

uma estimativa de mais de 24 mil casos e 2.300 mortes desde 1999 causados pelo 

WNV (ASSAID et al., 2021; MODY et al., 2021; PAPA et al., 2021).  

No Brasil, de acordo com a Fundação Oswaldo Cruz, entre 2014 e 2020, dez 

casos de WNV foram confirmados, todos no Estado do Piauí (AZEVEDO COSTA et 

al., 2021).  
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O YFV geralmente é endêmico na Amazônia e partes do Peru, Guiana 

Francesa, Venezuela, Suriname, República Cooperativa da Guiana, Colômbia e 

Brasil. No Brasil, o último surto epidêmico de YFV urbano ocorreu nos anos 1930, mas 

entre 2017 e 2018 foram confirmados 1.257 casos e 394 mortes, principalmente em 

áreas rurais, onde o ciclo silvestre é difícil de ser interrompido (SADEGHIEH et al., 

2021). 

 

2.1.2 DENV 

 

Isolado em 1943, O DENV ocorre como 5 sorotipos filo e antigenicamente 

distintos (DENV1-5), transmitidos principalmente por mosquitos do gênero Aedes sp. 

(MUSTAFA et al., 2015). Considerado pela OMS como uma das maiores ameaças à 

saúde humana, o DENV é endêmico no Brasil e, dentre os flavivírus, é o responsável 

pelo maior número de casos globais de infecções em humanos. Estima-se que mais 

de 3,5 bilhões de pessoas estão em risco de infecção pelo DENV, enquanto que 

anualmente mais de 300 milhões de casos são confirmados em mais de 128 países. 

Dentre todos os casos confirmados, aproximadamente 96 milhões são assintomáticos 

e 2 milhões desenvolvem quadros graves, como a síndrome do choque e febre 

hemorrágica do Dengue. Além disso, os casos fatais ultrapassam 21 mil notificações 

(EDGERTON et al., 2021; MESSINA et al., 2019; MURUGESAN; MANOHARAN, 

2019). Entre 2008 e 2015 os casos saltaram de 1,2 para 3,2 milhões no Sudeste da 

Ásia, Américas e Pacífico Ocidental, passando para 5,2 milhões em 2019, mesmo ano 

em que o Brasil ocupou a segunda posição mundial no número de casos, ficando o 

Afeganistão em primeiro (RAI et al., 2021). 

Em 2020, no Brasil, foram confirmados mais de 900 mil casos de dengue. Já 

em 2021, os casos ultrapassaram 975 mil notificações, com a maior incidência no 

Centro-Oeste do país, seguido das regiões Norte, Sul, Sudeste e Nordeste 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021; PAHO/WHO, 2022; SILVA; MAGALHÃES; PENA, 

2021). 

Milhares de casos de DENV têm sido relatados pela Organização Pan 

Americana de Saúde (PAHO). Em 2021 foram mais de 1,2 milhões de casos, dos 

quais 3.200 apresentaram o quadro grave da doença e cerca de 428 foram fatais 

(JAMAL SABIR; AL-SAUD; HASSAN, 2021; PAHO/WHO, 2022). 
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2.1.3 ZIKV 

 

Assim como o DENV, o ZIKV foi listado pela OMS como uma das 10 maiores 

ameaças à saúde global. Primeiramente, isolado de humanos em 1954, o ZIKV 

tornou-se um patógeno clinicamente significante após os surtos na Ilha Yap na 

Micronésia, em 2007, onde quase 75% da população foi infectada (LI et al., 2018; 

SILVA-JÚNIOR, 2019). Posteriormente, casos de ZIKV foram reportados na Polinésia 

Francesa em 2013, bem como nas Américas do Sul e Central entre os anos de 2015 

e 2016, afetando mais de 69 países e sendo responsável por mais de 1,5 milhão de 

infecções. 

Até o final de julho de 2019, cerca de 87 países já haviam reportado casos de 

ZIKV, em regiões tão diversas como: África, América, Sudeste Asiático e no Pacífico 

Ocidental (BHARDWAJ et al., 2021) 

 Apenas no Brasil, até o final de 2016 foram confirmados 273.904 casos de 

ZIKV (BALTINA et al., 2021; PAHO/OMS, 2022). Nesse mesmo período, como 

consequência de mães infectadas por ZIKV durante a gestação mais de 8 mil 

neonatos apresentaram microcefalia - uma redução na circunferência do crânio (< 34 

cm) - e/ou desordens neurológicas graves. Tais efeitos neurológicos estão associados 

ao tropismo do ZIKV por células progenitoras neuronais, neurônios maduros e 

astrócitos (EL COSTA et al., 2016; SILVA-JÚNIOR, 2019). Em 2020, 18.941 casos de 

infecção por ZIKV e 3.474 casos de microcefalia foram registrados no Brasil e no ano 

seguinte mais de 17 mil casos foram relatados (BALTINA et al., 2021; BHARDWAJ et 

al., 2021; CHEN et al., 2017; FELICETTI et al., 2021; IANI et al., 2021; LI et al., 2018; 

PAHO/OMS, 2022; SILVA; MAGALHÃES; PENA, 2021). 

Até o presente momento são conhecidas duas linhagens do ZIKV (Africana e 

Asiática). Contudo, seus genomas virais mantêm mais de 95% de similaridade e, 

diferentemente do DENV, o ZIKV é classificado como um único sorotipo (SILVA-

JÚNIOR, 2019).  

Estima-se que aproximadamente 80% das pessoas infectadas com ZIKV sejam 

assintomáticas, e que 20% destas apresentem sintomas menos severos dos que os 

casos de dengue, tais como febre baixa/moderada, rash cutâneo, dor de cabeça e 

conjuntivite. Porém, problemas neurológicos, tais como microcefalia em neonatos, 

danos nos testículos, dano ocular, hipertonia/espasticidade, convulsão e síndrome de 
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Guillain-Barré em adultos, tornam o ZIKV uma doença preocupante e extremamente 

impactante para a sociedade moderna (RASSIAS et al., 2019; THARAPPEL et al., 

2020). 

 

2.1.4 Ciclo de infecção para os arbovírus e ciclo de replicação para os Flavivírus 

 

No ciclo de transmissão silvestre (Figura 2) os vetores, mosquitos e/ou 

carrapatos, infectam hospedeiros vertebrados através da picada durante o seu 

repasto sanguíneo. Entretanto, a transmissão entre os vetores artrópodes de maneira 

vertical transovariana (vírus dentro do ovo) ou transovo (vírus na superfície do ovo) 

(CARVALHO; LONG, 2021). O segundo ciclo de transmissão envolve o contato dos 

humanos com os artrópodes (Figura 2) devido a entrada desses em ambientes 

silvestres, ou como consequência do crescimento desordenado das cidades, o que 

contribui para o surgimento de criadouros para muitos vetores (GUARNER; HALE, 

2019). 

 

Figura 2 – Ciclos de transmissão dos arbovírus. 

 

Fonte: Autor, 2017. (EDITADO) 
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Além disso, considerando, carrapatos como vetores de JEV, o ser humano 

pode ser infectado a partir do consumo de leite contaminado, como consequência do 

animal parasitado por carrapatos infectados (MACLACHLAN et al., 2017). 

A transmissão do DENV para o hospedeiro humano ocorre através da picada 

de mosquitos fêmeas infectadas, principalmente Aedes aegypti e Ae. albopictus, 

geralmente para se alimentar do sangue do hospedeiro e amadurecer seus ovos. 

Após a picada, o hospedeiro serve como reservatório que mantém o vírus vivo e em 

constante ciclo de replicação. Outras maneiras mais raras de contaminação incluem: 

transplantes de órgãos, transmissão vertical (mãe-bebê), via intranasal e exposição 

conjuntival. Embora a maioria dos casos de dengue apresentem sintomas menos 

severos, condições debilitantes, como diabetes, asma e deficiência na enzima glicose-

6-fosfato desidrogenase podem contribuir para o desenvolvimento de quadros fatais, 

uma vez que a deficiência dessa enzima prehudica a produção de nitrogênio e 

oxigênio reativos como óxido nítrico (NO), ânion superóxido (O2
-
) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2), usados pelo sistema imune para eliminar patógenos invasores (AL-

ALIMI et al., 2014; GUARNER; HALE, 2019). 

A transmissão do ZIKV para o hospedeiro humano pode ocorrer de quatro 

maneiras diferentes (Figura 3). A mais comum delas é através da picada do mosquito 

infectado, principalmente Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. hensilli e Ae. polynesiensis. 

Após a picada, o vírus se replica nos queratinócitos epidérmicos, endoteliócitos de 

vasos sanguíneos, monócitos e produz efeitos citopáticos. 

Pode ocorrer transmissão por meio de relações sexuais, uma vez que o vírus 

pode permanecer em fluídos sexuais por vários meses. Casos de transmissão via 

transfusão de sangue foram relatados, porém os casos mais graves estão associados 

à transmissão vertical, no qual a hospedeira gestante infectada transmite o vírus para 

o feto, ocasiões nas quais os fetos têm maior probabilidade de desenvolverem 

microcefalia e outros problemas neurológicos (BHARDWAJ et al., 2021). 
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Figura 3 – Ciclo de transmissão do ZIKV. 

 

Fonte: BHARDWAJ et al., 2022. (tradução e adaptação) 

 

Após a picada do vetor infectado, o ciclo de replicação viral inicia-se com a 

aderência dos vírions à superfície da célula hospedeira. As células susceptíveis à 

contaminação são predominantemente os monócitos e as células dendríticas. As 

células são infectadas como consequência de eventos envolvendo a proteína do 

envelope (E) do vírus, uma glicoproteína organizada em dímeros que é reconhecida 

por receptores celulares, normalmente dos tipos lectina-C, fosfatidilserina e tirosina 

quinase. Em seguida, ocorre a internalização do vírus por um mecanismo de 

endocitose clatrina-dependente. Devido ao baixo pH endossômico (~6), ocorrem 

mudanças conformacionais no envelope (E), permitindo a fusão das membranas virais 

e celulares, revelando o capsídeo e liberando RNA no citoplasma da célula 

hospedeira. O RNA é traduzido em poliproteínas pelos ribossomos hospedeiros e, 

após ser translocada para a membrana do retículo endoplasmática, essa poliproteína 

é clivada em três proteínas estruturais (pré-membrana (prM), envelope (E) e capsídeo 

(C)) e sete proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B e NS5). As 

proteínas não estruturais replicam o RNA do genoma, enquanto que a montagem do 

vírus ocorre no retículo endoplasmático onde formam-se partículas virais imaturas. 

 As partículas virais imaturas são, então, transportadas pela via secretora, 

maturadas pela ação da protease viral NS2B-NS3 e clivadas pela furina do 

hospedeiro, o que gera os vírions maduros, que posteriormente são liberados por 
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exocitose (Figura 4) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; PERERA; 

KHALIQ; KUHN, 2008; SILVA-JÚNIOR, 2019). 

 

Figura 4 – Ciclo de replicação dos Flavivírus. 

 

Fonte: SILVA, 2019. 

 

2.1.5 Proteínas estruturais e não-estruturais 

 

As poliproteínas flavivirais compreendem três proteínas estruturais e sete não-

estruturais (Figura 5). As proteínas estruturais participam na formação da partícula 

viral e estão envolvidas no processo de fusão com as células hospedeiras. Por outro 

lado, as proteínas não estruturais estão envolvidas na replicação do RNA, montagem 

do vírion e modulação de resposta imune do hospedeiro (MILLIES et al., 2019). 

As proteínas não estruturais dos flavivírus são multifuncionais. Contudo, muitas 

das funções dessas ainda não foram completamente elucidadas e continuam sob 

investigação (LI; ZHANG; LI, 2017). 
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Figura 5 – Componentes estruturais e não estruturais da poliproteína flaviviral. 

 

Fonte: QUERESHI, 2018 (tradução e adaptação). (A) Produtos de clivagem e processamento da 

poliproteína. (B) Topologia da poliproteína flaviviral não processada inserida na membrana do retículo 

endoplasmático. 

 

As três proteínas estruturais dos flavivírus, membrana (M), capsídeo (C) e 

envelope (E) estão envolvidas na formação do vírion. A primeira é um fragmento 

proteolítico da glicoproteína precursora de membrana (prM); a segunda encapsula o 

genoma viral, sendo responsável por proteger o material genético; e a terceira é 

responsável por mediar os processos de adesão do vírus à superfície da célula e a 

posterior fusão das membranas hospedeira e viral, representando o principal antígeno 

para o sistema imune (SILVA-JÚNIOR, 2019; ZHANG et al., 2017). 

A NS1 (~55 kDa) é uma poliproteína necessária para a síntese de (–)ssRNA, 

bem como é indispensável em vários estágios da replicação viral e produção de 

partículas infecciosas, estando relacionada às formas severas de DENV (FONSECA 

et al., 2017; DEY et al., 2021). NS2A (~22 kDa) é uma poliproteína hidrofóbica que 

participa da replicação e organização estrutural do vírus, além de estar relacionada à 

regulação de interferon beta (INF-) e a resposta imune do hospedeiro (FONSECA et 

al., 2017). A proteína NS2B (14 kDa) é uma proteína transmembranar que funciona 

como um cofator para a proteína NS3, formando uma serino protease ativa para 

reconhecimento e proteólise da poliproteína (DEY et al., 2021). A NS4A (16 kDa) e 
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NS4B (27 kDa) são proteínas de membrana envolvidas em rearranjos necessários à 

formação do complexo de replicação viral. Além disso, a NS4A está relacionada à 

amplificação do RNA viral, enquanto a NS4B, à inibição da resposta do interferon tipo 

I (INF-I) das células hospedeiras (CUMBERWORTH et al., 2017; MILLER et al., 2007). 

Por fim, a NS5 (103 kDa) é uma proteína com várias atividades enzimáticas, incluído 

RNA-dependente RNA polimerase, RNA guanililtransferase e metiltranferase (MTase) 

(ACKERMANN; PADMANABHAN, 2001; ISSUR et al., 2009). 

A proteína E e o complexo NS2B-NS3, especialmente do DENV e do ZIKV, 

serão abordadas mais detalhadamente por serem de maior interesse para este 

trabalho. 

 

2.2 Estrutura e função da proteína E 

 

A proteína E assume diferentes conformações nas formas madura, imatura e 

na forma de fusão ativada do vírus. Ela tem um papel importante durante a maturação, 

montagem, entrada e desempenha papel crucial no ciclo de infecção viral ao mediar 

a fusão da membrana viral com a membrana endossômica. Além disso, ela é um alvo 

para a maioria dos anticorpos neutralizantes (DEY et al., 2021; PERERA; KHALIQ; 

KUHN, 2008). 

A glicoproteína E dos flavivírus (Figura 6) é uma proteína de fusão classe II que 

compartilha cerca de 40% de identidade dos aminoácidos dentre o gênero Flavivirus, 

sendo a principal proteína de superfície viral  (PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008). Ela 

consiste num ectodomínio solúvel formado pelos resíduos 1-394 e um domínio 

transmembranar helicoidal com os resíduos 395-495. O ectodomínio é dividido em 

três domínios, nomeados DI (resíduos 1-52, 132-192 e 272-299), DII (resíduos 53-131 

e 193-271) e DIII (resíduos 300-394) (DEY et al., 2021). O DI conecta DII ao DIII; o DII 

contém o loop de fusão que interage com a membrana hospedeira durante a fusão 

das membranas, enquanto DIII é uma estrutura de ligação à imunoglobulinas, 

importante no reconhecimento molecular pelos receptores celulares e anticorpos 

neutralizantes, além de possuir um suposto sítio receptor-ligante e ter importante 

papel durante a fusão (SHI; GAO, 2017). O domínio transmembranar é o principal 

responsável por mediar a entrada viral em pH ácido (YANG et al., 2019). 
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A proteína E dos flavivírus mantêm quatro resíduos de histidina (His) (posições 

144, 246, 284 e 319), localizados no interdomínio do dímero E, que podem ser 

importantes nos processos iniciais do ciclo de vida dos flavivírus ou para regular a 

trimerização da proteína E em pH baixo (ZHANG et al., 2017). 

 

Figura 6 – Representação gráfica da proteína E dos flavivírus. 

 

 

FONTE; Autor, 2022. Em (A), estrutura tridimensional da proteína E dos flavivírus e seus respectivos 

domínios (PDB ID: 1UZG). Em (B), sobreposição das proteínas E do DENV (PDB ID: 1OKE) e ZIKV 

(PDB ID: 5JHM), em verde e magenta, respectivamente. Ilustração elaborada utilizando-se o software 

PyMol® v. 0.99. 

 

O ectodomínio é organizado em 60 espículas triméricas radiais na superfície 

viral e, até a maturação, é reorganizado em 90 dímeros localizados em uma orientação 

tangencial fortemente compactados uns contra os outros, o que torna a membrana 

lipídica viral interna inacessível. No vírion maduro, a proteína E é organizada em 30 

aglomerados de três homodímeros, cobrindo a superfície do vírion e somando um total 

de 180 monômeros (DEY et al., 2021; PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008; SAMPATH; 

PADMANABHAN, 2009).  

O mecanismo de fusão das membranas celular e viral possui duas funções 

importantes, sendo a liberação do núcleocapsídeo viral de seu envelope protetor e a 
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transferência da informação genética viral para o interior da célula hospedeira, onde 

se inicia o processo de replicação (STIASNY; HEINZ, 2006).  

A proteína E possui 4 sítios de interesse para o planejamento de inibidores 

(Figura 7) dos quais o mais é abordado é o sítio -octilglucosídeo, localizado entre os 

domínios DI e DII, devido está relacionado aos eventos iniciais da infecção viral 

(HENGPHASATPORN et al., 2020). 

 

Figura 7. Sítios disponíveis para o planejamento de inibidores da proteína E do 

DENV e ZIKV. 

 

Fonte: HENGPHASATPORN et al., 2020. Quatro sítios de ligação na proteína E (X’, Y’, K e K’). Nos 

sítios: potentes inibidores encontrados por métodos in sílico e suas interações com resíduos de 

aminoácidos de acordo com a energia de afinidade. 

 

Assim, a proteína E é um interessante alvo para o planejamento de inibidores 

da fusão de membranas e, como consequência, bloqueadores da entrada viral 

(PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008). 

 



25 
 

 

2.2.1 Inibidores da proteína E 

 

Muitos esforços têm sido depositados no desenvolvimento de antivirais que 

possam bloquear os eventos inicias do ciclo de vida dos flavivírus. Um dos principais 

pontos é o desenvolvimento de pequenas moléculas que possam se ligar à proteína 

E, na superfície do vírion e impedir a entrada viral (LI et al., 2019). 

Um atrativo alvo tem sido um bolso hidrofóbico, localizado entre DI e DII da 

proteína E, que pode estar relacionado ao processo de entrada viral, e a região em 

forma de haste que precisa interagir com o trímero da proteína E durante a fusão de 

membrana endossomal (YANG et al., 2019). 

Utilizando triagem de alto rendimento baseada em células infectadas com 

DENV-2, o composto 1 (Figura 11) apresentou um valor de EC50 de 0,48 ± 0,06 M. 

Este foi identificado como inibidor dos estágios inicias da entrada viral, uma vez que 

foi verificada a redução da carga viral entre 94-95%, quando as células foram pré-

incubadas com o inibidor e, em seguida, infectadas com o DENV-2, ao passo que a 

redução foi menor quando as células foram previamente infectadas e posteriormente 

tratadas com 1. Além disso foi igualmente potente contra os outros sorotipos de DENV 

(1, 3 e 4), tendo como alvo a proteína E, afetando a translocação e o rearranjo de 

domínios ou interferindo no processo de fusão das membranas viral e celular (YANG 

et al., 2019). 

O composto 2 foi identificado como um potente inibidor do ZIKV e dos quatro 

sorotipos de DENV, atuando por meio de uma forte ligação com o dímero da proteína 

E, entre DI e DII, bloqueando a transição para o trímero, estado pós-fusão do envelope 

viral (SCHMIDT et al., 2012; WISPELAERE et al., 2018). O composto 3 se liga 

diretamente à proteína E pré-fusão, inibindo a fusão viral de maneira dependente da 

concentração (LIAN et al., 2018). 

Uma série de derivados indólicos (4, 5 e 6) apresentou, como principal modo 

de ação, a inibição da proteína E durante a entrada viral do ZIKV e do DENV-2, 

exibindo toxicidade mínima (PITTS et al., 2019b). Derivados cianoidrazinas (7, 8, 9 e 

10) também se mostraram capazes de bloquear a entrada viral por meio da inibição 

da fusão mediada pela proteína E para múltiplos flavivírus (LI et al., 2019). 

Tomados em conjunto, nota-se que os inibidores da proteína E dos flavivírus 

supracitados (Figura 8) compartilham entre si determinadas características, seja a 

presença do grupo ciano, o anel indólico ou bioisosterismo. 
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Figura 8 – Inibidores da proteína E dos vírus DENV2 e ZIKV. 

 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

2.3 Estrutura e função da protease NS2B/NS3 

 

A proteína NS3 é uma proteína multifuncional, que possui dois domínios 

funcionais, sendo um domínio protease (NS3pro) e um domínio helicase (NS3hel) que 

possui atividade de serino protease, RNA fosfatase, nucleosídeo fosfatase e helicase 

(SHI; GAO, 2017). É uma proteína importante para a replicação viral, mas para ser 

completamente ativa precisa estar associada à proteína NS2B, que atua como um 

cofator peptídico, essencial para o reconhecimento do substrato e estabilidade do 

complexo (AGUILERA-PESANTES et al., 2017; LI; ZHANG; LI, 2017). A proteína NS3 

dos flavivírus apresenta uma tríade catalítica funcional, formada pelos resíduos His51, 
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Asp75 e Ser135, importantes para a clivagem do substrato peptídico e processamento 

da poliproteína (MUKHAMETOV et al., 2014). 

O complexo NS2B-NS3 (Figura 9), formado pela associação das proteínas 

NS2B e NS3pro, é responsável por clivar a poliproteína precursora das proteínas 

estruturais (P1-4) e não estruturais (NS) que são essenciais para a reorganização 

estrutural, montagem e replicação dos vírions, ao passo que suprimem a resposta 

imune humana por clivar o gene estimulador de interferon (MILLIES et al., 2019a). A 

proteína NS2B contribui apenas com uma pequena proporção hidrofílica para a 

ativação da proteína NS3. Enquanto que a maior parte serve como âncoras de 

membrana hidrofílicas (VOSS; NITSCHE, 2020). 

 

Figura 7 – Estrutura tridimensional para a protease NS2B-NS3 dos flavivírus. 

 

FONTE: Autor, 2022. Em vermelho, a proteína NS2B e em verde a proteína NS3 (PDB ID: 5GXJ). 

Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. 

 

Em relação ao substrato peptídico clivado, a área de ligação é dividida em 

bolsos secundários (sítios) denotados de S1-S4 (na região N-terminal) e subsítios S1’-

S4’ (na região C-terminal), enquanto os resíduos que se ligam a esses bolsos são 

denominados por P1-P4 ou P1’-P4’, respectivamente (Figura 10)  (BEHNAM; KLEIN, 

2020). 
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Figura 10 – Subsítios de ligação na protease NS3 dos flavivírus. 

 

FONTE: Autor, 2022. (PDB ID: 3U1I). Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. 

 

A clivagem do substrato peptídico ocorre inicialmente a partir da captura de um 

próton da Ser135, pela His51, transformando o resíduo Ser135 em um nucleófilo mais 

forte, que ataca a carbonila P1 do substrato (Figura 11, I). O intermediário formado é 

estabilizado por ligações de hidrogênio com a Gly153 no buraco oxoaniônico (Figura 

11, II), cuja decomposição resulta na clivagem da região C-terminal e liberação de 

uma amina como produto. A fração N-terminal permanece ligada covalentemente a 

Ser135 via ligação éster. A His51, agindo como base melhora a nucleofilicidade de uma 

molécula água (Figura 11, III), gerando um ânion hidroxila que hidrolisa a ligação éster. 

Ocorre, então, a segunda clivagem e um ácido carboxílico é liberado como produto, 

envolvendo uma etapa de reprotonação (Figura 11, IV) (SILVA-JÚNIOR, 2019). 
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Figura 11 – Mecanismo enzimático da tríade catalítica na protease NS2B-NS3. 

 

FONTE:  Silva-Júnior, 2019.  Em (I), o ataque nucleofílico realizado pela Ser135; Em (II), o sítio 

oxoaniônico compostos pela Gly153, estabiliza o intermediário tetraédrico liberando uma amina como 

produto; Em (III), o substrato (covalentemente ligado) sofre um novo ataque nucleofílico pela água; Em 

(IV), um rearranjo ocorre e estabiliza o segundo intermediário tetraédrico, liberando um ácido 

carboxílico, como produto final. 

 

Nos flavivírus, a sequência de aminoácidos da proteína NS3 é altamente 

conservada (Figura 12), variando entre 50 e 75% de identidade, sendo possível, 

portanto, supor que inibidores desenvolvidos para um determinado flavivírus possam 

também apresentar alguma atividade frente a outros membros da mesma família 

(MILLIES et al., 2019a). 
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Figura 12. Alinhamento de sequências dos domínios da protease NS3 de alguns 

flavivírus. 

 

Fonte: Li; Zhang; Li, 2017. 

 

Adicionalmente, o complexo NS2B/NS3 pode se apresentar, principalmente, 

em duas diferentes conformações, sendo uma forma aberta, cataliticamente inativa, e 

outra fechada, cataliticamente ativa. Ainda, uma conformação “superaberta” tem sido 

relatada por Aleshin et al. (2016), cujas estruturas estão disponíveis no Protein Data 

Bank (PDB) com os códigos 6UM3 e 5TFN que, embora não sejam naturais, podem 

ser obtidas experimentalmente. Tais resultados ainda não foram publicados, porém 

podem ser encontrados sob os registros doi: 10.2210/pdb6UM3/pdb e doi: 

10.2210/pdb5TFN/pdb, respectivamente. Na forma ativa a proteína NS2B está em 

torno da NS3, formando uma volta- com a região C-terminal, a qual contribui para os 

sítios de ligação P2 e P3 da protease. 

Além disso, a protease tem preferência por substratos com regiões dibásicos 

em P1 e P2, possuindo como sítio de clivagem a ligação peptídica dos resíduos de 

Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys, em tais posições. Consequentemente, substratos com 

caráter dibásico em P1 e P2 favorecem as interações eletrostáticas  (CANNALIRE et 

al., 2019b; KÜHL et al., 2020; MILLIES et al., 2019a; NITSCHE et al., 2014; VOSS; 

NITSCHE, 2020).  

Adicionalmente, a protease NS2B-NS3 apresenta um sítio alostérico situado na 

face oposta à tríade catalítica do sítio ativo, o qual vem sendo abordado como alvo 

para inibidores não-competitivos (alostéricos). Embora não esteja totalmente claro o 
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modo de ligação dos inibidores nesse sítio, sabe-se que este é delimitado pelos 

resíduos de ambas NS2B e NS3pro (Met49, Lys74, Leu76, Trp83, Lys84, Leu85, Glu86, 

Gly87, Glu88, Trp89,  Val146, Val147, Gly148, Leu149, Tyr150, Gly151, Asn152, Ala164, Ile165 e 

Ile166) e tem sido observada sua existência nas conformações aberta e fechada da 

protease do DENV-2 e ZIKV, sendo caracterizado por uma fenda predominantemente 

hidrofóbica (LIMA et al., 2021; SILVA-JÚNIOR, 2019). Também foi verificado por 

Millies e colaboradores (2019) que o sítio alostérico está localizado próximo da Asn152, 

que frequentemente é denominado como um interruptor molecular entre as 

conformações aberta e fechada. O resíduo Asn152 é conservado em todas as 

proteases dos flavivírus e a inativação da protease tem sido verificada quando este 

resíduo é modificado por outros aminoácidos (MAUS et al., 2021a; SILVA-JÚNIOR, 

2019). 

Desse modo, a proteína NS3pro é um alvo atrativo para o desenvolvimento de 

agentes antiflavivirais, visando o sítio ativo e/ou alostérico que possam atuar inibindo 

o complexo de replicação viral, inativando a protease e levando à morte do vírus (LI; 

ZHANG; LI, 2017; MILLIES et al., 2019a; SILVA-JÚNIOR, 2019). 

 

2.3.1 NS2B-NS3 do DENV e ZIKV 

 

O DENV possui cinco sorotipos, os quais apresentam cerca de 65% de 

similaridade e 45% de identidade dentre seus genomas virais. Por outro lado, são 

conhecidas apenas duas linhagens do ZIKV, sendo uma linhagem africana e outra 

asiática. Ambas as linhagens são praticamente idênticas, compartilhando mais de 

95% de identidade de seus aminoácidos (DOWD et al., 2016; SILVA-JÚNIOR, 2019). 

Entre a protease NS2B-NS3 do DENV e do ZIKV, a similaridade sequencial é 

maior que 50% e o valor RMSD observado é de 1.1 Å, indicando grande similaridade 

estrutural, a qual pode ser observada a partir da sobreposição das proteases de 

ambos os vírus nas conformações aberta e fechada (Figura 13) (MILLIES et al., 

2019a). Sendo possível, à princípio, usar os mesmos, ou inibidores análogos contra 

ambos os alvos. 
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Figura 13 – Sobreposições das conformações aberta e fechada da protease 

NS2B-NS3 do DENV e ZIKV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Sobreposição da conformação aberta (A) e fechada (B) para a protease do DENV 

(PDB ID: 2FOM e 2M9P, respectivamente) em verde e ZIKV (PDB ID: 5GXJ e 5LC0, respectivamente) 

em vermelho. Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. 

 

Nitsche e colaboradores (2011) sintetizaram uma série de 86 

arilcianoacrilamidas e avaliaram seu potencial inibitório frente à protease do DENV. 

No estudo foi observado que um substituinte arila em R1 e um hidrogênio ou um 

pequeno fragmento alifático em R2 poderiam interagir com o subsítio S1, enquanto o 

resíduo da amida mimetizaria uma estrutura peptídica e interagiria com os elementos 

de reconhecimento em S1’. A nitrila, no entanto, poderia induzir uma interação dipolo-

dipolo ou criar uma ligação covalente reversível entre o inibidor e a protease (Figura 

14), sendo capaz de interagir com a Ser135 do sítio catalítico (NITSCHE; STEUER; 

KLEIN, 2011). 

 

Figura 14 – Interação dipolo-dipolo de arilcianoacrilamidas com o resíduo 

catalítico (Ser135) da protease NS2B-NS3. 

 

FONTE: Autor, 2022. (Adaptação de NITSCHE, 2011). Ilustração elaborada utilizando-se o software 

ChemDraw® v. 12. 
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Dentre os derivados sintetizados no trabalho de Nitsche e colaboradores 

(2011), os compostos 11, 12, 13 e 14 (Figura 15) foram identificados como sendo os 

análogos mais promissores contra a protease flaviviral, sendo o composto 12 o mais 

ativo e seletivo contra DENV (51% de inibição, Ki = 35,7 M). Contudo, outros 

análogos tais como 15-19, também apresentaram boa atividade inibitória. 

Quando comparada a porcentagem de inibição das proteases do DENV e do 

WNV em relação à trombina para o composto 12, verifica-se valores de 51,7; 55,0 e 

24,4, respectivamente. A porcentagem de inibição foi determinada usando-se 

concentrações de 0,1; 0,15 e 0,01 M da enzima do DENV, WNV e trombina, 

respectivamente; enquanto a concentração do inibidor foi 50 M para DENV e WNV 

e 25 M para trombina. Os valores de Ki obtidos foram 35,7; 44,6 e 102 M para 

DENV, WNV e trombina, respectivamente. Assim, estes valores indicam que o 

análogo 12 é seletivo para proteases flavivirais (NITSCHE; STEUER; KLEIN, 2011). 

Uma série de -acetoamidas mostrou-se promissora frente a protease do 

DENV, sendo os compostos 20, 21, 22 e 23 (Figura 15) os mais potentes. Uma 

atenção especial deve ser direcionada ao composto 20, que na concentração de 50 

M, apresentou atividade inibitória de 39,1% frente à protease do DENV (STEUER et 

al., 2011). 

Outro trabalho reportou o composto 24 como potencial inibidor alostérico da 

protease, apresentando atividade contra os sorotipos DENV-2 e DENV-3, com valores 

de IC50 de 0,64 e 0,54 M, respectivamente (YAO et al., 2019). 
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Figura 15 – Inibidores da protease NS2B-NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

Estudos complementares de docking molecular revelaram que o núcleo indólico 

se liga ao subsítio S1 da protease do DENV mantendo interações hidrofóbicas com 

os resíduos Tyr150 e Asp129, enquanto a cadeia lateral composta pelo grupamento -

acetoamida interage com os resíduos Ser135 e His51 (Figura 16) (STEUER et al., 2011). 

Deste modo, a série de compostos sintetizados por Steuer e colaboradores são 

potentes inibidores competitivos do sítio catalítico da protease flaviviral. 
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Figura 16 – Interação do anel indólicos do composto 20 com a protease NS2B-

NS3. 

 

FONTE: Steuer et. al., 2011. 

 

2.4 Planejamento de Compostos Bioativos Baseados em Fragmentos (FBDD) 

 

Os fragmentos são essencialmente moléculas pequenas com peso molecular 

≤ 300, número de aceptores de ligação de hidrogênio ≤ 3 e logP ≤ 3. Para o FBDD, os 

fragmentos apresentam uma série de vantagens, as quais incluem: maior potencial 

para novas espécies químicas, melhores propriedade físico-químicas e maior 

eficiência de ligação no sítio ativo (SAUR et al., 2020; WANG et al., 2021). Além disso, 

os fragmentos devem apresentar baixo grau de complexidade para interagir 

atrativamente com o alvo e evitar interações desfavoráveis (KIRSCH et al., 2019). 

Em geral, o planejamento de novas moléculas, através do FBDD  (do inglês, 

fragment-based drug design) consiste de três passos principais: (i) construir uma 

biblioteca de pequenos fragmentos, os quais devem apresentar propriedades físico-

químicas promissoras, diversidade estrutural, melhorando o perfil farmacocinético do 

composto final; (ii) realizar uma triagem dos fragmentos e descobrir quais deles têm 

maior afinidade pelo alvo selecionado, resultando em um ranqueamento baseado no 

score de cada um deles; por fim, (iii) otimizar os fragmentos (WANG et al., 2021; 

WILSON et al., 2021). A otimização dos fragmentos para obtenção de moléculas mais 

potentes pode ser alcançada por meio de três abordagens principais: (a) aumento do 

tamanho do fragmento, (b) por ligação do fragmento a um núcleo farmacofórico ou (c) 

por fusão de fragmentos (ERLANSON; DAVIS; JAHNKE, 2019; KIRSCH et al., 2019). 
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A abordagem preferida pelos pesquisadores para obtenção de compostos 

leads é o aumento do tamanho do fragmento (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Esta é 

baseada na adição de um fragmento com interações significativas, seguido pela 

adição de um ou mais fragmentos que complementam um sítio ativo específico para 

melhorar a atividade farmacológica (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Este processo 

pode ser realizado através de estrutura de raio-X, docking molecular ou por 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) (ERLANSON; DAVIS; JAHNKE, 2019; 

KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Durante esse processo, é fundamental que as 

interações mais importantes do fragmento inicial com o alvo sejam mantidas durante 

a formação dos compostos otimizados (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). 

O docking molecular é uma ferramenta computacional cada vez mais utilizada 

para o desenvolvimento de novas moléculas baseadas em fragmentos (do inglês, 

fragmente-based drug design – FBDD), fornecendo uma melhor compreensão das 

interações entre proteínas e moléculas que exercem o papel de ligantes (MENG, X. 

Y., ZHANG, H. X., MEZEI, M., & CUI, 2011). Este é um método estocástico que busca 

quantizar as interações possíveis entre o ligante e a proteína, fornecendo uma 

pontuação (score) que estima o grau de afinidade do ligante pelo alvo. Quanto maior 

a afinidade de um ligante pela biomacromolécula mais promissor será esse ligante 

(YURIEV; AGOSTINO; RAMSLAND, 2011). 

A estratégia FBDD tem como objetivo identificar estruturas químicas iniciais e, 

então, otimizá-las, baseando-se em um alvo específico (ERLANSON; DAVIS; 

JAHNKE, 2019; KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Esta estratégia foi primeiramente 

apresentada em 1996 por Fesik e colaboradores e seu conceito foi proposto por Hol 

na mesma década (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Desde sua descoberta até os 

dias atuais, o FBDD tem sido associado a vários casos de sucesso, nos quais outros 

métodos foram insuficientes (ERLANSON; DAVIS; JAHNKE, 2019; KUMAR; VOET; 

ZHANG, 2012). 

Em 2020, Quek e colaboradores usaram FBDD para identificar pequenos 

fragmentos moleculares contra a protease NS2B-NS3 do Zika. Estes pesquisadores 

identificaram mais de 20 fragmentos hits (Figura 17), os quais servem como referência 

e são úteis para o desenvolvimento de novos inibidores da protease NS2B-NS3 dos 

flavivírus. 
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Figura 17 – Fragmentos hits identificados contra a protease NS2B-NS3 do ZIKV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

A técnica de FBDD tem sido empregada com sucesso na busca por inibidores 

covalentes irreversíveis de tirosina quinase de Bruton (BTK) (QIU et al., 2018), na 

descoberta de derivados 2,3-diidro-1H-inden-1-amina como inibidores potentes e 

seletivos da monoaminoxidase B (XIAO et al., 2018).  

A Astex Pharmaceuticals®, fazendo uso do docking molecular e FBDD, partiu 

do fragmento indazol (IC50 = 185 M) e, a partir deste, foi capaz de criar um composto 

mais complexo e mais potente (IC50 = 0,047 M) frente à quinase-2 dependente de 

ciclina – CDK2.  

Outros trabalhos também têm obtido sucesso, tal como está evidenciado no 

trabalho de Murray e Blundell (2010) onde, partindo-se de fragmentos com valores de 

IC50 > 100 M, foram obtidas diversas moléculas com valores de IC50 < 0,4 M (Figura 

18). 
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Figura 18 – Inibidores de outros alvos encontrados por FBDD. 

 

FONTE: Autor, 2022. (Adaptado). 

 

Diante do exposto, torna-se evidente que a busca por novos inibidores da 

NS2B-NS3 é essencial para o desenvolvimento de potenciais agentes antivirais, uma 

vez que tal complexo enzimático está envolvido na síntese e processamento da 

poliproteína fundamental para o ciclo de replicação dos flavivírus. Além disso, é 

notório que a técnica de planejamento de compostos bioativos por fragmentos tem 

obtido resultados promissores, entretanto, tem sido pouco explorada no campo de 

desenvolvimento de antivirais. Dessa forma, este projeto de pesquisa almejou 

sintetizar novos potenciais inibidores planejados por meio da técnica de fragmentos e, 

em seguida, avaliar suas atividades frente à NS2B-NS3 do ZIKV e DENV. 

Posteriormente, os candidatos a antivirais, foram avaliados em ensaios de 

citotoxicidade e atividade antiviral em células infectadas com flavivírus. Por fim, 

espera-se que o projeto possa contribuir para o avanço da química medicinal de 

antivirais, produzindo resultados relevantes para a literatura científica, os quais 

possam servir como subsídios para o desenvolvimento de pesquisas posteriores. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Sintetizar e avaliar a atividade antiviral de potenciais inibidores da proteína 

estrutural E e da protease NS2B-NS3 dos vírus da ZIKA e da Dengue planejados 

baseados em fragmentos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

➢ Planejar racionalmente potenciais inibidores das proteínas E e NS2B-NS3 de 

flavivírus por meio da técnica de fragment-based drug design (FBDD) em uma 

quimioteca in-house; 

➢ Sintetizar os derivados mais promissores frente aos alvos almejados;  

➢ Verificar o perfil citotóxico dos novos compostos por ensaios de MTT em células 

Vero E6; 

➢ Avaliar a atividade inibitória dos compostos frente à protease NS2B-NS3 dos 

vírus Zika e Dengue em ensaios de fluorescências; 

➢ Determinar parâmetros físico-químicos; 

➢ Avaliar a atividade inibitória dos compostos em ensaios com células Vero E6 

infectadas por ZIKV; 

➢ Propor e discutir a Relação Estrutura-Atividade (REA) para todas as novas 

séries de moléculas finais ativas frente ao ZIKV (em células e NS2B-NS3) e 

DENV (NS2B-NS3); 

➢ Elucidar potenciais interações entre as moléculas mais promissoras e as 

proteínas E e NS2B-NS3 do ZIKV e DENV por meio de estudos de docking 

molecular. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Cromatografias 

 

4.1.1 Cromatografias em camada delgada (CCD) 

 

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de 

Sílica Gel 60 F254 da MERCK® de 0,25 mm de espessura. Estas foram utilizadas para 

monitorar o andamento das reações, bem como, determinar os fatores de retenção 

(RF) dos compostos finais. Os valores de RF foram calculados através da razão:  

distância percorrida pela amostra /distância percorrida pela fase móvel, após eluição 

das respectivas placas (SIMÕES et al., 2010). Por fim, a interpretação das placas de 

CCD foi realizada com o auxílio de luz emissora de radiação ultravioleta (UV-vis), no 

comprimento de onda () de 254 nm. 

 

4.1.2 Cromatografia em coluna 

 

Para a purificação de alguns compostos sintetizados neste trabalho foi utilizada 

técnica de cromatografia em coluna. Os compostos impuros foram incorporados em 

sílica gel 60 (0,063-0,2 mm, 70-230 mesh, da marca MERCK®) e adicionados à coluna 

cromatográfica seguido da adição do eluente apropriado para cada separação. As 

frações obtidas foram coletadas em tubos de ensaio com dimensões 16 x 150 mm (20 

mL). Por fim, as frações contendo a substância de interesse pura foram misturadas, 

rotaevaporadas e secas a vácuo, rendendo o produto puro. 

 

4.1.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – CLAE 

 

A pureza dos compostos e o tempo de retenção foram determinados a partir de 

cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE (do inglês: High-Performance Liquid 

Chromatography – HPLC), utilizando-se cromatógrafo líquido HEWLETT PACKARD® 

1100 series, empregando-se uma coluna C18 com dimensões de 75 mm x 2,0 mm, 

da marca AGILENT® InfinityLab Poroshell 120 SB. Para os experimentos, metanol ≥ 



41 
 

 

99% (grau HPLC) foi utilizado como fase móvel do sistema. A concentração da 

amostra foi igual a 1mg/mL; o fluxo de corrida foi de 5 L/min; o tempo de corrida foi 

de 10 minutos e o volume de injeção de 5 L. Por fim, os tempos de retenção (RT) 

foram computados em minutos (min) e a absorbância, em miliunidades de 

absorbância (mAU) (BRITO et al., 2017). 

 

4.2 Pontos de Fusão (PF) 

 

Os pontos de fusão foram determinados utilizando equipamento 

MSTecnopon®, modelo PFII Digital, com capacidade de atingir a temperatura de 330 

ºC em tubos capilares de vidro, contendo individualmente cada uma das amostras 

sólidas. Inicialmente foi admitida a temperatura de 30 ºC como temperatura de partida 

e, então, o aumento desta foi monitorado até a fusão completa da amostra, sendo 

considerado como ponto de fusão valores compreendidos em uma faixa de até 2 ºC 

de diferença entre os experimentos realizados em triplicata.  

 

4.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogênio (¹H) e Carbono Treze 

(¹³C) 

 

Os espectros de RMN 1H e 13C foram obtidos em equipamento Brüker®, modelo 

Avance DRX 600 MHz – Ultrashield®, utilizando dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) 

como solvente analítico. Sobre os espectros, os deslocamentos químicos () foram 

computados em partes por milhão (ppm). As constantes de acoplamento (J) inerentes 

aos sinais de RMN de 1H foram computadas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos 

sinais foram instituídas da seguinte maneira: simpleto (s), simpleto de base larga (br 

s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qi), sexteto (sex), 

septeto (sep), e multipleto (m). 

 

4.4 Planejamento Racional 

 

4.4.1 Planejamento Racional de Inibidores Baseados em Fragmentos (FBDD) 
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Inicialmente, uma quimioteca in-house, contendo 254 fragmentos (incluindo 

reagentes e solventes) foi construída, onde estes foram convertidos em arquivos 3D 

utilizando-se o software ChemDraw Ultra® versão 12.0. Subsequentemente, estes 

foram minimizados energeticamente empregando-se o método Austin Model (AM1), 

no software ArgusLab®.  

Posteriormente, foi realizado o docking molecular de todos os fragmentos frente 

às proteínas E e NS2B-NS3 do DENV (uma vez que são estruturas conservadas em 

vários flavivírus), visando selecionar os melhores fragmentos para o planejamento de 

novas moléculas (Figura 19), os melhores fragmentos foram, então, combinados para 

que fossem obtidas novas moléculas com maior grau de complexidade.  

 

Figura 19 – Fluxo de trabalho utilizado para a seleção dos fragmentos por meio 

de docking molecular. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software Microsoft Power Point 2013®. 

 

Os arquivos contendo as estruturas tridimensionais das proteínas alvos foram 

obtidos no Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank – 

RCSB, sob os códigos PDB 2FOM para o sítio de inibição alostérica 

(https://www.rcsb.org/structure/2FOM), 3U1I para o sítio catalítico 

(https://www.rcsb.org/structure/3U1I) e 1OKE para a proteína estrutural E 

(https://www.rcsb.org/structure/ 1OKE). Posteriormente, as proteínas foram pré-

tratadas empregando-se o software AutoDock Tools® (http://autodock.scripps.edu/) 

https://www.rcsb.org/structure/2FOM
https://www.rcsb.org/structure/3U1I
https://www.rcsb.org/structure/%201OKE
http://autodock.scripps.edu/
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para a retirada de moléculas cocristalizadas à estrutura das proteínas, incluindo água 

e íons. Em seguida, foram introduzidas as coordenadas da caixa de busca como 

sendo x: -2,214; y: -13,879 e z: 18,198 (PDB: 2FOM); x:42,309, y: -44,083 e z: 40,912 

(PDB: 3U1I) e x: -11,561; y: 74,872 e z: 50,188 (PDB: 1OKE). Tais coordenadas foram 

obtidas a partir dos respectivos alvos também por meio do software AutoDock Tools®, 

considerando a região delimitada pelos resíduos de aminoácidos essenciais para a 

total atividade do alvo. 

 

4.5 Viabilidade Celular, Ensaio Antiviral e Anti-NS2B-NS3 

 

4.5.1 Viabilidade celular 

 

A avaliação da citotoxicidade foi realizada in vitro para todos os compostos 

sintetizados. As células Vero E6 foram plaqueadas em uma microplaca com 96 poços, 

numa densidade de 2 x 104 células por poço e cultivadas a 37 ºC com atmosfera de 

5% CO2. Monocamadas de células foram cultivadas em DMEM-low glicose (Sigma-

Aldrich®, St. Louis, MO, USA) com 2% de soro fetal bovino (Gibco) e solução 

antibiótica antimicótica (Gibco) por 48 horas na presença dos acrilatos (LRS01-04), 

das cianoacrilamidas LRS (05-23) e do composto dinitrilado (LRS25) na concentração 

de 10 M. 

A viabilidade celular foi realizada usando-se o ensaio citotóxico MTT (3-(4,5-

dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazólio (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). A solução 

de MTT foi adicionada na concentração de 0,5 mg/mL, seguida de incubação por 3 

horas. O meio de cultura foi removido e 150 L de dimetilsulfóxido (DMSO) foram 

adicionados a cada poço levando a solubilização dos cristais deformazan. O valor da 

absorbância do controle em branco (apenas o meio de cultura usado na ausência dos 

compostos) foi subtraído de todas as amostras. A absorbância de cada poço foi 

medida em um comprimento de onda de 492 nm e a porcentagem de viabilidade foi 

calculada por meio da equação 1. 

 

Viabilidade celular (%) = [absorbância da amostra/média da absorbância das células 

de controle] x 100 

Equação 1 
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4.5.2 Ensaio antiviral 

 

Para ensaio antiviral, inicialmente, foi realizada a diluição seriada do estoque 

de ZIKV e a diluição viral que reduziu a viabilidade celular em pelo menos 80% foi 

utilizada nos ensaios antivirais. Depois disso, as células Vero E6 foram plaqueadas a 

2 x 104 células/poço em uma microplaca de 96 poços e mantidas a 37 ºC e 5% de 

atmosfera de CO2 até atingir a confluência de ~80-90%. A adsorção do vírus foi então 

realizada incubando as células com diluição de ZIKV 1:200 em meio DMEM-baixa 

glicose/soro fetal bovino a 2% por 2 h com homogeneização a cada 15 min. Em 

seguida, o meio foi removido e as monocamadas celulares foram lavadas com solução 

salina tamponada com fosfato, e os compostos sintetizados foram adicionadas a 10 

ou 20 µM.  

 

4.5.3 Ensaio anti-NS2B-NS3 

 

4.5.3.1 Preparação da proteína NS2B-NS3 

 

As proteases de DENV-2 e ZIKV foram expressas em células de Escherichia 

coli BL21-Gold (DE3) (Agilent Technologies), conforme descrito por Hammerstein et 

al. (2019). Em seguida, meios LB contendo 100 µg/mL de ampicilina, à temperatura 

de 37 ºC, foram usados para o crescimento celular. Além disso, a superexpressão foi 

induzida pela adição de 1 mM de IPTG a uma DO 600 de ~0,8 nm e incubada a 20 ºC, 

por 16 h. As células foram coletadas por centrifugação, choque congelado em 

nitrogênio líquido e armazenadas a –20 ºC. Para purificação, as células foram 

ressuspensas em tampão de lise (20 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl, 2 mM imidazol, 

0,1% (v/v) TritonX-100, RNase e lisozima) e lisadas por sonicação (Sonopuls, 

Bandelin). A cromatografia de afinidade utilizando uma coluna HisTrap HP (GE 

Healthcare, Chicago, EUA) foi utilizada para analisar o sobrenadante, após 

centrifugação para remoção de detritos celulares. Quantidades aumentadas 

subsequentes de tampão de eluição (Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 

250 mM) foram usadas para remover proteínas ricas em histidina e outras impurezas. 

Ainda, cromatografia de exclusão de tamanho (SEC) usando um HiLoad 16/600 

Superdex 75 pg (GE Healthcare, Chicago, EUA) e eluído em tampão SEC (20 mM 
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Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) foram empregadas como métodos para eluir e purificar 

todas as frações. Por fim, antes do armazenamento a –80 ºC, as proteínas foram 

concentradas e congeladas rapidamente com nitrogênio líquido (MAUS et al., 2021b; 

MILLIES et al., 2019b). 

 

4.5.3.2 Ensaios fluorométricos 

 

Para investigar a atividade inibitória dos compostos em relação às proteases 

de DENV-2 e ZIKV, foi realizado um ensaio baseado nos substratos fluorogênicos ou 

substratos baseados em FRET. Os compostos e substratos testados foram 

preparados como soluções estoque de DMSO. Posteriormente, esses compostos 

foram dispersados em placas de microtitulação de 96 poços branco de fundo chato, 

sendo 90 µL de tampão, 2,5 µL de solução enzimática, 5 µL de inibidor em DMSO (ou 

DMSO puro como controle) e 2,5 µL de solução do substrato correspondente, 

totalizando 100 µL de volume por poço. Todos os valores de fluorescência foram 

medidos a partir de Greiner Bio-One, um leitor de placas Tecan Infinite F2000 PRO. 

Em geral, todos os resultados foram obtidos e analisados a partir de pelo menos três 

experimentos independentes de medidas. Uma concentração de 20 µM para os 

inibidores foi assumida como triagem inicial (LEATHERBARROW, 2007).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

5.1 Planejamento dos Inibidores por FBDD 

 

A técnica computacional de FBDD, embora não seja uma ferramenta recente, 

seu uso vem ganhando força desde a última década, sendo cada vez mais aplicada 

por vários pesquisadores em diversas áreas. Uma busca rápida pelo termo FBDD (no 

título de trabalhos) na plataforma do ScienceDirect exibe mais de 463 resultados, dos 

quais o primeiro trabalho data de 1980. Contudo, a partir de 2009 é percebido o 

aumento significativo na quantidade de trabalhos que utilizam a técnica ou que a 

citam. Apenas em 2021, mais de 56 artigos relacionados ao tema foram depositados 

em tal plataforma. 

A quantidade crescente de materiais publicados relacionados ao tema 

evidencia que a técnica é uma ferramenta que tem se mostrado promissora para o 

planejamento de moléculas contra vários alvos, incluindo proteínas e enzimas de 

diferentes vírus e bactérias. 

Neste trabalho, a triagem de fragmentos frente à proteína E e ao complexo 

NS2B-NS3 dos flavivírus favoreceu a seleção do núcleo indólico como fragmento 

inicial para o planejamento de potenciais inibidores de entrada e replicação viral, com 

potencial atividade contra o DENV e ZIKV. O protocolo in silico desenvolvido nessa 

dissertação foi capaz de identificar tal núcleo, que também tem sido reportado em 

diferentes estudos, como mostrados na revisão deste trabalho. Tais resultados 

validam os processos de busca e fundamentam a escolha desse fragmento como 

núcleo para obtenção de compostos ativos. Além disso, o núcleo indólico está 

presente em vários fármacos de origem sintética, p.ex. Oxypertina, Psilocybin, 

Medmain, ou natural, p. ex. Okaramini N, Nostodione A e Vinblastina.  

O processo de triagem virtual das pequenas moléculas permitiu a obtenção dos 

fragmentos com maiores possibilidades de potencializar a atividade inibitória das 

moléculas finais. Além disso, outros trabalhos descritos na literatura reportam vários 

inibidores da protease NS2B-NS3 e da proteína E do DENV e ZIKV que apresentam 

em suas estruturas vários dos fragmentos selecionados aqui, aumentando as chances 

de se obter compostos ativos. Observa-se também que as moléculas geradas são 

compatíveis com os conceitos de hibridização molecular, uma vez que são 
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caracterizadas por duas regiões contendo potenciais grupos farmacofóricos, 

conectados por um linker, nesse caso, uma α-cianocarbonila. 

Para selecionar os melhores fragmentos, foram adotados como ponto de corte 

um FitScore de 30, quando o software GOLD® foi utilizado e -3,0 kcal/mol quando o 

software utilizado foi o AutoDock Vina®. Os valores de FitScore gerados pelo GOLD® 

são adimensionais e quanto maior forem esses valores, melhor é a interação proteína-

ligante. Para o AutoDock Vina®, por outro lado, quanto mais negativa a energia de 

afinidade, melhor é a interação proteína-ligante. 

A partir do FBDD, 24 fragmentos foram considerados promissores, os quais 

foram selecionados e separados em aldeídos (7 fragmentos), éter (1 fragmento), 

amida (1 fragmento) e aminas (15 fragmentos) (Figura 20), e combinados entre si para 

formar moléculas mais complexas, compondo um conjunto de 128 novas 

possibilidades. 

 

Figura 20 – Fragmentos obtidos na primeira etapa de triagem por FBDD. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

Para a realização da segunda etapa de triagem por FBDD para a construção 

das moléculas promissoras a partir das 128 possibilidades, deu-se preferência por 

fragmentos que estavam presentes em moléculas descritas na literatura com atividade 
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frente aos alvos desejados. Assim, foram considerados além do FitScore e da energia 

de afinidade, a disponibilidade do fragmento e sua atividade relatada na literatura. 

 

a) Seleção do núcleo farmacofórico: 

 

Com base no trabalho de Steuer e colaboradores (2011), o anel indólico 

mostrou-se promissor para o planejamento de inibidores do sítio catalítico da protease 

NS2B-NS3 dos flavivírus, tendo como alvo o subsítio S1, fazendo interações com 

Tyr161, Asp129 e Tyr150, bem como, os resíduos Ser135 e His51 da tríade catalítica. Além 

disso, o núcleo indólico é um farmacóforo versátil e presente em várias moléculas 

bioativas; utilizado para síntese de análogos com diversas atividades farmacológicas, 

incluindo atividade antiviral, devido seus diferentes mecanismos de ação (BARRAZA 

et al., 2021; BORISKIN et al., 2008; COBURN et al., 2013; SINDAC et al., 2013; 

ZHANG; CHEN; YANG, 2015). Por tanto, baseando-se nessas informações e no fato 

deste núcleo ter apresentado a maior afinidade pelo alvo, o indol-3-carboxaldeído foi 

selecionado como núcleo principal para a realização de modificações estruturais em 

vez dos demais benzaldeídos selecionados no docking e já reportados na literatura. 

Por fim, as seguintes hipóteses foram levantadas: “O núcleo indólico pode 

potencializar as interações com o sítio hidrofóbico, uma vez que é volumoso? 

Substituições no núcleo aromático poderiam produzir moléculas ainda mais 

promissoras? 

 

b) Seleção das aminas: 

 

Do mesmo modo, as aminas foram selecionadas por suas energias de 

afinidade pelo alvo, dando prioridade àquelas previamente relatadas em outros 

inibidores reportados na literatura, como por exemplo, nos trabalhos de Nitsche et al. 

(2011) e Steuer et al. (2011). Ainda, como região terminal da molécula, foi-se permitido 

obter derivados do tipo α-cianoacrilatos (ésteres) (Figura 21), uma vez que estes são 

considerados intermediários das moléculas finais. Além disso, as seguintes hipóteses 

foram levantadas: “Os acrilatos teriam atividades similares às acrilamidas? Ou a 

função amida é mais relevante para a atividade destes? 
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Figura 21 – Estrutura química dos α-cianoacrilatos intermediários. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

c) Seleção do conector entre os dois grupos selecionados em (a) e (b): 

 

Após a seleção do núcleo indólico e aminas como fragmentos para compor as 

novas moléculas, fez-se necessário selecionar um conector (do inglês, linker) para 

unir ambos os fragmentos. Assim, considerando os avanços nos estudos de Nitsche 

e colaboradores (2011) e Steuer e coautores (2011), verifica-se que o grupo α-

cianoacrila é frequentemente observado em moléculas ativas. Além disso, Nitsche; 

Steuer; Klein (2011) sugeriram que este grupo químico pode interagir via dipolo-dipolo 

(ou ligação covalente reversível) com o resíduo Ser135 do sítio catalítico da NS2B-NS3. 

Assim, o grupo α-cianoacrila foi selecionado como conector para as moléculas 

planejadas racionalmente. Por fim, uma molécula dinitrilada (LRS25) foi selecionada 

apenas considerando a importância desta interação e não o planejamento por FBDD. 

Essa escolha está associada as seguintes hipóteses: “se o grupo ciano (C≡N) é capaz 

de interagir com a Ser135 do sítio catalítico, então, uma molécula dinitrilada teria mais 

chances de interagir com esse mesmo resíduo? Então, tal molécula seria mais ativa?” 

Tendo em vista os resultados obtidos por Nistche e colaboradores (2011) com 

α-cianoacrilamidas como inibidores da NS2B-NS3, bem como os resultados 

alcançados por Lian e colaboradores com o composto 3 ( ver Figura 8) como inibidor 

de fusão da proteína E, as moléculas previstas para essa pesquisa foram obtidas pela 

sequência núcleo indólico-ciano-aminas (estas últimas sendo alifáticas e aromáticas), 

objetivando-se a atividade dual frente às proteínas E e NS2B-NS3 flavivirais (Figura 

22). 

 

 

 

 



50 
 

 

Figura 22 – Planejamento racional de potenciais inibidores duais das proteínas 

E e NS2B-NS3 de flavivírus. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

As novas moléculas foram, então, avaliadas por docking molecular com a 

finalidade de classificar as melhores estruturas para posterior síntese das mais 

promissoras (Figura 23). Para o segundo docking molecular, os pontos de corte 

adotados foram 45 e −7,5 kcal/mol (valores obtidos a partir da análise dos compostos 

em ralação aos controles utilizados descritos na literatura) para FitScore (GOLD®) e a 

energia de afinidade (AutoDock Vina), respectivamente.  
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Figura 23 – Estruturas químicas das α-cianoacrilamidas promissoras 

selecionadas por FBDD. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

Ainda, para todos os complexos ligante-alvo, foram avaliadas as interações dos 

ligantes e a frequência com que os resíduos apareciam nestes, a fim de elucidar 

importantes interações entre as α-cianoacrilamidas e os alvos. 

Por fim, foram planejadas duas outras séries de compostos baseadas nas 

atividades inibitórias observadas, sendo a primeira delas, composta por 

cianoacrilamidas, enquanto a segunda, cianoacrilatos. No entanto, ambas eram 

derivadas de indóis com substituintes nas posições 4, 5 e 7, a fim de verificar a 

influência de tais substituições na atividade dos compostos mais ativos (Figura 24). 

 

Figura 24. Derivados indólicos de cianoacrilamidas e cianoacrilatos contendo 

substituintes nas posições 4, 5 e 7. 

 

Fonte: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 
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5.1.1 Síntese dos indol-3-cianoacrilatos LRS (01-04) 

 

A primeira série de compostos sintetizados foi a série dos cianoacrilatos, LRS 

(01-04). Para obtenção destes foi empregada a reação de condensação de 

Knövenagel, uma importante reação em química orgânica para formação de ligação 

carbono-carbono, a partir de um aldeído e de uma nitrila ativada (OLIVEIRA et al., 

2018). 

Em um balão de fundo redondo de 50 mL contendo 0,5 mL de álcool (metanol, 

etanol, butanol ou isobutanol), foram adicionados 1,1 eq. do cianoacetato 

correspondente e 1,1 eq. de trietilamina (Et3N), como base catalítica. A mistura foi 

mantida sob agitação à temperatura ambiente (r.t) por 30 minutos (tempo necessário 

para formação do nucleófilo). Em seguida, foram adicionados 100 mg (1.0 eq.) de 

indol-3-carboxaldeído, previamente solubilizados no respectivo álcool utilizado como 

solvente (Esquema 1). A mistura reacional permaneceu sob agitação por 18 horas à 

temperatura ambiente. Após o término da reação, verificado por CCD, a solução foi 

rotaevaporada, filtrada e lavada com água destilada para obtenção do produto puro. 

 

Esquema 1 – Síntese dos análogos LRS01-LRS04.  

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

 

Rendimento: 98%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,75; RT: 3,19 min; Pureza: 

99,9%; PF: 209-210 ºC; RMN ¹H (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 3,83 (s, 3H, CH3); 7,27 

(t, 1H, CHAr, J= 7,1 Hz); 7,30 (t, 1H, CHAr, J= 7,1 Hz); 7,57 (d, 1H, CHAr, J= 7,9 Hz); 

7,98 (d, 1H, CHAr, J= 7,7 Hz); 8,58 (s, 1H, CHAr); 8,58 (s, 1H, CH); 12,61 (br s, 1H, 
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NH). RMN ¹³C (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 53,10; 92,47; 110,48; 113,45; 118,51; 

119,13; 122,68; 124,15; 127,39; 133,31; 136,78; 147,28; 164,27. 

 

Rendimento: 96%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,80; RT: 3.27 min; Pureza: 

99,9%; PF: 171-172 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 1,31 (t, 3H, CH3, J= 7,1 

Hz); 4.29 (q, 2H, CH2, J= 7,1 Hz); 7,27 (t, 1H, CHAr, J= 6,9 Hz); 7,31 (t, 1H, CHAr, J= 

6,9 Hz); 7,58 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 7,97 (d, 1H, CHAr, J= 7,7 Hz); 8,57 (s, 1H, CHAr); 

8,58 (s, 1H, CH); 12,57 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 14,63; 

61,89; 92,89; 110,47; 113,44; 118,49; 119,09; 122,64; 124,12; 127,39; 133,2; 136,79; 

147,12; 163.75. 

 

 

Rendimento: 90%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,85; RT: 3,59; Pureza: 99,9% PF: 

171-172 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 0,94 (t, 3H, CH3, J= 7,4 Hz); 1,41 

(sex, 2H, CH2, J= 7,4 Hz); 1,67 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz); 4,25 (t, 2H, CH2, J= 6,5 Hz); 

7,27 (t, 1H, CHAr, J= 7,3 Hz); 7,31 (t, 1H, CHAr, J= 7,4 Hz); 7,57 (d, 1H, CHAr, J= 7,9 

Hz); 7,96 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,58 (s, 1H, CHAr); 8,58 (s, 1H, CH); 12,58 (br s, 

1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 14,04; 19,09; 30,68; 65,51; 92,79; 

110,46; 113,45; 118,46; 119,07; 122,66; 124,13; 127,38; 133,23; 136,77; 147,11; 

163,79. 

 

 

Rendimento: 82%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,82; RT: 3,37; Pureza: 99,9% PF: 

161-162 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSOd-6, ppm): δ 1,30 (s,3H, CH3); 1,31 (s, 3H, CH3), 

5,08 (sept, 1H, CH, J= 6,2 Hz); 7,26 (t, 1H, CHAr, J= 6,9 Hz); 7,30 (t, 1H, CHAr, J= 7,0 
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Hz); 7,57 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 7,96 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,55 (s, 1H, CHAr); 

8,56 (s, 1H, CH); 12,56 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSOd-6, ppm): δ 22,09; 

69,60; 93,25; 110,42; 113,44; 118,49; 119,07; 122,61; 124,11; 127,39; 133,22; 136,77; 

146,99; 163,25. 

 

5.1.2 Síntese dos análogos indol-3-cianoacrilamidas LRS (05-08, 17, 18, 20-23) 

 

A segunda série de compostos LRS (05, 06, 07, 08, 17, 18, 20-23) compreende 

os indol-3-cianoacrilamidas. Estes foram sintetizados a partir da adição, em um balão 

de fundo redondo de 50 mL, de 1.1 eq. de cianoacetato de etila, 1,1 eq. da amina 

correspondente (para os produtos LRS (18, 20-23) foram utilizados 2,2 eq. da amina), 

e 0,5 mL de butanol. Então, a mistura reacional permaneceu sob agitação por 12 

horas. Posteriormente, foram adicionados 1,1 eq. de trietilamina para a formação do 

nucleófilo. Após 30 minutos, foi adicionado 1,0 eq. do indol-3-carboxaldeído e a reação 

permaneceu sob agitação por 24 horas à temperatura ambiente (Esquema 2). 

 

Esquema 2 – Síntese dos análogos LRS (05, 06, 07, 08, 17, 18, 20-23). 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

Finalizada a reação dos compostos LRS (05-08), realizou-se então uma 

extração líquido-líquido usando-se acetato de etila/água destilada na proporção 1:3. 

Posteriormente, a fase orgânica de cada mistura foi coletada e evaporada, rendendo 

um pó amorfo como produto, que foi posteriormente purificado por meio de uma coluna 

cromatográfica, utilizando-se hexano e acetato (7:3) como fase móvel, rendendo os 

respectivos produtos puros. Os produtos LRS17, LRS18, LRS20, LRS21 e LRS23 
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foram obtidos impuros. Portanto, foi realizada coluna cromatográfica para purificar 

cada produto, utilizando-se hexano e acetato de etila (8:2) como fase móvel. Contudo, 

os produtos desejados ficaram impregnados na sílica. Assim, estes foram removidos 

da sílica utilizando-se acetato de etila puro. O solvente orgânico foi coletado e 

evaporado para obtenção dos respectivos produtos puros. 

A síntese dos compostos LRS (26-31, 43-48) (Tabela 1) foi realizada seguindo-

se a mesma rota descritas nos esquemas anteriores. 

Para a síntese dos compostos LRS (26-31) foram adicionados 1.2 eq. de 

cianoacetato de metila, 1,2 eq. de 3-fenilpropilamina e 0,5 mL de butanol em um balão 

de fundo redondo de 50 mL. Então, a mistura reacional permaneceu sob agitação por 

12 horas. Posteriormente, foram adicionados 1,1 eq. de trietilamina e após 30 minutos, 

foi adicionado 1,0 eq. do indol correspondente. A reação permaneceu sob agitação 

por 24 horas à temperatura ambiente. 

Em um balão de fundo redondo de 50 mL contendo 0,5 mL de isopropanol, 

foram adicionados 1,2 eq. cianoacetato de isopropila e 1,2 eq. de trietilamina (Et3N). 

A mistura foi mantida sob agitação à temperatura ambiente (r.t) por 30 minutos. Em 

seguida, foram adicionados 100 mg (1.0 eq.) do respectivo indol para obtenção dos 

compostos LRS (43-48). A mistura reacional permaneceu sob agitação por 18 horas 

à temperatura ambiente. Após o término da reação, verificado por CCD, a solução foi 

rotaevaporada, filtrada e lavada com água destilada para obtenção do produto puro. 
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Tabela 1. Derivados contendo substituintes no anel indólico. 

 

Código R1 R2 

LRS26 

 

4-NO2 

LRS27 5-Me 

LRS28 7-Aza 

LRS29 5-MeOH 

LRS30 5-Br 

LRS31 5-CN 

LRS43 

 

4-NO2 

LRS44 5-CN 

LRS45 5-Me 

LRS46 5-MeOH 

LRS47 5-Br 

LRS48 7-Aza 

Fonte: Autor, 2022. 

 

 

Rendimento: 59,8%; Aspecto: pó amorfo marrom; RF: 0,67; RT: 3,06 min; Pureza: 95% 

PF: 182-183 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSOd-6, ppm): δ 7,12 (t, 1H, CHAr, J= 7,1 Hz); 

7,28 (t, 3H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,37 (t, 2H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,57 (d, 1H, CHAr, J= 7,7 

Hz); 7,69 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,0 (s, 1H, CHAr); 8,53 (s, 1H, CHAr); 8,58 (s, 1H, 

CH); 10,17 (br s, 1H, NH); 12,42 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSOd-6, ppm): 

δ 98,60; 110,12; 113,26; 119,04; 119,08; 121,15; 122,06; 122,66; 123,83; 124,37; 

127,67; 129,10; 131,05; 136,53; 139,14; 143,21; 161,97; 163,76. 
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Rendimento: 63%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,65; RT: 3,31; Pureza: 95% PF: 

242-243 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSOd-6) ẟ: 4,44(d, 2H, CH2, J= 5.7 Hz); 7,23-7,29 

(m, 3H, CHAr); 7,34-7,36 (m, 4H, CHAr); 7,55 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 7,92 (d, 1H, 

CHAr, J= 7.7 Hz); 8,48 (s, 1H, CH); 8,52 (s, 1H, CHAr); 8,84 (t, 1H, NH, J= 5,7 Hz); 

12,34 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSOd-6) ẟ: 43,46; 97,71; 110,09; 113,20; 

118,86; 119,14; 122,00; 123,73; 127,29; 127,63; 127,82; 128,76; 130,80; 136,52; 

139,87; 142,77; 162,68. 

 

 

Rendimento: 55%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,92; RT: 3,20; Pureza: 98% PF: 

278-279 ºC; ¹H NMR (600 MHz, CDCl3, ppm) δ 2,95 (t, 2H, CH2, J= 6,8 Hz); 3,71 (q, 

2H, CH2, J= 6,5 Hz); 6,25 (br s, 1H, NH); 7,28 (s, 1H, CHAr); 7,32-7,38 (m, 6H, CHAr); 

7,89 (d, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 8,48 (d, 1H, CHAr, J= 2,5 Hz); 8,7 (s, 1H, CH); 8,88 (br 

s, 1H, NH); ¹³C NMR (150 MHz, CDCl3, ppm) δ 35,73; 41,63; 111,55; 111,83; 118,71; 

122,47; 124,14; 126,71; 127,38; 128,74; 128,77; 129,01; 132,06; 135,61; 138,45; 

144,22; 150,50; 161,53. 
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Rendimento: 55%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,60; RT: 3,28; Pureza: 98% PF: 

211-212 ºC; ¹H NMR (600 MHz, CDCl3, ppm) δ 1,99 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz), 2,74 (t, 

2H, CH2, J= 7,4 Hz); 3,49 (q, 2H, CH2, J= 6,6 Hz); 6,21 (br s, 1H, NH); 7,21-7,24 (m, 

3H, CHAr); 7,31-7,36 (m, 4H, CHAr); 7,48 (d, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,88 (d, 1H, CHAr, 

J= 7,3 Hz); 8,49 (d, 1H, CHAr, J= 2,6 Hz); 8,7 (s, 1H, CH); 8,95 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR 

(150 MHz, CDCl3, ppm) δ 31,04; 33,18; 39,99; 96,96; 111,54; 111,84; 118,72; 119,05; 

122,45; 124,13; 126,08; 127,38; 128,35; 128,52; 129,00; 135,63; 141,13; 144,25; 

161,57. 

 

 

Rendimento: 66%; Aspecto: pó cor creme amorfo; RF: 0,42; RT: 2,95; Pureza: 97% PF: 

153-154 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 3,59 (s, 2H, CH2); 7,24 (t, 1H, CHAr, 

J= 7,2 Hz); 7,26 (t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,51 (d, 1H, CHAr, J= 7.8 Hz); 7,67 (br s, 1H, 

NH); 8,08 (d, 1H, CHAr, J= 7,5 Hz); 8,28 (s, 1H, CHAr); 9,93 (s, 1H, CH); 12,18 (br s, 

1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 25,78; 112,88; 116,74; 118,63; 

121,27; 122,57; 123,91; 124,59; 137,52; 138,88; 164,52; 185,42. 

 

 

Rendimento: 60%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,28; RT: 3,15; Pureza: 99% PF: 

225-225 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSOd-6) ẟ: 1,82-1,95 (‘m’, 4H, CH2); 3,41-3,50 (‘m’, 

2H, CH2); 3,66-3,77 (‘m’, 2H, CH2); 7,22 (t, 1H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,27 (t, 1H, CHAr, J= 

7.5 Hz); 7,55 (d, 1H, CHAr, J= 8,0 Hz); 7,90 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,31 (s, 1H, CHAr); 

8,45 (s, 1H, CH); 12,29 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSOd-6) ẟ: 24,17; 26,65; 

47,45; 48,76; 97,81; 110,25; 113,10; 118,84; 119,26; 121,95; 123,65; 127,49; 130,33; 

136,43; 144,48; 162,31. 
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Rendimento: 34%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,07; RT: 3,30; Pureza: 96% PF: 

154-155 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 3,03 (t, 4H, CH2, J= 4,6 Hz); 3,75 

(t, 4H, CH2, J= 4,6 Hz); 7,19 (t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,24 (t, 1H, CHAr, J= 7,4 Hz); 7,52 

(d, 1H, CHAr, J= 7,9 Hz); 7,81 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,31 (s, 1H, CHAr); 8,36 (s, 1H, 

CH), 12.32 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 43,66; 64,71; 110,27; 

112,98; 118,50; 120,97; 121,54; 123,26; 127,50; 129,31; 136,47; 141,76; 165,95. 

 

 

Rendimento: 81%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,60: RT: 3,11; Pureza: 99% PF: 

170-172 ºC; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 2,71 (t, 4H, CH2, J= 4,4 Hz); 3,84 

(s, 4H, CH2); 7,22 (t, 1H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,27 (t, 1H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,54 (d, 1H, 

CHAr, J= 8,0 Hz); 7,93 (d, 1H, CHAr, J= 7,8 Hz); 8,12 (s, 1H, CHAr); 8,41 (s, 1H, CH); 

12,28 (br s, 1H, NH). 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 14,42; 22,50; 27,11; 

31,44; 96,90; 110,32; 113,32; 119,01; 119,05; 121,95, 123,74, 127,41; 130,28; 136,38; 

144,27; 164,52. 

 

Rendimento: 34%; Aspecto: pó amorfo amarelo; RF: 0,12; RT: 1,88; Pureza: 95% PF: 

151-152 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 1,38 (s, 2H, CH2); 1,50 (s, 5H, CH2); 

2,40-2,44 (m, 7H, CH2); 7,23-7,29 (m, 2H, CHAr); 7,55 (d, 1H, CHAr); 7,91 (d, 1H, CHAr); 

8,13 (br s, 1H, NH); 8,45 (s, 2H, CH e CHAr); 12,37 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, 
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DMSO-d6, ppm) δ 24,42; 26,00; 37,51; 54,44; 57,77; 97,65; 110,04; 113,20; 118,84; 

119,17; 122,00; 123,72; 127,56; 130,74; 136,52; 142,68; 162,29. 

 

Além das indol-3-cianoacrilamidas, um derivado dinitrilado (LRS25) foi obtido a 

partir da adição de uma malononitrila ao aldeído, com finalidade de potencializar as 

chances de interação com o resíduo Ser135, como mostrado na Figura 13. 

Para a síntese do composto LRS25 foram adicionados, em balão de fundo 

redondo, 1,1 eq. de malononitrila e 0,5 mL de etanol, seguido da adição de 1,2 eq. de 

trietilamina como base catalítica. A reação permaneceu sob agitação por 30 minutos 

à temperatura ambiente e, posteriormente, foram adicionados 1,0 eq. do indol-3-

carboxaldéido (Esquema 3). Acompanhada por CCD, a reação finalizou após 24 

horas. Observada a impureza do produto, foi então realizada coluna cromatográfica 

usando-se hexano e acetato de etila (8:2) como fase móvel para obtenção do produto 

puro. 

 

Esquema 3 – Síntese do derivado dinitrilado (LRS25). 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 

 

Rendimento: 49%; Aspecto: pó amorfo marrom; RF: 0,75; RT: 3,04; Pureza: 97% PF: 

171-172 ºC; ¹H NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 7,29 (t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,30 

(t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,58 (d, 1H, CHAr, J= 7,6 Hz); 8,05 (d, 1H, CHAr, J= 7,5 Hz); 

8,53 (s, 1H, CHAr), 8,71 (s, 1H, CH); 12,73 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-

d6, ppm) ẟ 63,75; 111,46; 113,53; 116,35; 116,41; 119,55; 123,05; 124,44; 127,18; 

133,79; 136,67; 153,08. 
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Rendimento: 86%; Aspecto: pó amorfo cor creme; RF: 0,67; RT: 3,05; Pureza: 99%; ¹H 

NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 1,82 (qi, 2H, CH2, J= 7,4 Hz); 2,62 (t, 2H, CH2, J= 

7,6 Hz); 3,24 (q, 2H, CH2, J= 6,6 Hz); 7,18 (t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,24 (d, 2H, CHAr, 

J= 7,1 Hz); 7,29 (t, 2H, CHAr, J= 7,5 Hz); 7,45 (t, 1H, CHAr, J= 7,9 Hz); 8,00 (q, 2H, 

CHAr, J= 7,3 Hz); 8,24 (t, 1H, NH, J= 5,5 Hz); 8,60 (s, 1H, CH); 8,61 (s, 1H, CHAr)  

12,89 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 31,13; 33,01; 101,09; 

108,72; 118,24; 118,30; 119,80; 120,14; 122,83; 136,14; 128,78; 134,21; 139,38; 

142,15; 146,16; 161,92. 

 

Rendimento: 92%; Aspecto: pó amarelo amorfo; RF: 0,52; RT: 3,39; Pureza: 99%; ¹H 

NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 1,83 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz); 2,44 (s, 3H, CH3); 

2,63 (t, 2H, CH2, J= 7,5 Hz); 3,25 (q, 2H, CH2, J= 6,4 Hz); 7,10 (d, 1H, CHAr, J= 8,2 

Hz); 7,18 (t, 1H, CHAr, J= 7,1 Hz); 7,24 (d, 2H, CHAr, J= 7,6 Hz); 7,29 (t, 2H, CHAr, J= 

7,4 Hz); 7,43 (d, 1H, CHAr, J= 8,1 Hz); 7,69 (s, 1H, CHAr); 8,27 (t, 1H, NH, J= 4,9 Hz); 

8,40 (d, 2H, CHAr, J= 7,1 Hz); 12,21 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, 

ppm) ẟ 21,73; 31,25; 33,06; 97,67; 109,66; 112,84; 118,38; 119,24; 125,25; 126,20; 

127,95; 128,75; 130,42; 130,99; 134,78; 142,18; 142,34; 162,63. 

 

 

Rendimento: 86%; Aspecto: pó branco amorfo; RF: 0,46; RT: 3,20; Pureza: 98%; ¹H 

NMR (600 MHz, DMSO-d6, ppm) ẟ 1,83 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz); 2,63 (s, 2H, CH2, J= 

7,6 Hz); 3,26 (q, 2H, CH, J= 6,4 Hz) 7,18 (t, 1H, CHAr, J= 7,2 Hz); 7,23 (d, 2H, CHAr, 
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J= 7,5 Hz); 7,29 (q, 3H, CHAr, J= 7,6 Hz); 8,30 (t, 1H, NH, J= 5,0 Hz); 8,40 (t, 3H, CHAr, 

J= 6,5 Hz); 8,48 (s, 1H,CHAr); 12,84 (br s, 1H, NH). ¹³C NMR (150 MHz, DMSO-d6, 

ppm) ẟ 21,73; 31,25; 33,06; 97,67; 109,66; 112,84; 118,38; 119,24; 125,25; 126,20; 

127,95; 128,75; 130,42; 130,99; 134,78; 142,18; 142,34; 162,63. 

 

Ainda, durante a execução deste projeto de pesquisa, observou-se que as 

sínteses dos cianoacrilatos utilizando-se etanol como solvente geraram produtos de 

reações de transesterificação, nesse caso, todos os ésteres planejados foram 

convertidos no composto LRS02, uma vez que o etanol foi utilizado como meio 

reacional e não nos derivados desejados. Portanto, a síntese dos cianoacrilatos foi 

realizados em propanol, isopropanol em n-butanol. Ademais, não foi possível obter-se 

acrilamidas a partir do tratamento dos acrilatos com as aminas selecionadas, exigindo 

assim uma segunda via para obtenção das acrilamidas desejadas.  

Posteriormente, os acrilatos LRS (01-04) foram submetidos a reações com 

haletos de alquilas, objetivando-se a substituição do hidrogênio no nitrogênio 

secundário do anel indólico (NH). No entanto, nenhuma das tentativas resultaram em 

algum sucesso (Tabela 2). Porém, a influência de outros parâmetros reacionais será 

explorada, tais como temperatura, solvente e base. 

 

Tabela 2 – Reações de substituição do hidrogênio indólico que falharam. 

 

Código R1 R2 Equivalentes Solvente Base Temp. 

LRS01-01 Metila 

 
1,0 Acetonitrila K2CO3 r. t 

LRS02-01 Etila 

LRS03-01 Butila 

LRS04-01 i-propila 

LRS01-02 Metila 

 

1,0 Acetonitrila K2CO3 r. t 
LRS02-02 Etila 

LRS03-02 Butila 

LRS04-02 i-propila 

Fonte: Autor, 2022. 
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5.1.3 Mecanismos de reações propostos para a síntese das moléculas planejadas 

racionalmente 

 

Os cianoacrilatos e o análogo dinitrilado foram obtidos através da reação de 

condensação Knövenagel (Figura 25), com rendimentos entre 49 e 98%. Tal reação é 

uma síntese clássica que foi descrita por Emil Knövenagel em 1980. Essa é uma 

reação de condensação aldólica modificada, com uma adição nucleofílica entre uma 

cetona ou aldeído e um composto de hidrogênio ativo (também chamado de 

hidrogênio ácido), na presença de um catalisador básico, resultando na formação de 

uma ligação carbono-carbono. O composto de hidrogênio ativo possui um hidrogênio 

ácido que pode ser capturado pela base. Os hidrogênios ativos estão mais fracamente 

ligados ao carbono, devido à presença de grupos retiradores de elétrons, tais como 

CO2R, COR, CHO, CN e NO2 em carbonos adjacentes. A reação geralmente é 

seguida por uma desidratação espontânea, rendendo um produto insaturado. 

Inicialmente, (a) a base abstrai um próton do cianoéster, formando um enol 

intermediário. Em seguida, (b) este realiza um ataque nucleofílico à carbonila do 

aldeído (ou cetona), gerando um íon alcóxido. Este, por sua vez, (c) abstrai um próton 

do ácido conjugado da base, formando um álcool e reestabelecendo a base. Por fim, 

(d) outra molécula de base abstrai um segundo próton formando a ligação dupla 

(desidratação de álcool catalisada por base), (e) conduzindo ao produto final. 

 

Figura 25 – Mecanismo reacional proposto para a obtenção dos cianoacrilatos 

LRS (01-04) ou derivado dinitrilado (LRS25).  

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12. 
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A síntese das cianoacrilamidas ocorreu em dois passos com rendimentos 

variando de 34 a 63 %. O primeiro passo foi a reação de adição da amina, primária ou 

secundária, ao cianoacetato de etila para a formação da amida (reação de aminólise). 

Em seguida, ocorre o acoplamento da acrilamida intermediária ao núcleo indólico, via 

condensação de Knövenagel (Figura 26). Incialmente, (a) ocorre um ataque 

nucleofílico da amina à carbonila do éster. Em seguida, (b) a carbonila é 

reestabelecida, eliminando um íon alcóxido, que remove um hidrogênio do nitrogênio, 

gerando um álcool (c) e a amina desejada (d). A segunda etapa consiste no 

mecanismo de reação para a síntese dos cianoacrilatos (d) via reação de 

condensação Knövenagel (Ver figura 25), como discutido anteriormente. 

 

Figura 26 – Mecanismo reacional proposto para a obtenção das 

cianoacrilamidas. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12 

 

5.2 Rendimento dos compostos sintetizados 

 

Com exceção dos compostos LRS (20, 23 e 25), que tiverem rendimentos 

inferiores a 50%, todos os demais compostos sintetizados foram obtidos com bons 

rendimentos, variando de 55 a 98%. A seguir, os mecanismos reacionais para a 

síntese dos cianoacrilatos e das cianoacrilamidas serão descritos em detalhes, 

seguidos da caracterização de cada composto. 
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5.3 Caracterização Estrutural dos Compostos Sintetizados 

 

Em geral, os cianoacrilatos LRS (01-04) e as cianoacrilamidas LRS (05-23) 

apresentaram tempo de retenção entre 2,9 e 3,6 minutos, respectivamente (dados 

obtidos a partir de um fluxo de 1 mL/min de metanol grau HPLC em uma corrida 

analítica de 10 minutos). 

O espectro de RMN de 1H revelou que o sinal da metina (R=CH) é verificado 

em ~8,5 ppm, o que confirma que a reação de condensação de Knövenagel ocorreu. 

Os sinais dos grupos alquilas ligados à função éster foram observados em 3,83 ppm 

para a metila (CH3) do LRS01; 1,31 e 4,29 ppm para CH3 e metileno (CH2), 

respectivamente, do LRS02; enquanto para o LRS03 o sinal do CH3 é observado em 

0,94 ppm e os sinais de CH2 em 1,4, 1,67 e 4,25 ppm; para o LRS04 os sinais do 

grupo i-propila observa-se o sinal dos dois CH3 em 1,3 ppm e do CH em 5,08 ppm. 

Com relação aos espectros de 13C para tais compostos, o sinal da metina é observado 

em ~110 ppm. Para os carbonos dos grupos alquilas ligados à função éster, estes se 

apresentaram na faixa entre 14 e 69 ppm. 

Nos espectros RMN de ¹H para as cianoacrilamidas LRS (05-23), o sinal da 

metina foi verificado entre 8,2 e 8,7 ppm. Ainda os sinais dos grupos alquilas das 

acrilamidas foram observados como sendo 4,44 (CH2) para o LRS06; 2,95 (CH2); 3,71 

(CH2) para LRS07 e 1,99 (CH2); 2,74 (CH2); 3,49 (CH2) para LRS08. Para esses 

compostos também foi verificado que os sinais de CH aromáticos (CHAr) estavam 

compreendidos entre 7,2 e 7,4 ppm. 

Os sinais no RMN de ¹H para o nitrogênio indólico (NH) nas acrilamidas LRS06, 

LRS07, LRS08 e LRS17 foram observados em 12,34; 8,88; 8,95 e 12,18 ppm, 

respectivamente. Por fim, todos os sinais referentes aos substituintes acrilamidas se 

mostraram compatíveis com as estruturas almejadas. Ademais, todos os espectros de 

RMN de ¹H (contendo as zonas de ampliação) e ¹³C estão disponíveis por material em 

anexo à dissertação. 

 

5.4 Docking molecular 

 

Após a execução de todos os experimentos de docking molecular, utilizando os 

softwares anteriormente descritos, os resultados para as energias de afinidade 
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ligantes/proteínas foram agrupados de acordo com o alvo. É possível observar que os 

ligantes racionalmente planejados apresentam, de modo geral, uma interessante 

afinidade (energia de afinidade mais negativa e maior valor de fitscore) pelos alvos 

desejados, isto é, a protease NS2B-NS3 e a proteína E, quando as energias de 

afinidade foram comparadas com 3 compostos adotados como controle para cada 

alvo (Figura 27).  

 

Figura 27. Compostos usados como controles positivos. 

 

Fonte: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12 

 

5.5 Resultados para a proteína E 

 

5.5.1 Docking na proteína E 

 

Todas as moléculas planejadas apresentaram valores de energia de afinidade 

bastante significativos quando comparados com os controles. Contudo, para o 

derivado dinitrilado foi observado o menor valor de energia de afinidade (-7,4 

kcal/mol), portanto, abaixo do valor de corte (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Valores de energia de afinidade (EA em Kcal/mol) e FitScore obtidos 

a partir da formação dos complexos ligante/proteína com a proteína E. 

Código EA
a FitScoreb Código EA

a FitScoreb 

LRS01 -7,5 32,95 LRS13 -8,7 33,68 

LRS02 -7,6 32,75 LRS15 -7,6 42,66 

LRS03 -7,5 33,19 LRS17 -7,9 38,39 

LRS04 -7,5 32,18 LRS18 -8,3 41,93 

LRS05 -8,6 38,80 LRS19 -8,6 37,37 

LRS06 -8,7 47,72 LRS20 -8,2 38,67 

LRS07 -8,7 43,94 LRS21 -8,1 33,83 

LRS08 -8,6 49,87 LRS22 -8,4 35,44 

LRS10 -8,8 38,47 LRS23 -8,1 46,50 

LRS11 -8,9 39,07 LRS25 -7,4 34,58 

LRS12 -7,7 41,54    

a: AutoDock Vina; b: Gold. Destaque em vermelho para melhor fitscore e EA. 

 

A partir da análise da Tabela 3 é possível perceber que os compostos LRS (01-

04) apresentam valores de de EA e fitscore muito próximos os quais não variam de 

forma dependente da quantidade de carbonos, sugerindo que a cadeia alquila tem 

pouca influência nos valores de tais parâmetros. Analisando as afinidades dos ligantes 

LRS (05-11) e LRS (18-23) pela proteína E, é possível perceber que elas se mantêm 

entre -8 e -9, sugerindo que cadeias aromáticas e cadeias heterocíclicas, mesmo com 

a modificação do heteroátomo da cadeia cíclica podem potencializar a atividade das 

moléculas. Por fim, o derivado dinitrilado não apresentou afinidade satisfatória com os 

alvos (EA < −7,5 kcal/mol). 

Considerando os valores de fitscore, nota-se que eles são relativamente baixos, 

quando comparados ao valor de corte (fitscore = 45). 

A partir das imagens obtidas através do docking molecular foi possível observar 

quais resíduos de aminoácidos realizam interações com os compostos e a frequência 

que eles aparecem. Por tanto, gráficos foram gerados com a finalidade de melhor 

avaliar a influência de tais interações. 

As moléculas também interagiram com resíduos que são conservados nas 

proteínas E do DENV-2 e do ZIKV, tais como Thr48, Leu135, Leu191, Phe193, Leu207 e 

Phe279 (Gráfico 1) (WISPELAERE et al., 2018). 
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Gráfico 1 – Frequência de visualização de resíduos do sítio de ligação da 

proteína E. 

 

FONTE: Autor, 2022. Gráfico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013. 

 

Estes resíduos, juntamente com os demais, envolvidos nas interações com os 

ligantes, formam um sítio entre os domínios DI e DII, denominado bolso -

octilglucosídeo (OG) (Figura 28), onde ocorrem as principais mudanças 

conformacionais durante a fusão da membrana de modo que os ligantes neste sítio 

podem inibir a entrada viral (WISPELAERE et al., 2018). 

 

Figura 28 – Bolso OG da proteína E. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. 
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No docking foi observado que análogo LRS06 interage com 6 aminoácidos na 

região entre DI e DII da proteína E (Figura 29). Este composto apresenta interações 

hidrofóbicas, eletrostáticas e de hidrogênio. Neste sentido, verificou-se interação 

dipolo-dipolo da carbonila com a Ala50 e do grupo ciano com a Ile270. A interação de 

hidrogênio foi observada entre o hidrogênio do núcleo indólico e o resíduo Thr280. Por 

fim, os demais resíduos realizam interações hidrofóbicas, estabilizando a região da 

cadeia alquila da fenila. 

 

Figura 29 – Interações para o composto LRS06 inserido entre os domínios DI e 

DII da proteína E do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. As 

interações de hidrogênio estão representadas como pontos na cor verde. 

 

De modo semelhante ao observado para os compostos LRS07 e LRS08 no sítio 

alostérico, no sítio de inibição da proteína E, a extensão da cadeia alquila pela adição 

do fragmento −(CH2)2− possibilita a formação de interações adicionais com um maior 

número de resíduos interagindo com o composto LRS08, quando comparado ao 

LRS06 (Figura 30). Contudo, diferentemente do composto LRS06, o LRS08 não 

possui interação de hidrogênio. Este tem interação dipolo-dipolo entre o grupo ciano 

e a Thr280 e entre a carbonila e o resíduo Ala50. Além disso, observa-se que os 

resíduos Phe279, Leu207 e Leu191 contribuem para estabilizar a região da fenila por 

interações hidrofóbicas. 
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Figura 30 – Interações para o composto LRS08 inserido entre os domínios DI e 

DII da proteína E do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

Novamente, o composto LRS25 apresentou a menor afinidade pelo alvo. Este 

interage apenas com 5 aminoácidos, dos quais Thr280 e Ala50 realizam interação 

dipolo-dipolo com o NH do núcleo indólico e um grupo ciano, respectivamente (Figura 

31). Os demais resíduos realizam apenas interações hidrofóbicas. Além disso, 

observa-se que os dois grupos ciano estão na parte mais externa da cavidade entre 

DI e DII, região delimitada pelos resíduos Thr48 e Ala50 e, portanto, mais exposto ao 

solvente do que os compostos LRS06 e LRS08. A polaridade da molécula na região 

dos dois grupos ciano, associada à exposição ao solvente pode contribuir para 

diminuir a estabilidade do complexo formado. 

 

Figura 31 – Interações para o composto LRS25 inserido entre os domínios DI e 

DII da proteína E do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 
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A interação dos compostos LRS06, LRS08 e LRS25 com os resíduos Thr48, 

Ala50, Leu135, Leu191, Leu198 e Leu207 são particularmente interessantes, visto que 

estes estão associados a moléculas hits com atividade inibitória contra a proteína E 

(HENGPHASATPORN et al., 2020). Em adição, o composto LRS06 apresenta uma 

interação com o resíduo Gln271, o qual tem sido sugerido ter papel importante para a 

ligação do inibidor no sítio OG (DE WISPELAERE et al., 2018). 

 

5.6 Avaliação Citotóxica e Antiviral dos Compostos Sintetizados 

 

5.6.1 Avaliação citotóxica pelo método de MTT 

 

Esta etapa do estudo foi realizada por meio da parceria com o Prof. Dr. Ênio J. 

Bassi, no laboratório de pesquisa em virologia e imunologia (LAPEVI), no Instituto de 

Ciências Biológicas e da Saúde - ICBS/UFAL, que aceitou fazer parte desse projeto 

de pesquisa. 

Inicialmente, os compostos LRS (01-07, 17, 20, 23, 25) foram avaliados quanto 

seu perfil citotóxico em células Vero E6 pelo método de MTT. Os testes para 

determinação da citotoxicidade foram realizados em duas concentrações, 10 e 20 M. 

Os resultados obtidos evidenciaram que os compostos testados, exceto o LRS25 à 

concentração de 20 M, não apresentaram perfil citotóxico estatisticamente relevante 

(Figura 32). Os demais compostos sintetizados nessa dissertação estão em fase de 

testes e serão publicados posteriormente. 
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Figura 32 – Viabilidade celular para os compostos LRS (01-07, 17, 20, 23 e 25) 

em ensaio de citotoxicidade. 

 

Fonte: Autor, 2022. A citotoxicidade foi realizada in vitro para os compostos sintetizados frente a células 

Vero E6 nas concentrações de 10 e 20 µM pelo método de MTT, após 48 horas. Os resultados foram 

expressos a partir da média ± desvio padrão de duplicatas nas concentrações de 10 e 20 µM, analisado 

após 48 horas. * p ≤ 0,1 versus CC; CC= controle celular contendo apenas o meio de cultura. 

 

5.6.2 Avaliação da atividade antiviral frente ao ZIKV 

 

A fim de verificar o efeito protetor dos compostos como inibidores de entrada 

viral foi realizado o ensaio antiviral. A partir do qual é possível inferir se os compostos 

possuem o efeito protetor quando as células são pré tratadas e posteriormente 

infectadas com o vírus. Havendo redução da atividade viral significa que os compostos 

impedem a entrada viral. 

Tais ensaios foram realizados em células Vero E6 infectadas com ZIKV em uma 

M.O.I de 1:5, utilizando-se uma concentração de 20 M de cada composto. Como 



73 
 

 

mostrado na figura 33, nenhum dos compostos apresentou inibição estatisticamente 

significante na concentração avaliada. Portanto, há a necessidade da realização dos 

testes em concentrações maiores, afim de verificar qual a concentração necessária 

para que alguma atividade antiviral significativa possa ser observada. Ainda, as 

propriedades físico-químicas dos compostos devem ser levadas em consideração e 

investigadas, visando observar se a inatividade dos compostos em ensaios celulares 

pode estar associada a fatores de específicos, tais como a lipofilicidade e a 

solubilidade. 

 

Figura 33 – Resultado da avaliação da atividade antiviral para os compostos LRS 

(01-07, 17, 20, 23 e 25). 

 

Fonte: Autor, 2022. A adição do vírus foi realizada por 2 horas, seguidas pela adição dos compostos à 

concentração de 20 µM. A viabilidade celular é obtida após 48 horas e a % inibição viral foi determinada 

para cada composto. Os resultados foram expressos a partir da média ± desvio padrão de triplicatas à 

concentração de 20 µM, analisado após 48 horas. **** p ≤ 0.0001 versus CC; CC= controle celular não 

tratado. ZIKV= células não tratadas e infectadas com ZIKV. 

 

5.7 Resultados para a protease NS2B/NS3 

 

5.7.1 Docking na protease NS2B/NS3 

 

A partir dos valores de energia de afinidade e fitscore é possível notar que, em 

geral, os compostos apresentam maior afinidade pelo sítio alostérico em relação ao 

sítio catalítico da protease, sugerindo maior potencial de inibição não competitiva 

(alostérica). 
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A partir da tabela 4 é possível notar que, considerando o valor do fitscore, o 

composto LRS08 é o mais promissor como inibidor dos sítios ativo e catalítico. 

 

Tabela 4 – Valores de energia de afinidade (EA em Kcal/mol) e FitScore obtidos 

a partir da formação dos complexos ligante/proteína. 

Código (NS2B-NS3) 
 

Sítio alostérico Sítio catalítico 
 

EA
a FitScoreb EA

a FitScoreb 

LRS01 -7,6 60,99 -6,6 45,61 

LRS02 -7,5 61,70 -6,7 47,42 

LRS03 -7,7 61,65 -6,8 51,01 

LRS04 -7,9 67,17 -6,9 47,15 

LRS05 -8,4 71,70 -7,4 53,90 

LRS06 -8,4 72,41 -8,1 60,37 

LRS07 -9,0 78,92 -7,0 63,52 

LRS08 -8,7 81,73 -6,6 63,57 

LRS10 -8,4 74,68 -8,1 53,35 

LRS11 -8,3 72,91 -7,8 54,24 

LRS12 -7,7 75,43 -7,2 57,88 

LRS13 -8,5 76,95 -8,2 57,78 

LRS15 -7,5 61,21 -6,6 50,16 

LRS17 -7,7 60,48 -7,0 49,79 

LRS18 -7,9 66,16 -7,1 51,47 

LRS19 -7,7 63,94 -7,6 51,84 

LRS20 -8,2 64,50 -7,1 51,60 

LRS21 -7,5 60,93 -7,0 51,49 

LRS22 -8,2 70,85 -7,5 50,00 

LRS23 -7,6 76,33 -7,6 57,25 

LRS25 -6,9 49,06 -6,8 43,35 

a: AutoDock Vina; b: Gold. Destaque em vermelho para melhor fitscore e EA. 

 

Os compostos LRS (01-04) diferem apenas no tamanho da cadeia alquila e, de 

modo geral é observado que esse aumento da cadeia não interfere significativamente 

para aumentar a interação do ligante com os ambos os alvos. Com exceção do 
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composto LRS12, é observado que a adição de uma amina aromática, contribui para 

aumentar a energia de afinidade dos complexos nos compostos LRS (05-08, 10, 11 e 

13). 

A partir da tabela 4 é possível sugerir que os compostos LRS (07 e 08) e LRS 

(06 e 13) como os mais promissores frente aos sítios alostérico e catalítico da protease 

NS2B-NS3, respectivamente. Em contraste, o análogo LRS25 foi o que apresentou a 

menor afinidade pelos alvos. 

Os análogos LRS (15, 17 e 18) apresentam maior afinidade pelo sítio alostérico, 

se comparados ao sítio ativo. No análogo LRS23, a adição de 1-(2-aminoetil)piperidina 

não conduz à nenhuma mudança significativa na energia de afinidade, se 

compararmos ao LRS19 frente aos sítios da protease. 

Considerando os compostos LRS (19-21) nota-se que a presença do oxigênio 

da morfolina em LRS20 contribui para aumentar a energia de afinidade do complexo 

(NS2B-NS3/ligante) no sítio alostérico, enquanto que a presença do enxofre da 

tiomorfolina em LRS21, leva à diminuição de afinidade, quando comparados ao 

LRS19 com -CH2 na mesma posição do anel. Por outro lado, é observado que para o 

sítio ativo a adição de ambos heteroátomos é desfavorável.  

Após as simulações de docking foi possível observar com quais resíduos de 

aminoácidos os compostos fazem interações em cada alvo e a frequência com que 

estes aparecem. Portanto, foram gerados gráficos evidenciando os resíduos mais 

frequente entre os ligantes nos sítios ativo e alostérico da protease NS2B-NS3. 

O gráfico 2 evidencia um número grande de aminoácidos que interagem com 

os análogos avaliados, com maior frequência de ocorrência para Lys74 (82,5%), Leu76 

(56,5%), Trp83 (65%) e Asp152 (95%). O resíduo mais frequente é a Asp152, o qual é 

conservado em todas as proteases flavivirais, geralmente denominado “interruptor” 

molecular entre as conformações aberta e fechada de modo que, interações de 

inibidores com este resíduo poderiam estabilizar a conformação aberta e inibir a 

formação de uma estrutura proteolítica, a -hairpina (MILLIES et al., 2019a; SILVA-

JÚNIOR, 2019). 
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Gráfico 2 – Frequência de visualização de resíduos do sítio alostérico da NS2B-

NS3. 

 

FONTE: Autor, 2022. Gráfico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013. 

 

O resíduo Lys74 é o segundo aminoácido de maior incidência, onde tem sido 

observado que interações com este resíduo, que está imediatamente adjacente ao 

resíduo Asp75 do sítio catalítico, podem reduzir a atividade da protease devido à 

mudança conformacional induzida por um ligante (OTHMAN et al., 2008). 

De modo análogo ao observado por Sheikh e colaboradores (2021), os 

resíduos Leu76 e Leu149, os quais aparecem com uma frequência superior a 40%, 

formam interações hidrofóbicas com o núcleo indólico, contribuindo para estabilizar o 

complexo formado (PELLICCIA et al., 2017). 

Em relação ao modo de ligação dos compostos no sítio alostérico, verificou-se 

que todos os derivados analisados se ligam de maneira similar ao sítio alostérico 

(Figura 34A). Na figura 34B é possível visualizar a parte interna da proteína, 

evidenciando o modo de interação dos compostos com o sítio alostérico. 
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Figura 34 – Cluster dos compostos LRS (01-08, 10-13, 15-19, 20-23 e 25) em 

complexo com a NS2B-NS3 do DENV no sítio alostérico. 

 

FONTE: Autor, 2022. Em (A), cluster formado pelos compostos LRS (01-08, 10-13, 15-19, 20-23 e 25) 

inseridos no sítio alostérico (bolso hidrofóbico ou pocket) da NS2B-NS3 do DENV3 (PDB ID: 3U1I); em 

(B), visão interna do cluster evidenciando a interação do núcleo indólico na parte mais interna do pocket. 

Método de coloração rainbow. Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. 

 

Além disso, verifica-se que estes compostos apresentam seus núcleos 

indólicos orientados em direção a parte mais profunda deste bolso hidrofóbico, com 

exceção dos compostos LRS (03, 08, 13, 20 e 25), nos quais tal região se apresenta 

na parte mais externa do bolso devido, principalmente, ao tamanho da cadeia lateral 

(Figura 35).  

Figura 35 – visualização dos compostos LRS (03, 08, 13, 20 e 25) inseridos no 

bolso hidrofóbico da NS2B-NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Em cores: LRS03 (verde), LRS08 (azul), LRS13 (roxo), LRS20 (vermelho) e 

LRS25 (ciano). Método de coloração Rainbow. Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 

0.99. 
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A presença de duas fenilas no derivado LRS13, evidencia o impedimento da 

entrada deste no sítio de ligação por ser um grupo mais volumoso. Os compostos LRS 

(03, 08 e 20) se ligam de modo semelhante. Em ambos, a porção da cadeia alquila 

ocupa a parte mais interna do bolso alostérico. 

A partir do gráfico 3, constata-se que 14 aminoácidos da protease em sua 

conformação ativa fazem interações com os cianoacrilatos e cianoacrilamidas. Dentre 

estes, os aminoácidos His51 (71%), Ser135 (80,9%), Gly153 (90%) e Tyr161 (95%) são os 

mais frequentes. Mais de 65% das moléculas analisadas interagem com dois dos três 

resíduos do sítio catalítico, His51 e Ser135, que são importantes para a atividade da 

proteína. Outros resíduos, embora menos frequentes, podem ter papel importante 

para potencializar a atividade inibitória dos compostos. 

 

Gráfico 3 – Frequência de interação de resíduos do sítio ativo da NS2B-NS3 com 

os acrilatos e acrilamidas. 

 

FONTE: Autor, 2022. Gráfico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013. 

 

Tem sido verificado que mutações dos resíduos da tríade catalítica (His51, Asp75 

e Ser135), bem como, de outros resíduos adjacentes a estes, tais como Tyr150 e a 

Gly151, pode resultar em perda total, ou parcial da atividade da protease; enquanto que 

mutações nos resíduos Gly133 e Val155, sugerem perda moderada (LI; ZHANG; LI, 

2017). 

Do mesmo modo que observado no trabalho de Steuer e colaboradores (2011), 

o anel aromático do núcleo indólico ocupa, principalmente, a região do subsítio S1, 

mantendo interações de empilhamento - com o resíduo Tyr161, além de interações 
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dipolo-dipolo com a Gly153 do bolso P1. Vários trabalhos têm relatado a importância 

de interações com os resíduos Asp129, Tyr150 (GANESH et al., 2005); Gly151, Gly153 

(TOMLINSON et al., 2009); Pro132, Gly133, Thr134, Tyr150 e Tyr161 para a inibição da 

atividade da protease (VISWANATHAN et al., 2014). 

Além da preferência do núcleo indólico pelo subsítio S1, também foi observada 

a preferência dos grupos fenilas e das aminas cíclicas pelo subsítio S2 (Figura 36). 

Este último é caracterizado por ser um ambiente negativamente carregado (também 

conhecido como cavidade oxoaniônica), conforme tem sido descrito na literatura, 

permitindo interações eletrostáticas (KNEHANS et al., 2011; STEUER et al., 2011). 

 

Figura 36 – Visualização do cluster dos compostos em suas correspondentes 

poses de ligação na interface entre os subsítios S1 e S2 da NS2B-NS3. 

 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. Em amarelo, 

subsítio S1; em verde, subsítio S2; em azul, subsítio S3; e em vermelho, subsítio S4.  

 

Iniciando-se pelo composto LRS07, observa-se que este interage com apenas 

5 aminoácidos no sítio alostérico da NS2B-NS3 do DENV2. Em adição, são 

observadas interações eletrostáticas apenas entre Trp83 e o grupo ciano do mesmo 

modo que Asn167 e o NH do núcleo indólico (Figura 37).  
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Figura 37 – Interações para o composto LRS07 inserido no sítio alostérico da 

NS2B-NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

O composto LRS08 difere do LRS07 pela simples adição de um grupo metileno 

(CH2), aumentado a cadeia hidrofóbica. Contudo, essa modificação é suficiente para 

dobrar o número de interações com resíduos de aminoácidos, aumentando o valor de 

fitscore. Adicionalmente, foram observadas a formação de duas ligações de 

hidrogênio entre o ligante e os resíduos Ala164 e Leu148, respectivamente; além de 

interações do tipo dipolo-dipolo com Asn152 e Trp83 (Figura 38). 

 

Figura 38 – Interações para o composto LRS08 inserido no sítio alostérico da 

NS2B-NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. As 

interações de hidrogênio estão representadas como pontos na cor verde. 
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Por outro lado, o composto LRS25 realiza interações dipolo-dipolo com os 

resíduos Thr120 e Lys73 e interações hidrofóbicas com Lys73, ambas as interações são 

exclusivas deste composto (Figura 39). Adicionalmente, pode-se sugerir que a 

interação com estes resíduos não favoreça a estabilidade do complexo; enquanto que 

outros resíduos ausentes em LRS25, mas presentes em LRS (07-08) como Lys74, 

Leu76, Trp83 e Gly148, podem ser responsáveis por tal estabilidade adicional 

(PELLICCIA et al., 2017).  

 

Figura 39 – Interações para o composto LRS25 inserido no sítio alostérico da 

NS2B-NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

As interações do núcleo indólico com os resíduos Lys74, Leu76, Trp83 e Asn167 

são particularmente interessantes, uma vez que foram observadas na literatura em 

compostos indólicos e seus bioisósteros (MILLIES et al., 2019a; PELLICCIA et al., 

2017). Entretanto, a presença de uma segunda nitrila está associada à perda da 

atividade, como foi observado em arilcianoacrilamidas (NITSCHE; STEUER; KLEIN, 

2011). 

De maneira geral, é observado que tanto os dois compostos mais potentes, 

LRS (06-13), como o menos potente, LRS25, frente ao sítio ativo da NS2B-NS3 

apresentam interações com poucos resíduos de aminoácidos e interações de 

empilhamento − entre Tyr161 e o núcleo indólico. 

Para o derivado LRS06 é possível observar a interação hidrofóbica deste com 

a His51 do sítio catalítico e com a Gly82. Assim como observado para os compostos 

LRS13 e LRS25, onde verifica-se que a Tyr161 forma interações de empilhamento − 
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com grupo indólico. Interessantemente, a Ser135 realiza interações dipolo-dipolo com 

o -NH do anel indólico; enquanto que o grupo ciano forma interações dipolo-dipolo 

com o resíduo Gly153 (Figura 40). Adicionalmente, pode-se sugerir que as interações 

dipolo-dipolo com esses resíduos favoreçam a estabilidade do complexo. 

 

Figura 40 – Interações para o composto LRS06 inserido no sítio ativo da NS2B-

NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

 O composto LRS13 apresenta, de forma análoga, os mesmos tipos de 

interações do composto LRS06 com os mesmos resíduos (Figura 40), exceto pela 

ausência da interação dipolo-dipolo com a Ser135, o que gera uma pequena perda na 

afinidade do ligante pelo alvo (ver tabela 4). Embora a ausência da Ser135 cause perda 

da afinidade, esta não é muito pronunciada, provavelmente, pela presença da Thr83 

que interage hidrofobicamente com o grupamento bifenila. 
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Figura 40 – Interações para o composto LRS13 inserido no sítio ativo da NS2B-

NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

Para o LRS25 é observada a ausência da interação com a His51 e, como 

consequência, leva à diminuição da afinidade do composto pelo alvo (ver tabela 3). 

Diferentemente dos compostos LRS06 e LRS13, a interação de empilhamento − 

observada para o derivado LRS25 ocorre apenas entre a Tyr161 e o ciclo de 5 membros 

do núcleo indólico, influenciando o valor da energia de afinidade e FitScore (Figura 

41). Interessantemente, apesar de apresentar os resíduos de aminoácidos Tyr150 e 

Asp129, que são ausentes em LRS06 e LRS13, estes não contribuem 

significativamente para estabilidade deste complexo. Além disso, nota-se também que 

a presença de um segundo grupo ciano não tem influência na afinidade do ligante pelo 

alvo, visto que o segundo grupo ciano aparentemente está mais livremente localizado, 

não estando envolvido em nenhum tipo de interação. 
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Figura 41 – Interações para o composto LRS25 inserido no sítio ativo da NS2B-

NS3 do DENV. 

 

FONTE: Autor, 2022. Ilustração elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. 

 

O modo de interação dos compostos LRS06, LRS13 e LRS25, destacando 

principalmente o núcleo indólico no bolso S1, tem estado associado a inibidores 

potentes da protease flaviviral (KNEHANS et al., 2011; LIU et al., 2014; STEUER et 

al., 2011). Além disso, a interação com a Tyr161 e com a Gly153 tem sido observada em 

trabalhos com compostos indólicos que apresentaram valores de IC50 < 3 M 

(BOLLATI et al., 2010; LIU et al., 2014). 

Em relação aos compostos LRS06 e LRS08, estes apresentam basicamente 

as mesmas energias de afinidade e FitScore, com uma diferença muito pequena na 

estrutura de ambos, quando comparados. O composto LRS06 tem −8,7 kcal/mol e 

47,72, enquanto LRS08 apresentou −8,6 kcal/mol e 49,87, como valores de EA e 

FitScore, respectivamente (ver tabela 3). Desse modo, a interação entre os compostos 

mencionados e o alvo pode ser numericamente considerada a mesma para avaliar as 

interações envolvendo a proteína e estes compostos.  

 

5.7.2 Avaliação da atividade biológica dos análogos frente à protease NS2B-NS3 

dos vírus Zika e Dengue. 

 

Esta etapa do estudo foi realizada por meio da parceria com a doutoranda 

Hannah Maus do instituto de ciências farmacêuticas e biomédicas da Universidade 
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Johannes Gutenberg, em Mainz na Alemanha, que gentilmente aceitou fazer parte 

colaborar com este projeto de pesquisa. 

De todos os análogos sintetizados, os compostos LRS (01-08, 17, 18, 20, 23, 

25) foram avaliados quanto aos seus respectivos potenciais como inibidores da 

protease NS2B-NS3 do ZIKV e DENV-2. Durante esta etapa os compostos foram 

testados em uma concentração fixa de 20 M. 

Todos os resultados obtidos e, posteriormente, analisados foram agrupados na 

tabela 5. Além disso, a relação estrutura-atividade (REA) foi profundamente discutida 

para todos os compostos da tabela. 

 

Tabela 5 – Atividade inibitória das cianoacrilamidas LRS (01-08, 17, 18, 20, 23, 

25) frente à protease NS2B-NS3 dos vírus Zika e Dengue. 

Código 
NS2B-NS3 (20 M) 

ZIKV %inibição ± D.P. DENV %inibição ± D.P. 

LRS01 20 ± 3 27 ± 1 

LRS02 20 ± 5 26 ± 2 

LRS03 17 ± 3 22 ± 4 

LRS04 26 ± 8 25 ± 4 

LRS05 25 ± 2 21 ± 4 

LRS06 22 ± 4 23 ± 3 

LRS07 22 ± 4 20 ± 3 

LRS08 26 ± 4 19 ± 3 

LRS17 0 ± 3 0 ± 7 

LRS18 18 ± 7 15 ± 5 

LRS20 11 ± 4 11 ± 3 

LRS23 17 ± 2 10 ± 2 

LRS25 16 ± 1 12 ± 2 

Fonte: Autor, 2022. Ensaios realizados em triplicatas. 

 

Em geral, todos os derivados apresentaram baixa atividade inibitória, com 

exceção do análogo LRS17 que foi completamente inativo. Os derivados LRS 01, 

LRS02 e LRS04 diferem apenas na quantidade de carbonos da cadeia alquila de 

modo que nenhum efeito significativo foi observado com o aumento de carbonos. O 

composto LRS03 possui o grupo isopropila, apresentando a menor inibição quando 
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comparado com os outros acrilatos LRS01, LRS02 e LRS04. Observou-se que, 

embora a diferença não seja significativa, o potencial inibidor dos compostos LRS (01-

03) é maior frente à protease do DENV. Por outro lado, a atividade inibitória do LRS 

04 se mantém na mesma faixa frente a ambos os alvos. 

Os análogos contendo o grupo amida com uma cadeia alquila ligada ao anel 

benzênico LRS (05-08), apresentam melhor atividade inibitória frente ao ZIKV, quando 

comparado aos compostos LRS (01-03) do que contra o DENV. Porém, a 

porcentagem de inibição do DENV se mantém próximo de 20% para. 

Em contraste, os compostos LRS (17, 18, 20, 23 e 25) apresentam, em geral, 

os menores valores de inibição de ambos os vírus. É importante notar que tais 

compostos apresentam o grupo amida, como nos análogos LRS (05-08), mas são 

desprovidos do anel aromático e, com exceção do LRS17 e LRS18, os demais 

possuem cadeia cíclica com 2 ou mais grupos -CH2-, o que supõe que o grupo amida 

sozinho é insuficiente para melhorar a atividade inibitória. Portanto, os resultados 

sugerem que a atividade inibitória dos compostos está associada à presença de uma 

cadeia hidrofóbica e à presença de uma amida com cadeia lateral aromática. Assim, 

uma amida aromática e uma cadeia alquila não ramificada com até quatro carbonos 

podem ser considerados como sendo os substituintes mais promissores nesta série 

de compostos. 

 

5.7.3 Determinação de parâmetros físico-químicos 

 

Com a finalidade de obter informações adicionais sobre algumas propriedades 

físico-químicas dos compostos sintetizados, realizou-se uma análise de todos eles na 

plataforma SwissADME, disponível gratuitamente. Dentre os parâmetros 

determinados pela plataforma, dois deles foram examinados, sendo lipofilicidade e 

solubilidade em água. 

A lipofilicidade é um parâmetro importante, visto que descreve a habilidade de 

uma molécula em atravessar membranas lipídicas. Tal propriedade pode afetar a taxa 

e a extensão da absorção de um fármaco, podendo impactar diretamente a sua 

biodisponibilidade oral. Assim, o valor de logPo/w não pode ser muito alto porque 

dificultaria a dissolução deste em meio aquoso (trato gastrointestinal - TGI e no 

plasma), dificultando sua distribuição. Por outro lado, um valor muito baixo de LogPo/w 
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pode implicar em uma baixa absorção, como consequência da alta hidrosolubilidade 

do composto, resultando em baixa permeabilidade pelas membranas lipídicas e maior 

excreção. Assim, são preferíveis valores de lipofilicidade entre 0 e 3, sendo mais 

provável que exista um bom balanço entre permeabilidade e solubilidade nessa faixa. 

O valor de logP é determinado pelo coeficiente de partição (P) de uma substância 

entre uma fase aquosa e uma fase orgânica (lipídica) (GARETH, 2013). 

O segundo parâmetro, solubilidade em água (LogS), é uma das propriedades 

chaves de moléculas e de grande interesse na química medicinal, haja visto que a 

solubilidade de compostos ativos afeta de modo significativo a sua absorção e 

distribuição em meio biológico, afetando assim sua eficácia. Dito isso, a solubilidade 

mensura a habilidade de uma molécula ser distribuída dentro de um organismo 

biológico. A maioria dos fármacos (cerca de 85%), tem LogS entre −1 e −5, de modo 

que, valores dentro desta faixa são satisfatórios, embora valores inferiores a −2 sejam 

preferíveis (GARETH, 2013). Por fim, a tabela 6 apresenta os valores de lipofilicidade 

(Log Po/w) e solubilidade (LogS (ESOL)) obtidos através da web-ferramenta 

SwissADME. 
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Tabela 6 – Propriedades físico-químicas dos compostos LRS (01-08, 17, 20, 21, 

23 e 25). 

Código LogPw/o LogS (ESOL) 

LRS01 1,97 -2,86 

LRS02 2,32 -3,09 

LRS03 2,97 -3,65 

LRS04 2,62 -3,42 

LRS05 2,94 -4,25 

LRS06 2,86 -3,86 

LRS07 3,15 -4,15 

LRS08 3,46 -4,38 

LRS17 0,29 -2,40 

LRS20 1,67 -2,64 

LRS21 2,22 -3,25 

LRS23 2,36 -3,33 

LRS25 1,87 -2,69 

LRS26 2,75 -4,44 

LRS27 3,80 -4,68 

LRS28 2,95 -3,92 

Fonte: Autor, 2022. SwissADME (http://www.swissadme.ch/). 

 

A partir da análise da tabela 5, nota-se que todos os compostos, com exceção 

dos LRS (07, 08 e 27) apresentam valores de LogP entre 0 e 3, sugerindo que eles 

apresentam boa permeabilidade em membranas biológicas. Os valores de LogS 

também estão na faixa desejada, com valores maiores que −5 e menores do que −2. 

Assim, os compostos sintetizados já apresentam algumas propriedades de fármacos, 

de modo que novas modificações estruturais podem ser feitas apenas para melhorar 

a atividade inibitória, desde que tais modificações não causem alterações 

significativas nos valores de LogP e logS. 

  

http://www.swissadme.ch/
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6 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Foram sintetizados 26 com rendimentos entre 30 e 98%. Em geral, verificou-

se, por meio de docking molecular, que as cianoacrilamidas derivadas de aminas 

aromáticas LRS (05-13) apresentam maior afinidade tanto pela protease NS2B-NS3 

como pela proteína E flaviviral, enquanto que os cianoacrilatos LRS (01-04) e os 

compostos derivados de aminas não aromáticas, cíclicas ou alifáticas LRS15, LRS 

(17-23), apresentaram afinidades mais baixas por tais alvos. Quanto à adição de uma 

segunda nitrila, observou-se que esta não é vantajosa frente a qualquer um dos dois 

alvos. 

Apesar da suposição inicial da interação entre o grupo ciano e o resíduo Ser135 

do sítio catalítico da protease flaviviral, neste trabalho constatou-se que este realiza 

interações dipolo-dipolo preferencialmente com o NH do núcleo indólico, enquanto 

que o grupo ciano interage principalmente com a Gly153. Contudo, essa mudança na 

interação dos resíduos com os compostos pode contribuir para estabilizar o complexo 

ligante/proteína. 

Todos os compostos, com exceção do LRS 17 apresentaram alguma atividade 

frente à protease NS2B-NS3 do ZIKV e do DENV. Além disso, apenas o LRS25 

apresentou perfil citotóxico na concentração de 20 M e todos apresentaram bons 

valores de LogS.  

Os derivados mais promissores, LRS04 e LRS08, foram posteriormente 

utilizados para a síntese dos análogos LRS (43-48) e LRS (26-31), respectivamente. 

Embora tais compostos não tenham sido avaliados quanto a citotoxicidade e atividade 

biológica, espera-se que tais derivados apresentem melhor atividade anti-ZIKV e anti-

DENV, visto que várias substituições da cadeia lateral foram realizadas, mas o 

potencial antiviral não foi alcançado. 

Adicionalmente, após confirmados os resultados positivos da atividade anti-

flaviviral dos demais compostos sintetizados, estes serão utilizados para guiar novas 

modificações estruturais, principalmente substituições do hidrogênio do núcleo 

indólico por outros fragmentos ou grupos farmacofóricos. 
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ANEXO A – Caracterização estrutural dos compostos sintetizados 
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ANEXO B – Artigos Publicados e/ou Aceitos 

 



182 
 

 

 
 



183 
 

 

 
 

 



184 
 

 

 
 



185 
 

 

 



186 
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