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RESUMO

Os Virus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV) pertencem a familia Flaviviridae e sao
responsaveis por infectar mais de 300 milhdes de pessoas anualmente. Esses virus
compartilham significante semelhanca gendmica entre si, sendo possivel o
planejamento de moléculas com atividade inibitéria contra ambos, simultaneamente.
Considerando a proteina estrutural de envelope (E), fundamental para mediar a
entrada/fusdo do virus na célula hospedeira; e o complexo de proteinas nao
estruturais NS2B-NS3, indispensavel para o processamento da poliproteina viral
durante o ciclo de replicacao, bem como supressao 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 realizagdo do docking molecular (Gold®)
e (AutoDock Vina®) frente as proteinas 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 aldeidos e aminas. Entdo, o aldeido mais promissor, indol-3-
carboxaldeido, foi selecionado para a sintese 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 0os compostos apresentaram um perfil ndo
citotoxico e boa solubilidade em meio biolégico. Em contrapartida, hdo apresentaram
nenhuma atividade antiviral em ensaios com células infectadas. Por fim, percebe-se
gue sdo necessarias modificacfes estruturais adicionais para alcancar a atividade

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

Palavras-chave: Flavivirus. 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 INTRODUCAO

Atualmente, os flavivirus sdo responsaveis pela infeccdo de milhdes de
pessoas a cada ano em varias partes do planeta. Dentre os mais de 70 virus
pertencentes ao género Flavivirus, merecem destaque os virus da Dengue (DENV),
Nilo Ocidental (WNV), Encefalite Japonesa (JEV), Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV)
e Encefalite Transmitida por Carrapato (TBEV), os quais sdo categorizados como
patdgenos emergentes ou re-emergentes (CANNALIRE et al., 2019a; ISHIKAWA;
YAMANAKA; KONISHI, 2014).

Embora o isolamento de boa parte desses patégenos tenha ocorrido nos anos
1910-1940 e, mesmo com 0 crescente numero de surtos causados por flavivirus,
ainda néo existem vacinas disponiveis para a maioria deles. Ha vacinas disponiveis
apenas para YFV, JEV, TBEV e mais recentemente para o DENV, a Dengvaxia®. Esta
dltima, no entanto, ndo fornece protecdo efetiva contra os 5 sorotipos do virus
(CANNALIRE et al., 2019a; HAMMAMI; BEN HASSINE, 2019; VASILENKO et al.,
2019).

Os flavivirus séo transmitidos aos seres humanos e para alguns animais por
meio de artropodes hematéfagos que estdo amplamente distribuidos em todos os
continentes, afetando mais de 125 paises, principalmente nos tropicos onde as
condi¢cBes para manutencao do ciclo de vida dos virus séo favoraveis. Em adicdo, as
mudancas climaticas, as viagens globais, a migracdo de passaros e 0s projetos de
irrigacdo tém contribuido para a expansédo geografica dos arbovirus (LI; ZHANG; LI,
2017; MESSINA et al., 2019; PACCA, 2013; SOLOMON; MALLEWA, 2005).

Com excecdo do DENV, que é um patdégeno estritamente humano, a maioria
dos flavivirus esta presente em ciclos de transmissdo simples silvestre e,
ocasionalmente, sdo transmitidos aos seres humanos, quando esses adentram em
areas enzodticas, como consequéncia da ocupacéo e crescimento desordenados de
areas urbanas (LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014; PAYNE, 2017).

A infeccao por flavivirus, bem como, a sobrevivéncia e replicacdo do patdgeno
no organismo do hospedeiro dependem do bom funcionamento de suas proteinas
estruturais (capsideo (C), membrana(M), envelope (E)) e ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5); além de condi¢cBes bioldgicas ideais para iniciar o
ciclo de infec¢ao, como o baixo pH endossomal (LI; ZHANG,; LI, 2017; PAYNE, 2017).
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Dentre esse conjunto de proteinas, a proteina estrutural E e a protease NS3
sao, particularmente, alvos atrativos para o planejamento de farmacos. A proteina E
estd associada aos eventos iniciais que desencadeiam a infeccdo por esses
patdégenos, de modo que pequenas moléculas que se ligam em sitios importantes na
superficie dessa proteina tém potencial para bloquear a entrada viral, evitando a
continuacgéo do seu ciclo de replicacdo (DE WISPELAERE et al., 2018; PITTS et al.,
2019a).

No ZIKV e DENV, a replicacdo viral depende da proteina ndo-estrutural 3
(NS3rP), que age em associacdo a NS2B, aumentando a eficiéncia da atividade
enzimatica, de modo que a interrupcéo da atividade do complexo NS2B-NS3 conduz
a morte viral (CHAPPELL et al., 2008).

Diante do exposto acima € notavel a importancia do desenvolvimento de
pesquisas voltadas para o planejamento de novas moléculas bioativas com potencial
para inibir a atividade de proteinas 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

proteinas E e NS2B-NS3 flavivirais.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

Os arbovirus, que sédo virus transmitidos por artropodes hematéfagos tais como
mosquitos e carrapatos, sao frequentemente associados a surtos em série e, portanto,
sdo classificados de forma epidemioldgica, representando um problema sério de
saude publica global. Em muitos casos, sdo doencas zoondticas ou antropo-
zoonoticas, definidas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como qualquer
doenca naturalmente transmissivel de animais vertebrados para humanos ou de
humanos para animais (OTTE; PICA-CIAMARRA, 2021). Contudo, uma vez que néo
h& obrigatoriamente animais intermediando a infecgdo humana, alguns autores as
consideram como doengas virais ndo zoonoéticas (KHEIRALLAH et al., 2021). Tais
patdgenos estéo distribuidos em todos os continentes com predominancia nas regidées
tropicais, devido as condicfes adequadas para a manutencéo do ciclo de vida dos
vetores (LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014; REY et al., 2018).

De acordo com a OMS, as doencgas negligenciadas sao enfermidades,
geralmente transmissiveis, com maior incidéncia em paises em desenvolvimento.
Além disso, apresentam como caracteristicas comuns a alta endemicidade em regides
mais pobres e menos desenvolvidas, incluindo areas rurais e urbanas (GARCIA et al.,
2011). Como consequéncia da baixa prevaléncia e pelo fato de atingir populagdes em
regides mais pobres, as doencas negligenciadas ndo sao atrativos econdmicos para
o desenvolvimento de farmacos. Nesse contexto, as febres do DENV e ZIKV s&o duas
doencas classificadas como negligenciadas pela OMS, mesmo considerando seus
impactos econémicos e na saude da populacao mundial (GARCIA et al., 2011).

Ainda nesse ambito, os virus re-emergentes negligenciados, dentre os quais
estdo incluidos os flavivirus, vém sendo responsaveis pelo adoecimento de milhdes
de pessoas todos 0s anos ao redor do mundo. Estes causam sérias manifestacoes,
tais como encefalite, febre (hemorragica ou nao), necrose miocardica, encefalomielite,
artralgia, sindrome de Guillain-Barré em adultos, rash cutaneo, mialgia, microcefalia
em neonatos, hepatoesplenomegalia, e distlrbios gastrointestinais (CHEN; HAMER,
2016; MACLACHLAN et al., 2017).

Em sua maioria, os flavivirus sdo mantidos na natureza em ciclos silvestres,
circulando entre vetores e hospedeiros primatas ndo humanos. Contudo, devido aos

grandes avanc¢os dos centros urbanos, mudancas climéticas, comportamento humano
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e 0s desmatamentos, o contato vetor-humano tem sido cada vez mais frequente,
contribuindo para a disseminacao desses virus. Associado a esses fatores estdo as
viagens para areas endémicas, permitindo que esses patdgenos atinjam outras
regides do planeta, uma vez que o hospedeiro humano infectado pode servir como
reservatorio para os virus (GUARNER; HALE, 2019; HAMMAMI; BEN HASSINE,
2019; ISHIKAWA; YAMANAKA; KONISHI, 2014; LOPES; NOZAWA; LINHARES,
2014).

Os flavivirus se configuram como os virus que mais infectam pessoas, contudo,
também acometam animais domésticos (RYU, 2017). Embora sejam encontrados em
mais de 100 paises, até 0 momento ndo existe nhenhuma 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 estao disponiveis para os virus da febre amarela (YFV), encefalite
japonesa (JEV), encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) e, recentemente, virus
dengue (DENV) (Dengvaxia®). Esta, contudo, apresenta eficacia de aproximadamente
65% contra o sorotipo DENV-2, sendo recomendada para individuos entre 9 e 45
anos, num esquema de 3 doses com intervalo de 6 meses entre cada aplicagdo. Além
disso, a Dengvaxia® néo fornece protecéo efetiva contra todos os sorotipos de DENV.
Ainda, em 2017, o fabricante da vacina, o laboratério Sanofi-Aventis, anunciou que a
vacina poderia aumentar a gravidade de uma segunda reinfecgéo por DENV (ISLAM
et al., 2020; PRETO et al., 2021).

2.1 Flavivirus

2.1.1 Dados epidemioldgicos para os principais flavivirus

Os Flavivirus sao virus 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 a
familia Flaviviridae, assim como o0s géneros Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus
(HAMMAMI; BEN HASSINE, 2019). A maioria desses flavivirus sdo transmitidos pela

picada de artrépodes hematéfagos, principalmente mosquitos do género Aedes sp. e
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Culex sp., bem como, carrapatos do género Ixodes sp. (Figura 1) (ISHIKAWA,;
YAMANAKA; KONISHI, 2014; QI et al., 2020; RYU, 2017).

Figura 1 — Principais vetores de flavivirus.

o A

" Aedes spp o Culex spp Ixodes ioricatus

Fonte: Autor, 2022.

Dentre todos os flavivirus, os membros de maior importancia, por serem
responsaveis pela maioria dos casos de infeccdées em humanos, sdo os virus 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 Malasia. Sendo apenas um Unico surto relatado, acredita-se que se
trata de um sorotipo de baixa taxa de transmissdo (MUSTAFA et al., 2015).

Estima-se que mais de 2 bilhdes de pessoas correm o risco de infeccéo pelo
JEV com casos anuais estimados entre 50 e 175 mil, principalmente em 24 paises do
Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental. Destes, cerca de 30% resultam em casos fatais,
e que mais de 30% dos sobreviventes permanecem com sequelas neuroldgicas
permanentes (HAN et al., 2020; ZHOU et al., 2021).

A Ultima epidemia notificada causada por SLEV data de 1933, ocasido 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
infeccdo de 2.000 pessoas. Posteriormente, em 2020, os Estados Membros da Uniéao
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 Fundacédo Oswaldo Cruz, entre 2014 e 2020, dez
casos de WNV foram confirmados, todos no Estado do Piaui (AZEVEDO COSTA et
al., 2021).
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O YFV geralmente é endémico na Amazbnia e partes do Peru, Guiana
Francesa, Venezuela, Suriname, Republica Cooperativa da Guiana, Colémbia e
Brasil. No Brasil, o ultimo surto epidémico de YFV urbano ocorreu nos anos 1930, mas
entre 2017 e 2018 foram confirmados 1.257 casos e 394 mortes, principalmente em
areas rurais, onde o ciclo silvestre é dificil 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 género Aedes sp.
(MUSTAFA et al., 2015). Considerado pela OMS como uma das maiores ameacas a
saude humana, o DENV é endémico no Brasil e, dentre os flavivirus, € o responsavel
pelo maior nimero de casos globais de infeccbes em humanos. Estima-se que mais
de 3,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de infeccdo pelo DENV, enquanto que
anualmente mais de 300 milhdes de casos sédo confirmados em mais de 128 paises.
Dentre todos os casos confirmados, aproximadamente 96 milhdes sao assintomaticos
e 2 milhdes desenvolvem quadros graves, como a sindrome do choque e febre
hemorragica do Dengue. Além disso, os casos fatais ultrapassam 21 mil notificacbes
(EDGERTON et al., 2021; MESSINA et al., 2019; MURUGESAN; MANOHARAN,
2019). Entre 2008 e 2015 os casos saltaram de 1,2 para 3,2 milh6es no Sudeste da
Asia, Américas e Pacifico Ocidental, passando para 5,2 milhées em 2019, mesmo ano
em que o Brasil ocupou a segunda posicdo mundial no nimero de casos, ficando o
Afeganistao em primeiro (RAI et al., 2021).

Em 2020, no Brasil, foram confirmados mais de 900 mil casos de dengue. Ja
em 2021, os casos ultrapassaram 975 mil notificagdes, com a maior incidéncia no
Centro-Oeste do pais, seguido das regibes Norte, Sul, Sudeste e Nordeste
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021; PAHO/WHO, 2022; SILVA; MAGALHAES; PENA,
2021).

Milhares de casos de DENV tém sido relatados pela Organizacdo Pan
Americana de Saude (PAHO). Em 2021 foram mais de 1,2 milh6es de casos, dos
guais 3.200 apresentaram o quadro grave da doenca 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
ameacas a saude global. Primeiramente, isolado de humanos em 1954, o ZIKV
tornou-se um patdégeno clinicamente significante apdés os surtos na llha Yap na
Micronésia, em 2007, onde quase 75% da populagéo foi infectada (LI et al., 2018;
SILVA-JUNIOR, 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 paises e sendo responsavel por mais de 1,5 milhdo de
infeccdes.

Até o final de julho de 2019, cerca de 87 paises ja haviam reportado casos de
ZIKV, em regibes téo diversas como: Africa, América, Sudeste Asiatico e no Pacifico
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 periodo, como
consequéncia de maes infectadas por ZIKV durante a gestacdo mais de 8 mil
neonatos apresentaram microcefalia - uma reducéo na circunferéncia do cranio (< 34
cm) - e/ou desordens neuroldgicas graves. Tais efeitos neuroldgicos estao associados
ao tropismo do ZIKV por células progenitoras neuronais, neurdnios maduros e
astrocitos (EL COSTA et al., 2016; SILVA-JUNIOR, 2019). Em 2020, 18.941 casos de
infeccao 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; MAGALHAES; PENA, 2021).

Até o presente momento sdo conhecidas duas linhagens do ZIKV (Africana e
Asiatica). Contudo, seus genomas virais mantém mais de 95% de similaridade e,
diferentemente do DENV, o ZIKV é classificado como um unico sorotipo (SILVA-
JUNIOR, 2019).

Estima-se que aproximadamente 80% das pessoas infectadas com ZIKV sejam
assintomaticas, e que 20% destas apresentem sintomas menos severos dos que 0s
casos de dengue, tais como febre baixa/moderada, rash cutaneo, dor de cabeca e
conjuntivite. Porém, problemas neurolégicos, tais como microcefalia em neonatos,

danos nos testiculos, dano ocular, hipertonia/espasticidade, convulsdo e sindrome de
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Guillain-Barré em adultos, tornam o ZIKV uma doenga preocupante e extremamente
impactante para a sociedade moderna (RASSIAS et al., 2019; THARAPPEL et al.,
2020).

2.1.4 Ciclo de infeccao para os arbovirus e ciclo de replicacéo para os Flavivirus

No ciclo de transmisséo silvestre (Figura 2) os vetores, mosquitos e/ou
carrapatos, infectam hospedeiros vertebrados através da picada durante o seu
repasto sanguineo. Entretanto, a transmissao entre os vetores artrépodes de maneira
vertical transovariana (virus dentro do ovo) ou transovo (virus na superficie do ovo)
(CARVALHO; LONG, 2021). O segundo ciclo de transmissao envolve o contato dos
humanos com os artropodes (Figura 2) devido a entrada desses em ambientes
silvestres, ou como consequéncia do crescimento desordenado das cidades, o0 que
contribui para o surgimento de criadouros para muitos vetores (GUARNER; HALE,
2019).

Figura 2 — Ciclos de transmissédo dos arbovirus.
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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 consequéncia do
animal parasitado por carrapatos infectados (MACLACHLAN et al., 2017).

A transmissdo do DENV para o hospedeiro humano ocorre através da picada
de mosquitos fémeas infectadas, principalmente Aedes aegypti e Ae. albopictus,
geralmente para se alimentar do sangue do hospedeiro e amadurecer seus 0vos.
Apés a picada, o hospedeiro serve como reservatorio que mantém o virus vivo e em
constante ciclo de replicacdo. Outras maneiras mais raras de contaminac¢ao incluem:
transplantes de 6rgaos, transmissdo vertical (mée-bebé), via intranasal e exposicao
conjuntival. Embora a maioria dos casos de dengue apresentem sintomas menos
severos, condi¢des debilitantes, como diabetes, asma e deficiéncia na enzima glicose-
6-fosfato desidrogenase podem contribuir para o desenvolvimento de quadros fatais,
uma vez que a deficiéncia dessa enzima prehudica a producdo de nitrogénio e
oxigénio reativos como o6xido nitrico (NO), anion superéxido (O2) e perédxido de
hidrogénio (H202), usados pelo sistema imune para eliminar patégenos invasores (AL-
ALIMI et al., 2014; GUARNER; HALE, 2019).

A transmissdo do ZIKV para o hospedeiro humano pode ocorrer de quatro
maneiras diferentes (Figura 3). A mais comum delas € através da picada do mosquito
infectado, principalmente Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. hensilli e Ae. polynesiensis.
Apés a picada, o virus se replica nos queratinécitos epidérmicos, endoteliécitos de
vasos sanguineos, mondcitos e produz efeitos citopaticos.

Pode ocorrer transmissdo por meio de relagbes sexuais, uma vez que 0 Virus
pode permanecer em fluidos sexuais por varios meses. Casos de transmissao via
transfusdo de sangue foram relatados, porém os casos mais graves estao associados
a transmissao vertical, no qual a hospedeira gestante infectada transmite o virus para
o feto, ocasides nas quais os fetos tém maior probabilidade de desenvolverem

microcefalia e outros problemas neurolégicos (BHARDWAJ et al., 2021).
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Figura 3 — Ciclo de transmisséao do ZIKV.
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Fonte: BHARDWAJ et al., 2022. (traducéo e adaptacéo)

Apoés a picada do vetor infectado, o ciclo de replicacao viral inicia-se com a
aderéncia dos virions a superficie da célula hospedeira. As células susceptiveis a
contaminacdo sdo predominantemente os mondcitos e as células dendriticas. As
células sao infectadas como consequéncia de eventos envolvendo a proteina do
envelope (E) do virus, uma glicoproteina organizada em dimeros que é reconhecida
por receptores celulares, normalmente dos tipos lectina-C, fosfatidilserina e tirosina
quinase. Em seguida, ocorre a internalizacdo do virus por um mecanismo de
endocitose clatrina-dependente. Devido ao baixo pH endoss6mico (~6), ocorrem
mudancas conformacionais no envelope (E), permitindo a fusao das membranas virais
e celulares, revelando o capsideo e liberando RNA no citoplasma da célula
hospedeira. O RNA é traduzido em poliproteinas pelos ribossomos hospedeiros e,
apos ser translocada para a membrana do reticulo endoplasmética, essa poliproteina
€ clivada em trés proteinas estruturais (pré-membrana (prM), envelope (E) e capsideo
(C)) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B e NS5). As
proteinas nao estruturais replicam o RNA do genoma, enquanto que a montagem do
virus ocorre no reticulo endoplasmatico onde formam-se particulas virais imaturas.

As particulas virais imaturas sdo, entdo, transportadas pela via secretora,
maturadas pela acdo da protease viral NS2B-NS3 e clivadas pela furina do

hospedeiro, 0 que gera os virions maduros, que posteriormente séo liberados por
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exocitose (Figura 4) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; PERERA,
KHALIQ; KUHN, 2008; SILVA-JUNIOR, 2019).

Figura 4 — Ciclo de replicacdo dos Flavivirus.
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2.1.5 Proteinas estruturais e nao-estruturais

As poliproteinas flavivirais compreendem trés proteinas estruturais e sete ndo-
estruturais (Figura 5). As proteinas estruturais participam na formacéo da particula
viral e estdo envolvidas no processo de fusdo com as células hospedeiras. Por outro
lado, as proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na replicacdo do RNA, montagem
do virion e modulacao de resposta imune do hospedeiro (MILLIES et al., 2019).

As proteinas néo estruturais dos flavivirus sdo multifuncionais. Contudo, muitas
das funcdes dessas ainda nédo foram completamente elucidadas e continuam sob
investigacao (LI; ZHANG; LI, 2017).
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Figura 5 — Componentes estruturais e néo estruturais da poliproteina flaviviral.
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Fonte: QUERESHI, 2018 (tradugdo e adaptacéo). (A) Produtos de clivagem e processamento da
poliproteina. (B) Topologia da poliproteina flaviviral ndo processada inserida na membrana do reticulo
endoplasmatico.

As trés proteinas estruturais dos flavivirus, membrana (M), capsideo (C) e
envelope (E) estdo envolvidas na formacdo do virion. A primeira € um fragmento
proteolitico da glicoproteina precursora de membrana (prM); a segunda encapsula o
genoma viral, sendo responsavel por proteger o material genético; e a terceira é
responsavel por mediar os processos de adesdo do virus a superficie da célula e a
posterior fusdo das membranas hospedeira e viral, representando o principal antigeno
para o sistema imune (SILVA-JUNIOR, 2019; ZHANG et al., 2017).

A NS1 (~55 kDa) é uma poliproteina necessaria para a sintese de (—)ssRNA,
bem como é indispensavel em varios estagios da replicacdo viral e producdo de
particulas infecciosas, estando relacionada as formas severas de DENV (FONSECA
et al., 2017; DEY et al., 2021). NS2A (~22 kDa) é uma poliproteina hidrofébica que
participa da replicacdo e organizacao estrutural do virus, além de estar relacionada a
regulacéo de interferon beta (INF-p) e a resposta imune do hospedeiro (FONSECA et
al., 2017). A proteina NS2B (14 kDa) é uma proteina transmembranar que funciona
como um cofator para a proteina NS3, formando uma serino protease ativa para

reconhecimento e protedlise da poliproteina (DEY et al., 2021). A NS4A (16 kDa) e
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NS4B (27 kDa) séo proteinas de membrana envolvidas em rearranjos necessarios a
formacédo do complexo de replicacéo viral. Além disso, a NS4A esta relacionada a
amplificacdo do RNA viral, enquanto a NS4B, a inibicdo da resposta do interferon tipo
| (INF-I) das células hospedeiras (CUMBERWORTH et al., 2017; MILLER et al., 2007).
Por fim, a NS5 (103 kDa) é uma proteina com varias atividades enzimaticas, incluido
RNA-dependente RNA polimerase, RNA guanililtransferase e metiltranferase (MTase)
(ACKERMANN; PADMANABHAN, 2001; ISSUR et al., 2009).

A proteina E e o complexo NS2B-NS3, especialmente do DENV e do ZIKV,
serdo abordadas mais detalhadamente por serem de maior interesse para este

trabalho.

2.2 Estrutura e fungéo da proteina E

A proteina E assume diferentes conformacdes nas formas madura, imatura e
na forma de fuséo ativada do virus. Ela tem um papel importante durante a maturacéo,
montagem, entrada e desempenha papel crucial no ciclo de infec¢ao viral ao mediar
a fusdo da membrana viral com a membrana endoss6mica. Além disso, ela € um alvo
para a maioria dos anticorpos neutralizantes (DEY et al., 2021; PERERA; KHALIQ;
KUHN, 2008).

A glicoproteina E dos flavivirus (Figura 6) € uma proteina de fusao classe Il que
compartilha cerca de 40% de identidade dos aminoacidos dentre o género Flavivirus,
sendo a principal proteina de superficie viral (PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008). Ela
consiste num ectodominio soluvel formado pelos residuos 1-394 e um dominio
transmembranar helicoidal com os residuos 395-495. O ectodominio € dividido em
trés dominios, nomeados DI (residuos 1-52, 132-192 e 272-299), DIl (residuos 53-131
e 193-271) e DIl (residuos 300-394) (DEY et al., 2021). O DI conecta DIl ao DIllI; o DIl
contém o loop de fusdo que interage com a membrana hospedeira durante a fusao
das membranas, enquanto DIIl é uma estrutura de ligacdo a imunoglobulinas,
importante no reconhecimento molecular pelos receptores celulares e anticorpos
neutralizantes, além de possuir um suposto sitio receptor-ligante e ter importante
papel durante a fusdo (SHI; GAO, 2017). O dominio transmembranar € o principal
responsavel por mediar a entrada viral em pH &cido (YANG et al., 2019).
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A proteina E dos flavivirus mantém quatro residuos de histidina (His) (posicfes
144, 246, 284 e 319), localizados no interdominio do dimero E, que podem ser
importantes nos processos iniciais do ciclo de vida dos flavivirus ou para regular a

trimerizagcdo da proteina E em pH baixo (ZHANG et al., 2017).

Figura 6 — Representacdao grafica da proteina E dos flavivirus.

FONTE; Autor, 2022. Em (A), estrutura tridimensional da proteina E dos flavivirus e seus respectivos
dominios (PDB ID: 1UZG). Em (B), sobreposicdo das proteinas E do DENV (PDB ID: 10KE) e ZIKV
(PDB ID: 5JHM), em verde e magenta, respectivamente. llustragéo elaborada utilizando-se o software
PyMol® v. 0.99.

O ectodominio é organizado em 60 espiculas triméricas radiais na superficie
viral e, até a maturacao, é reorganizado em 90 dimeros localizados em uma orientacao
tangencial fortemente compactados uns contra 0S outros, 0 que torna a membrana
lipidica viral interna inacessivel. No virion maduro, a proteina E é organizada em 30
aglomerados de trés homodimeros, cobrindo a superficie do virion e somando um total
de 180 mondmeros (DEY et al., 2021; PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008; SAMPATH,;
PADMANABHAN, 2009).

O mecanismo de fusdo das membranas celular e viral possui duas funcdes

importantes, sendo a liberacdo do nucleocapsideo viral de seu envelope protetor e a
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transferéncia da informacao genética viral para o interior da célula hospedeira, onde
se inicia o processo de replicacdo (STIASNY; HEINZ, 2006).

A proteina E possui 4 sitios de interesse para o planejamento de inibidores
(Figura 7) dos quais o mais € abordado € o sitio B-octilglucosideo, localizado entre os
dominios DI e DIl, devido esté relacionado aos eventos iniciais da infeccdo viral
(HENGPHASATPORN et al., 2020).

Figura 7. Sitios disponiveis para o planejamento de inibidores da proteina E do
DENV e ZIKV.
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Fonte: HENGPHASATPORN et al., 2020. Quatro sitios de ligagdo na proteina E (X, Y’, K e K’). Nos
sitios: potentes inibidores encontrados por métodos in silico e suas interacdes com residuos de

aminodcidos de acordo com a energia de afinidade.

Assim, a proteina E € um interessante alvo para o planejamento de inibidores
da fusdo de membranas e, como consequéncia, bloqueadores da entrada viral
(PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008).
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2.2.1 Inibidores da proteina E

Muitos esforcos tém sido depositados no desenvolvimento de antivirais que
possam bloquear os eventos inicias do ciclo de vida dos flavivirus. Um dos principais
pontos é o desenvolvimento de pequenas moléculas que possam se ligar a proteina
E, na superficie do virion e impedir a entrada viral (LI et al., 2019).

Um atrativo alvo tem sido um bolso hidrofébico, localizado entre DI e DIl da
proteina E, que pode estar relacionado ao processo de entrada viral, e a regido em
forma de haste que precisa interagir com o trimero da proteina E durante a fusdo 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 ECso de 0,48 + 0,06 uM.
Este foi identificado como inibidor dos estagios inicias da entrada viral, uma vez que
foi verificada a reducdo 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
reducao 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 proteina E, afetando a translocagéo e o rearranjo de
dominios ou interferindo no processo de fusdo 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 ligagdo com o dimero da proteina
E, entre DI e DII, blogueando a transicéo para o trimero, estado pés-fuséo do envelope
viral (SCHMIDT et al., 2012; WISPELAERE et al., 2018). O composto 3 se liga
diretamente & proteina E pré-fuséo, inibindo a fusdo viral de maneira dependente da
concentracéo (LIAN et al., 2018).

Uma série de derivados inddlicos (4, 5 e 6) apresentou, como principal modo
de acédo, a inibicdo da proteina E durante a entrada viral do ZIKV e do DENV-2,
exibindo toxicidade minima (PITTS et al., 2019b). Derivados cianoidrazinas (7, 8, 9 e
10) também se mostraram capazes de bloquear a entrada viral por meio da inibicdo
da fusdo mediada pela proteina E para multiplos flavivirus (LI et al., 2019).

Tomados em conjunto, nota-se que os inibidores da proteina E dos flavivirus
supracitados (Figura 8) compartilham entre si determinadas caracteristicas, seja a

presenca do grupo ciano, o anel indolico ou bioisosterismo.
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Figura 8 — Inibidores da proteina E dos virus DENV2 e ZIKV.

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

2.3 Estrutura e funcéo da protease NS2B/NS3

A proteina NS3 é uma proteina multifuncional, que possui dois dominios
funcionais, sendo um dominio protease (NS3P™©) e um dominio helicase (NS3") que
possui atividade de serino protease, RNA fosfatase, nucleosideo fosfatase e helicase
(SHI; GAO, 2017). E uma proteina importante para a replicacéo viral, mas para ser
completamente ativa precisa estar associada a proteina NS2B, que atua como um
cofator peptidico, essencial para o reconhecimento do substrato e estabilidade do
complexo (AGUILERA-PESANTES et al., 2017; LI; ZHANG; LI, 2017). A proteina NS3

dos flavivirus apresenta uma triade catalitica funcional, formada pelos residuos His®?,
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Asp’® e Ser'®®, importantes para a clivagem do substrato peptidico e processamento
da poliproteina (MUKHAMETOQV et al., 2014).

O complexo NS2B-NS3 (Figura 9), formado pela associacdo das proteinas
NS2B e NS3F©, é responséavel por clivar a poliproteina precursora das proteinas
estruturais (P14) e ndo estruturais (NS) que sdo essenciais para a reorganizacao
estrutural, montagem e replicagcdo dos virions, ao passo que suprimem a resposta
imune humana por clivar o gene estimulador de interferon (MILLIES et al., 2019a). A
proteina NS2B contribui apenas com uma pequena proporcdo hidrofilica para a
ativacdo da proteina NS3. Enquanto que a maior parte serve como ancoras de
membrana hidrofilicas (VOSS; NITSCHE, 2020).

Figura 7 — Estrutura tridimensional para a protease NS2B-NS3 dos flavivirus.

FONTE: Autor, 2022. Em vermelho, a proteina NS2B e em verde a proteina NS3 (PDB ID: 5GXJ).
llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

Em relacdo ao substrato peptidico clivado, a area de ligacdo é dividida em
bolsos secundarios (sitios) denotados de S1-S4 (na regido N-terminal) e subsitios S1’-
S4’ (na regiao C-terminal), enquanto os residuos que se ligam a esses bolsos sao
denominados por P1-P4 ou P1’-P4’, respectivamente (Figura 10) (BEHNAM; KLEIN,
2020).
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Figura 10 — Subsitios de ligac&o na protease NS3 dos flavivirus.
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FONTE: Autor, 2022. (PDB ID: 3U1l). llustracéo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

A clivagem do substrato peptidico ocorre inicialmente a partir da captura de um
proton da Ser'3®, pela His®!, transformando o residuo Ser'®> em um nucleéfilo mais
forte, que ataca a carbonila P1 do substrato (Figura 11, I). O intermediario formado é
estabilizado por ligacGes de hidrogénio com a Gly**® no buraco oxoanidnico (Figura
11, Il), cuja decomposicédo resulta na clivagem da regido C-terminal e liberagéo de
uma amina como produto. A fracdo N-terminal permanece ligada covalentemente a
Ser'® via ligacéo éster. A His®!, agindo como base melhora a nucleofilicidade de uma
molécula agua (Figura 11, 1), gerando um anion hidroxila que hidrolisa a ligagéo éster.
Ocorre, entdo, a segunda clivagem e um acido carboxilico € liberado como produto,
envolvendo uma etapa de reprotonacéo (Figura 11, IV) (SILVA-JUNIOR, 2019).
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Figura 11 — Mecanismo enzimético da triade catalitica na protease NS2B-NS3.

! 1l
Serl35s HisS1 Serl3s ‘%Hix'il
x lr\ :JJ> ll(':
O N —_—
0 N ~ Gly1s3*% m q\’-\u K 7
He... Asp7S 0 \ Heuo: ;s Asp7S
o o \e )
‘-z_‘_ \/LS_ @ s o
H 0 Substrato o
Substrato
- i o
Substrato u- )\"
0. _OH NHL
§ S
; I
= His51
Serl35s His51 Serl35 18
o s N
HAy > oo
R — Jri T
0, L\' Oy .. H N
OH H.. Asp75 a2 '+ Asp75
%%E = AN > Tam o™ (é-.. h
e 9 Substrato o
Substrato Y

FONTE: Silva-Janior, 2019. Em (I), o ataque nucleofilico realizado pela Ser'®®; Em (ll), o sitio
oxoaniénico compostos pela Gly!3, estabiliza o intermediario tetraédrico liberando uma amina como
produto; Em (1), o substrato (covalentemente ligado) sofre um novo ataque nucleofilico pela agua; Em
(IV), um rearranjo ocorre e estabiliza o segundo intermediario tetraédrico, liberando um &cido

carboxilico, como produto final.

Nos flavivirus, a sequéncia de aminoacidos da proteina NS3 é altamente
conservada (Figura 12), variando entre 50 e 75% de identidade, sendo possivel,
portanto, supor que inibidores desenvolvidos para um determinado flavivirus possam
também apresentar alguma atividade frente a outros membros da mesma familia
(MILLIES et al., 2019a).
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Figura 12. Alinhamento de sequéncias dos dominios da protease NS3 de alguns

flavivirus.
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Fonte: Li; Zhang; Li, 2017.

Adicionalmente, o complexo NS2B/NS3 pode se apresentar, principalmente,
em duas diferentes conformacdes, sendo uma forma aberta, cataliticamente inativa, e
outra fechada, cataliticamente ativa. Ainda, uma conformacao “superaberta” tem sido
relatada por Aleshin et al. (2016), cujas estruturas estao disponiveis no Protein Data
Bank (PDB) com os cédigos 6UM3 e 5TFN que, embora ndo sejam naturais, podem
ser obtidas experimentalmente. Tais resultados ainda ndo foram publicados, porém
10.2210/pdb6UM3/pdb e doi:
10.2210/pdb5TFN/pdb, respectivamente. Na forma ativa a proteina NS2B esta em

podem ser encontrados sob o0s registros doi:

torno da NS3, formando uma volta-§ com a regido C-terminal, a qual contribui para os
sitios de ligacdo P2 e P3 da protease.

Além disso, a protease tem preferéncia por substratos com regides dibasicos
em P1 e P2, possuindo como sitio de clivagem a ligacdo peptidica dos residuos de
Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys, em tais posi¢cdes. Consequentemente, substratos com
carater dibasico em P1 e P2 favorecem as interacOes eletrostaticas (CANNALIRE et
al., 2019b; KUHL et al., 2020; MILLIES et al., 2019a; NITSCHE et al., 2014; VOSS;
NITSCHE, 2020).

Adicionalmente, a protease NS2B-NS3 apresenta um sitio alostérico situado na
face oposta a triade catalitica do sitio ativo, o qual vem sendo abordado como alvo

para inibidores ndao-competitivos (alostéricos). Embora ndo esteja totalmente claro o
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modo de ligacdo dos inibidores nesse sitio, sabe-se que este é delimitado pelos
residuos de ambas NS2B e NS3P© (Met*, Lys’4, Leu’®, Trp®3, Lys®, Leu®®, Glu®e,
G|y87, G|U88, Trp89, VaI146, Vall‘”, G|yl48, Leu149, Tyr150’ G|y151’ Asn152' A|61164, ||e165 e
llel®®) e tem sido observada sua existéncia nas conformacdes aberta e fechada da
protease do DENV-2 e ZIKV, sendo caracterizado por uma fenda predominantemente
hidrofébica (LIMA et al., 2021; SILVA-JUNIOR, 2019). Também foi verificado por
Millies e colaboradores (2019) que o sitio alostérico esta localizado préximo da Asn*®?,
gue frequentemente é denominado como um interruptor molecular entre as
conformagbes aberta e fechada. O residuo Asn®®? é conservado em todas as
proteases dos flavivirus e a inativacdo da protease tem sido verificada quando este
residuo é modificado por outros aminoéacidos (MAUS et al., 2021a; SILVA-JUNIOR,
2019).

Desse modo, a proteina NS3P™ é um alvo atrativo para o desenvolvimento de
agentes antiflavivirais, visando o sitio ativo e/ou alostérico que possam atuar inibindo
0 complexo de replicacdo viral, inativando a protease e levando a morte do virus (LI;
ZHANG:; LI, 2017; MILLIES et al., 2019a; SILVA-JUNIOR, 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, sdo
conhecidas apenas duas linhagens do ZIKV, sendo uma linhagem africana e outra
asidtica. Ambas as linhagens sdo praticamente idénticas, compartilhando mais de
95% de identidade de seus aminoacidos (DOWD et al., 2016; SILVA-JUNIOR, 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 A, indicando grande similaridade
estrutural, a qual pode ser observada a partir da sobreposicdo das proteases de
ambos os virus nas conformacgfes aberta e fechada (Figura 13) (MILLIES et al.,
2019a). Sendo possivel, a principio, usar os mesmos, ou inibidores analogos contra

ambos os alvos.
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Figura 13 — Sobreposi¢cdes das conformagdes aberta e fechada da protease
NS2B-NS3 do DENV e ZIKV.

FONTE: Autor, 2022. Sobreposi¢cédo da conformacéo aberta (A) e fechada (B) para a protease do DENV
(PDB ID: 2FOM e 2M9P, respectivamente) em verde e ZIKV (PDB ID: 5GXJ e 5LCO, respectivamente)

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

Nitsche e colaboradores (2011) sintetizaram uma série de 86
arilcianoacrilamidas e avaliaram seu potencial inibitério frente a protease do DENV.
No estudo foi observado que um substituinte arila em Ri1 e um hidrogénio ou um
pequeno fragmento alifatico em R2 poderiam interagir com o subsitio S1, enquanto o
residuo da amida mimetizaria uma estrutura peptidica e interagiria com os elementos
de reconhecimento em S1'. A nitrila, no entanto, poderia induzir uma interagao dipolo-
dipolo ou criar uma ligacdo covalente reversivel entre o inibidor e a protease (Figura
14), sendo capaz de interagir com a Ser'®® do sitio catalitico (NITSCHE; STEUER;
KLEIN, 2011).

Figura 14 - Interacdo dipolo-dipolo de arilcianoacrilamidas com o residuo
catalitico (Ser'®) da protease NS2B-NS3.

\ /\)‘\OH
N-

"H  NH,
FONTE: Autor, 2022. (Adaptacdo de NITSCHE, 2011). llustrag&o elaborada utilizando-se o software
ChemDraw® v. 12.



33

Dentre os derivados sintetizados no trabalho de Nitsche e colaboradores
(2011), os compostos 11, 12, 13 e 14 (Figura 15) foram identificados como sendo 0s
analogos mais promissores contra a protease flaviviral, sendo o composto 12 o mais
ativo e seletivo contra DENV (51% de inibicdo, Ki = 35,7 uM). Contudo, outros
analogos tais como 15-19, também apresentaram boa atividade inibitoéria.

Quando comparada a porcentagem de inibicdo das proteases do DENV e do
WNV em relacao a trombina para o composto 12, verifica-se valores de 51,7; 55,0 e
24,4, respectivamente. A porcentagem de inibicdo foi determinada usando-se
concentragcbes de 0,1; 0,15 e 0,01 uM da enzima do DENV, WNV e trombina,
respectivamente; enquanto a concentracao do inibidor foi 50 uM para DENV e WNV
e 25 uM para trombina. Os valores de K; obtidos foram 35,7; 44,6 e 102 uM para
DENV, WNV e trombina, respectivamente. Assim, estes valores indicam que o
analogo 12 é seletivo para proteases flavivirais (NITSCHE; STEUER; KLEIN, 2011).

Uma série de a-acetoamidas mostrou-se promissora frente a protease do
DENV, sendo os compostos 20, 21, 22 e 23 (Figura 15) os mais potentes. Uma
atencao especial deve ser direcionada ao composto 20, que na concentracao de 50
uM, apresentou atividade inibitoria de 39,1% frente a 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 ICs0 de 0,64 e 0,54 uM, respectivamente (YAO et al., 2019).
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Figura 15 — Inibidores da protease NS2B-NS3 do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracio elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Estudos complementares de docking molecular revelaram que o nucleo inddlico
se liga ao subsitio S1 da protease do DENV mantendo interacfes hidrofébicas com
os residuos Tyr** e Asp'?®, enquanto a cadeia lateral composta pelo grupamento o-
acetoamida interage com os residuos Ser'3® e His®! (Figura 16) (STEUER et al., 2011).
Deste modo, a série de compostos sintetizados por Steuer e colaboradores séo

potentes inibidores competitivos do sitio catalitico da protease flaviviral.
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Figura 16 — Interac&o do anel inddlicos 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 sdo essencialmente moléculas pequenas com peso molecular
< 300, numero de aceptores de ligagcédo de hidrogénio < 3 e logP < 3. Para o FBDD, os
fragmentos apresentam uma série de vantagens, as quais incluem: maior potencial
para novas espécies quimicas, melhores propriedade fisico-quimicas e maior
eficiéncia de ligacao no sitio 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 interacdes desfavoraveis (KIRSCH et al., 2019).

Em geral, o planejamento de novas moléculas, através do FBDD (do inglés,
fragment-based drug design) consiste de trés passos principais: (i) construir uma
biblioteca de pequenos fragmentos, os quais devem apresentar propriedades fisico-
guimicas promissoras, diversidade estrutural, melhorando o perfil farmacocinético do
composto final; (ii) realizar uma triagem dos fragmentos e descobrir quais deles tém
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 otimizac&o dos fragmentos para obtencdo de moléculas mais
potentes pode ser alcancada por meio de trés abordagens principais: (a) aumento do
tamanho do fragmento, (b) por ligacédo do fragmento a um nucleo farmacoforico ou (c)
por fusao de fragmentos (ERLANSON; DAVIS; JAHNKE, 2019; KIRSCH et al., 2019).
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A abordagem preferida pelos pesquisadores para obtencdo de compostos
leads é o aumento do tamanho do fragmento (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Esta &
baseada na adicdo de um fragmento com interacdes significativas, seguido pela
adicdo de um ou mais fragmentos que complementam um sitio ativo especifico para
melhorar a atividade farmacoldgica (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Este processo
pode ser realizado através de estrutura de raio-X, docking molecular ou por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (ERLANSON; DAVIS; JAHNKE, 2019;
KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Durante esse processo, é fundamental que as
interagc6es mais importantes do fragmento inicial com o alvo sejam mantidas durante
a formacéo dos compostos otimizados (KUMAR; VOET; ZHANG, 2012).

O docking molecular € uma ferramenta computacional cada vez mais utilizada
para o desenvolvimento de novas moléculas baseadas em fragmentos (do inglés,
fragmente-based drug design — FBDD), fornecendo uma melhor compreenséo das
interacdes entre proteinas e moléculas que exercem o papel de ligantes (MENG, X.
Y., ZHANG, H. X., MEZEI, M., & CUI, 2011). Este € um método estocastico que busca
guantizar as interacdes possiveis entre o ligante e a proteina, fornecendo uma
pontuacéo (score) que estima o grau de afinidade do ligante pelo alvo. Quanto maior
a afinidade de um ligante pela biomacromolécula mais promissor sera esse ligante
(YURIEV; AGOSTINO; RAMSLAND, 2011).

A estratégia FBDD tem como obijetivo identificar estruturas quimicas iniciais e,
entdo, otimiza-las, baseando-se em um alvo especifico (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 varios 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 referéncia
e sao Uteis para o desenvolvimento de novos inibidores da protease NS2B-NS3 dos

flavivirus.
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Figura 17 — Fragmentos hits identificados contra a protease NS2B-NS3 do ZIKV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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A técnica de FBDD tem sido empregada com sucesso na busca por inibidores
covalentes irreversiveis 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 (ICso = 185 uM) e, a partir deste, foi capaz de criar um composto
mais complexo e mais potente (ICso = 0,047 uM) frente a quinase-2 dependente de
ciclina — CDK2.

Outros trabalhos também tém obtido sucesso, tal como esta evidenciado no
trabalho de Murray e Blundell (2010) onde, partindo-se de fragmentos com valores de
ICs0 > 100 uM, foram obtidas diversas moléculas com valores de ICso < 0,4 uM (Figura
18).
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Figura 18 — Inibidores de outros alvos encontrados por FBDD.
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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 enzimatico esta envolvido na sintese e processamento da
poliproteina fundamental para o ciclo de replicagdo dos flavivirus. Além disso, é
notdrio 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 a NS2B-NS3 do ZIKV e DENV.
Posteriormente, os candidatos a antivirais, foram avaliados em ensaios de
citotoxicidade e atividade antiviral em células infectadas com flavivirus. Por fim,
espera-se que 0 projeto possa contribuir para o avanco da quimica medicinal de
antivirais, produzindo resultados relevantes para a literatura cientifica, os quais

possam servir como subsidios para o desenvolvimento de pesquisas posteriores.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade antiviral de potenciais inibidores da proteina

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

baseados em fragmentos.

3.2

Objetivos Especificos

Planejar racionalmente potenciais inibidores das proteinas E e NS2B-NS3 de
flavivirus por meio da técnica de fragment-based drug design (FBDD) em uma
guimioteca in-house;

Sintetizar os derivados mais promissores frente aos alvos almejados;

Verificar o perfil citotdxico dos novos compostos por ensaios de MTT em células
Vero EG;

Avaliar a atividade inibitéria dos compostos frente a protease NS2B-NS3 dos
virus Zika e Dengue em ensaios de fluorescéncias;

Determinar parametros fisico-quimicos;

Avaliar a atividade inibitéria dos compostos em ensaios com células Vero E6
infectadas por ZIKV;

Propor e discutir a Relacdo 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 interagbes entre as moléculas mais promissoras e as
proteinas E e NS2B-NS3 do ZIKV e DENV por meio de estudos de docking

molecular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cromatografias

4.1.1 Cromatografias em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
Silica Gel 60 F2s4 da MERCK® de 0,25 mm de espessura. Estas foram utilizadas para
monitorar o andamento das reacdes, bem como, determinar os fatores de retencéo
(RF) dos compostos finais. Os valores de Rr foram calculados através da razéo:
distancia percorrida pela amostra /distancia percorrida pela fase movel, apés eluicdo
das respectivas placas (SIMOES et al., 2010). Por fim, a interpretacéo das placas de
CCD foi realizada com o auxilio de luz emissora de radia¢cdo ultravioleta (UV-vis), no

comprimento de onda (1) de 254 nm.

4.1.2 Cromatografia em coluna

Para a purificagcdo de alguns compostos sintetizados neste trabalho foi utilizada
técnica de cromatografia em coluna. Os compostos impuros foram incorporados em
silica gel 60 (0,063-0,2 mm, 70-230 mesh, da marca MERCK®) e adicionados a coluna
cromatografica seguido da adicdo do eluente apropriado para cada separagcédo. As
fracOes obtidas foram coletadas em tubos de ensaio com dimensdes 16 x 150 mm (20
mL). Por fim, as fragGes contendo a substancia de interesse pura foram misturadas,

rotaevaporadas e secas a vacuo, rendendo o produto puro.

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A pureza dos compostos e 0 tempo de retencéo foram determinados a partir de
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE (do inglés: High-Performance Liquid
Chromatography — HPLC), utilizando-se cromatografo liquido HEWLETT PACKARD®
1100 series, empregando-se uma coluna C18 com dimensdes de 75 mm x 2,0 mm,

da marca AGILENT® InfinityLab Poroshell 120 SB. Para os experimentos, metanol =
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99% (grau HPLC) foi utilizado como fase mével do sistema. A concentracdo da
amostra foi igual a Img/mL; o fluxo de corrida foi de 5 uL/min; o tempo de corrida foi
de 10 minutos e o volume de injecdo de 5 uL. Por fim, os tempos de retencédo (Rr)
foram computados em minutos (min) e a absorbancia, em miliunidades de
absorbancia (mAU) (BRITO et al., 2017).

4.2 Pontos de Fuséo (PF)

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento
MSTecnopon®, modelo PFII Digital, com capacidade de atingir a temperatura de 330
°C em tubos capilares de vidro, contendo individualmente cada uma das amostras
sélidas. Inicialmente foi admitida a temperatura de 30 °C como temperatura de partida
e, entdo, o aumento desta foi monitorado até a fusdo completa da amostra, sendo
considerado como ponto de fusdo valores compreendidos em uma faixa de até 2 °C

de diferenca entre os experimentos realizados em triplicata.

4.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H) e Carbono Treze
(13C)

Os espectros de RMN *H e 13C foram obtidos em equipamento Briiker®, modelo
Avance DRX 600 MHz — Ultrashield®, utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-de)
como solvente analitico. Sobre os espectros, os deslocamentos quimicos (38) foram
computados em partes por milhdo (ppm). As constantes de acoplamento (J) inerentes
aos sinais de RMN de 'H foram computadas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos
sinais foram instituidas 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 construida, onde estes foram convertidos em arquivos 3D
utilizando-se o software ChemDraw Ultra® versdo 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
as proteinas E e NS2B-NS3 do DENV (uma vez que sao estruturas conservadas em
vérios flavivirus), visando selecionar os melhores fragmentos para o planejamento de
novas moléculas (Figura 19), os melhores fragmentos foram, entdo, combinados para

gue fossem obtidas novas moléculas com maior grau de complexidade.

Figura 19 — Fluxo de trabalho utilizado para a sele¢cdo dos fragmentos por meio
de docking molecular.

Quimioteca de fragmentos

Docking

Energia de afinidade

FitScore 2 30 de ligacdo 2 -3,0 kcal/mol
—— %

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

Os arquivos contendo as estruturas tridimensionais das proteinas alvos foram
obtidos no Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank —
RCSB, sob os codigos PDB 2FOM para o sitio de inibicdo alostérica
(https://www.rcsb.org/structure/2FOM), 3U1l para 0 sitio catalitico

(https://www.rcsb.org/structure/3U1l) e 1OKE para a proteina estrutural E

(https://www.rcsb.org/structure/ 10KE). Posteriormente, as proteinas foram preé-

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 a estrutura das proteinas, incluindo agua
e ions. 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: 3U1l) e x: -11,561; y: 74,872 e z: 50,188 (PDB: 10KE). Tais coordenadas foram
obtidas a partir dos respectivos alvos também por meio do software AutoDock Tools®,
considerando a regido delimitada pelos residuos de aminoacidos essenciais para a

total atividade do alvo.

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

45.1 Viabilidade celular

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada in vitro para todos os compostos
sintetizados. As células Vero E6 foram plagueadas em uma microplaca com 96 pocos,
numa densidade de 2 x 10 células por poco e cultivadas a 37 °C 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 solucédo
antibiética antimicotica (Gibco) por 48 horas na presenca dos acrilatos (LRS01-04),
das cianoacrilamidas LRS (05-23) e do composto dinitrilado (LRS25) na concentracao
de 10 uM.

A viabilidade celular foi realizada usando-se o ensaio citotéxico MTT (3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). A solucgéo
de MTT foi adicionada na concentracdo de 0,5 mg/mL, seguida de incubacao por 3
horas. O meio de cultura foi removido e 150 uL de dimetilsulfoxido (DMSQO) foram
adicionados a cada poco levando a solubilizacdo dos cristais deformazan. O valor da
absorbéancia do controle em branco (apenas o meio de cultura usado na auséncia dos
compostos) foi subtraido de todas as amostras. A absorbancia de cada poco foi
medida em um comprimento de onda de 492 nm e a porcentagem de viabilidade foi
calculada por meio da equacgéao 1.

Viabilidade celular (%) = [absorbancia da amostra/média da absorbancia das células
de controle] x 100
Equacéo 1
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45.2 Ensaio antiviral

Para ensaio antiviral, inicialmente, foi realizada a diluicdo seriada do estoque
de ZIKV e a diluicdo 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/poco em uma microplaca de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% de
atmosfera de CO: até atingir a confluéncia de ~80-90%. A adsorc¢éo do virus foi entdo
realizada incubando as células com diluicdo de ZIKV 1:200 em meio DMEM-baixa
glicose/soro fetal bovino a 2% por 2 h com homogeneizacdo a cada 15 min. Em
seguida, o meio foi removido e as monocamadas celulares foram lavadas com solugéo
salina tamponada com fosfato, e os compostos sintetizados foram adicionadas a 10
ou 20 uM.

4.5.3 Ensaio anti-NS2B-NS3

4.5.3.1 Preparacgéo da proteina 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 pg/mL de ampicilina, & temperatura
de 37 °C, foram usados para o crescimento celular. Além disso, a superexpressao foi
induzida pela adicdo de 1 mM de IPTG a uma DO 600 de ~0,8 nm e incubada a 20 °C,
por 16 h. As células foram coletadas por centrifugacdo, choque congelado em
nitrogénio liquido e armazenadas a —-20 °C. Para purificacdo, as células foram
ressuspensas em tampéao de lise (20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl, 2 mM imidazol,
0,1% (v/v) TritonX-100, RNase e lisozima) e lisadas por sonicacdo (Sonopuls,
Bandelin). A cromatografia de afinidade utilizando uma coluna HisTrap HP (GE
Healthcare, Chicago, EUA) foi utilizada para analisar o sobrenadante, ap0s
centrifugacdo para remocao de detritos celulares. Quantidades aumentadas
subsequentes de tampao de eluicao (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol
250 mM) foram usadas para remover proteinas ricas em histidina e outras impurezas.
Ainda, cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) usando um HiLoad 16/600
Superdex 75 pg (GE Healthcare, Chicago, EUA) e eluido em tampdo SEC (20 mM
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Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl) foram empregadas como métodos para eluir e purificar
todas as fracBes. Por fim, antes do armazenamento a —80 °C, as proteinas foram
concentradas e congeladas rapidamente com nitrogénio liquido (MAUS et al., 2021b;
MILLIES et al., 2019b).

45.3.2 Ensaios fluorométricos

Para investigar a atividade inibitéria dos compostos em relagdo as proteases
de DENV-2 e ZIKV, foi realizado um ensaio baseado nos substratos fluorogénicos ou
substratos baseados em FRET. Os compostos e substratos testados foram
preparados como solucdes estoque de DMSO. Posteriormente, esses compostos
foram dispersados em placas de microtitulacdo de 96 pocos branco de fundo chato,
sendo 90 pL de tampao, 2,5 uL de solucdo enzimatica, 5 pL de inibidor em DMSO (ou
DMSO puro como controle) e 2,5 pL de solucdo do substrato correspondente,
totalizando 100 pL de volume por poco. Todos os valores de fluorescéncia 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 trés
experimentos independentes de medidas. Uma concentracdo de 20 pM para 0s
inibidores foi assumida como triagem inicial (LEATHERBARROW, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Planejamento dos Inibidores por FBDD

A técnica computacional de FBDD, embora ndo seja uma ferramenta recente,
seu uso vem ganhando forca desde a Ultima década, sendo cada vez mais aplicada
por varios pesquisadores em diversas areas. Uma busca rapida pelo termo FBDD (no
titulo de trabalhos) na plataforma do ScienceDirect exibe mais de 463 resultados, dos
guais o primeiro trabalho data de 1980. Contudo, a partir de 2009 € 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 € uma ferramenta que tem se mostrado promissora para o
planejamento de moléculas contra varios alvos, incluindo proteinas e enzimas de
diferentes virus e bactérias.

Neste trabalho, a triagem de fragmentos frente a proteina E e ao complexo
NS2B-NS3 dos flavivirus favoreceu a sele¢cdo do nucleo indélico como fragmento
inicial para o planejamento de potenciais inibidores de entrada e replicagao viral, com
potencial atividade contra o DENV e ZIKV. O protocolo in silico desenvolvido nessa
dissertacdo foi capaz de identificar tal nucleo, que também tem sido reportado em
diferentes estudos, como mostrados na revisdo deste trabalho. Tais resultados
validam os processos de busca e fundamentam a escolha desse fragmento como
nucleo para obtencdo de compostos ativos. Além disso, o nudcleo inddlico esté
presente em varios farmacos 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 obtencéo dos
fragmentos com maiores possibilidades de potencializar a atividade inibitéria das
moléculas finais. Além disso, outros trabalhos descritos na literatura reportam varios
inibidores da protease NS2B-NS3 e da proteina E do DENV e ZIKV que apresentam
em suas estruturas varios dos fragmentos selecionados aqui, aumentando as chances
de se obter compostos ativos. Observa-se também que as moléculas geradas sao

compativeis com o0s conceitos de hibridizacdo molecular, uma vez que sao



caracterizadas por duas

regides contendo potenciais grupos farmacoforicos,

conectados por um linker, nesse caso, uma a-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®

sdo adimensionais e quanto maior forem esses valores, melhor é a interacdo proteina-

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

afinidade, melhor é a interacao proteina-ligante.

A partir do FBDD, 24 fragmentos foram considerados promissores, 0s quais

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

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

formar moléculas mais complexas,

possibilidades.

compondo um conjunto de 128 novas

Figura 20 — Fragmentos obtidos na primeira etapa de triagem por FBDD.
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FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Para a realizagdo da segunda etapa de triagem por FBDD para a construgéo
das moléculas promissoras a partir das 128 possibilidades, deu-se preferéncia 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) Selecao do nucleo farmacoforico:

Com base no trabalho de Steuer e colaboradores (2011), o anel indélico
mostrou-se promissor para o planejamento de inibidores do sitio catalitico da protease
NS2B-NS3 dos flavivirus, tendo como alvo o subsitio S1, fazendo interacdes com
Tyr6l Asp!?® e Tyr!>° bem como, os residuos Ser!®® e His®! da triade catalitica. Além
disso, o nucleo inddlico é um farmacoforo versétil e presente em varias moléculas
bioativas; utilizado para sintese de analogos com diversas atividades farmacoldgicas,
incluindo atividade antiviral, devido seus diferentes mecanismos de acdo (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 informacdes e no fato
deste nucleo ter apresentado a maior afinidade pelo alvo, o indol-3-carboxaldeido foi
selecionado como nucleo principal para a realizacdo de modificacfes estruturais em
vez dos demais benzaldeidos selecionados no docking e ja reportados na literatura.
Por fim, as seguintes hipoteses foram levantadas: “O ndcleo inddlico pode
potencializar as interagdbes com o sitio hidrofébico, uma vez que é volumoso?
Substituicdes no ndcleo aromatico poderiam produzir moléculas ainda mais

promissoras?

b) Selecdo das aminas:

Do mesmo modo, as aminas foram selecionadas por suas energias de
afinidade pelo alvo, dando prioridade aquelas 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 regido terminal da molécula, foi-se permitido
obter derivados do tipo a-cianoacrilatos (ésteres) (Figura 21), uma vez que estes sao
considerados intermediarios das moléculas finais. Além disso, as seguintes hip6teses
foram levantadas: “Os acrilatos teriam atividades similares as acrilamidas? Ou a

funcdo amida é mais relevante para a atividade destes?
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Figura 21 — Estrutura quimica dos a-cianoacrilatos intermediérios.
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FONTE: Autor, 2022. llustragéo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

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

Apés a selecdo do nacleo inddlico e aminas como fragmentos para compor as
novas moléculas, fez-se necessario selecionar um conector (do inglés, linker) para
unir ambos os fragmentos. Assim, considerando os avanc¢os nos estudos de Nitsche
e colaboradores (2011) e Steuer e coautores (2011), verifica-se que o0 grupo a-
cianoacrila é frequentemente observado em moléculas ativas. Além disso, Nitsche;
Steuer; Klein (2011) sugeriram que este grupo quimico pode interagir via dipolo-dipolo
(ou ligacéo covalente reversivel) com o residuo Ser3® do sitio catalitico da NS2B-NS3.
Assim, o grupo a-cianoacrila foi selecionado como conector para as moléculas
planejadas racionalmente. Por fim, uma molécula dinitrilada (LRS25) foi selecionada
apenas considerando a importancia desta interacao e néo o planejamento por FBDD.
Essa escolha esta associada as seguintes hipoteses: “se o grupo ciano (C=N) é capaz
de interagir com a Ser'3® do sitio catalitico, entdo, uma molécula dinitrilada teria mais
chances de interagir com esse mesmo residuo? Entéo, tal molécula seria mais ativa?”

Tendo em vista os resultados obtidos por Nistche e colaboradores (2011) com
a-cianoacrilamidas como inibidores da NS2B-NS3, bem como os resultados
alcancados por Lian e colaboradores com o composto 3 ( ver Figura 8) como inibidor
de fusdo da proteina E, as moléculas previstas para essa pesquisa foram obtidas pela
sequéncia nucleo inddlico-ciano-aminas (estas ultimas sendo alifaticas e arométicas),
objetivando-se a atividade dual frente as proteinas E e NS2B-NS3 flavivirais (Figura
22).
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Figura 22 — Planejamento racional de potenciais inibidores duais das proteinas
E e NS2B-NS3 de flavivirus.
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FONTE: Autor, 2022. llustracio elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

As novas moléculas foram, entdo, avaliadas por docking molecular com a
finalidade de classificar as melhores estruturas para posterior sintese 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 analise dos compostos
em ralacdo aos controles utilizados descritos na literatura) para FitScore (GOLD®) e a

energia de afinidade (AutoDock Vina), respectivamente.
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Figura 23 - Estruturas quimicas das a-cianoacrilamidas promissoras

selecionadas por FBDD.
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FONTE: Autor, 2022. llustragio elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Ainda, para todos os complexos ligante-alvo, foram avaliadas as interacdes dos
ligantes e a frequéncia com que os residuos apareciam nestes, a fim de elucidar
importantes interagdes entre as a-cianoacrilamidas e os alvos.

Por fim, foram planejadas duas outras séries de compostos baseadas nas
atividades inibitérias observadas, sendo a primeira delas, composta por
cianoacrilamidas, enquanto a segunda, cianoacrilatos. No entanto, ambas eram
derivadas de indbis com substituintes nas posi¢cdes 4, 5 e 7, a fim de verificar a

influéncia de tais substituic6es na atividade dos compostos mais ativos (Figura 24).

Figura 24. Derivados inddlicos de cianoacrilamidas e cianoacrilatos contendo

substituintes nas posicbes 4,5e 7.
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Fonte: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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5.1.1 Sintese dos indol-3-cianoacrilatos LRS (01-04)

A primeira série de compostos sintetizados foi a série dos cianoacrilatos, LRS
(01-04). Para obtencéo destes foi empregada a reacdo de condensacdo de
Kndvenagel, uma importante reacdo em quimica orgéanica para formacédo de ligacdo
carbono-carbono, a partir de um aldeido e de uma nitrila ativada (OLIVEIRA et al.,
2018).

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,5 mL de alcool (metanol,
etanol, butanol ou isobutanol), foram adicionados 1,1 eq. do cianoacetato
correspondente e 1,1 eq. de trietilamina (EtsN), como base catalitica. A mistura foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente (r.t) por 30 minutos (tempo necessario
para formacdo do nucledfilo). Em seguida, foram adicionados 100 mg (1.0 eq.) de
indol-3-carboxaldeido, previamente solubilizados no respectivo élcool utilizado como
solvente (Esquema 1). A mistura reacional permaneceu sob agitacao por 18 horas a
temperatura ambiente. Apds o término da reacao, verificado por CCD, a solucéo foi

rotaevaporada, filtrada e lavada com agua destilada para obtencdo do produto puro.

Esquema 1 — Sintese dos analogos LRS01-LRS04.
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FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

N  LRS-01

Chemical Formula: C;3H;(N,O,
Rendimento: 98%; Aspecto: p6 amorfo amarelo; Rr: 0,75; Rt: 3,19 min; Pureza:
99,9%:; Pr: 209-210 °C; RMN tH (600 MHz, DMSO-ds, ppm) d 3,83 (s, 3H, CHs); 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 3C (150 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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.

1|\|I LRS-02
Chemical Formula: C;4H;,N,0,

Rendimento: 96%; Aspecto: p6 amorfo amarelo; Rr: 0,80; Rt: 3.27 min; Pureza:
99,9%; Pr: 171-172 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,31 (t, 3H, CHs, J=7,1
Hz); 4.29 (g, 2H, CHz, 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, CHa/);
8,58 (s, 1H, CH); 12,57 (br s, 1H, NH). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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.

LRS-03
Chemical Formula: C;¢H;cN,0O,

Rendimento: 90%; Aspecto: p6 amorfo amarelo; Rr: 0,85; Rt: 3,59; Pureza: 99,9% Pk:
171-172 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 0,94 (t, 3H, CHa, 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 HZz); 8,58 (s, 1H, CHa/); 8,58 (s, 1H, CH); 12,58 (br s,
1H, NH). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 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.

Llf LRS-04
Chemical Formula: C15H14N202

Rendimento: 82%; Aspecto: p6 amorfo amarelo; Rr: 0,82; Rt: 3,37; Pureza: 99,9% Pr:
161-162 °C; *H NMR (600 MHz, DMSOd.s, ppm): & 1,30 (s,3H, CHs); 1,31 (s, 3H, CHs),
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, CHa):
8,56 (s, 1H, CH); 12,56 (br s, 1H, NH). 23C NMR (150 MHz, DMSOd., ppm): & 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 Sintese dos analogos 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 adicdo, em um balao
de fundo redondo de 50 mL, de 1.1 eq. de cianoacetato de etila, 1,1 eg. da amina
correspondente (para os produtos LRS (18, 20-23) foram utilizados 2,2 eq. da amina),
e 0,5 mL de butanol. Entdo, a mistura reacional permaneceu sob agitagédo por 12
horas. Posteriormente, foram adicionados 1,1 eq. de trietilamina para a formacéo do
nucledfilo. Apds 30 minutos, foi adicionado 1,0 eq. do indol-3-carboxaldeido e a reacao

permaneceu sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente (Esquema 2).

Esquema 2 — Sintese dos anélogos LRS (05, 06, 07, 08, 17, 18, 20-23).

Z /& //O
o

S R,

=

rt. 24 h. N l CN

H

rt. 12 h.

(6]
-~ ‘. =
LRSO05: R, = HN© LRS08: R, = f’iN/\/\© LRS17: R, = ;QNJ\/CN
H

o o]
EtOH NC R
NC - = \)L
\)l\o/\ +  HN—R N~
H

H
LRS20: R, = § Y\ T
LRS06: R, = HN/—© §_ N /. LRS18: R, = %_N
o ' LRS21: R, = %N/—\S
S LRS23: R, =
LRS07: Ry = Qj_\—@ LRS22: Ry =  /\ A NN ,
; g_ N/ H

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

Finalizada a reagdo dos compostos LRS (05-08), realizou-se entdo uma
extracdo liquido-liquido usando-se acetato de etila/dgua destilada na proporgéo 1:3.
Posteriormente, a fase organica de cada mistura foi coletada e evaporada, rendendo
um p6 amorfo como produto, que foi posteriormente purificado por meio de uma coluna
cromatografica, utilizando-se hexano e acetato (7:3) como fase movel, rendendo os
respectivos produtos puros. Os produtos LRS17, LRS18, LRS20, LRS21 e LRS23
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foram obtidos impuros. Portanto, foi realizada coluna cromatografica para purificar
cada produto, utilizando-se hexano e acetato de etila (8:2) como fase mével. Contudo,
os produtos desejados ficaram impregnados na silica. Assim, estes foram removidos
da silica utilizando-se acetato de etila puro. O solvente organico foi coletado e
evaporado para obtencdo dos respectivos produtos puros.

A sintese dos compostos LRS (26-31, 43-48) (Tabela 1) foi realizada seguindo-
se a mesma rota descritas nos esquemas anteriores.

Para a sintese 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 baldo
de fundo redondo de 50 mL. Entéo, a mistura reacional permaneceu sob agitacdo por
12 horas. Posteriormente, foram adicionados 1,1 eq. de trietilamina e ap6s 30 minutos,
foi adicionado 1,0 eq. do indol correspondente. A reacdo permaneceu sob agitacao
por 24 horas a temperatura ambiente.

Em um baldo 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 (EtzN).
A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente (r.t) por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 100 mg (1.0 eg.) do respectivo indol para obtencdo dos
compostos LRS (43-48). A mistura reacional permaneceu sob agitacéo por 18 horas
a temperatura ambiente. Apos o término da reacao, verificado por CCD, a solucéo foi

rotaevaporada, filtrada e lavada com agua destilada para obtencéo do produto puro.
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Tabela 1. Derivados contendo substituintes no anel indélico.

Ry \ 0
=~ / AN R,
HN NC
Cédigo Ri1 R>
LRS26 E{ﬂ 4-NO2
LRS27 5-Me
LRS28 7-Aza
LRS29 5-MeOH
LRS30 5-Br
LRS31 5-CN
LRS43 4-NO2
LRS44 5-CN
LRS45 P J\ 5-Me
LRS46 © 5-MeOH
LRS47 5-Br
LRS48 7-Aza
Fonte: Autor, 2022.
L
X N
\ H
N I LRS-05

Chemical Formula: C,gH3N;0

Rendimento: 59,8%; Aspecto: p6 amorfo marrom; Rr: 0,67; Rt: 3,06 min; Pureza: 95%
Pr: 182-183 °C; *H NMR (600 MHz, DMSOd.s, ppm): & 7,12 (t, 1H, CHar, J= 7,1 H2);
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.s, ppm):
0 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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\Y
\ N
N LRS-06
H

Chemical Formula: C;oH5N;0

Rendimento: 63%; Aspecto: p6 amorfo amarelo; Rr: 0,65; Rt: 3,31; Pureza: 95% Pr:
242-243 °C; *H NMR (600 MHz, DMSOd-¢) : 4,44(d, 2H, CHz, J= 5.7 Hz); 7,23-7,29
(m, 3H, CHa/); 7,34-7,36 (m, 4H, CHa); 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, CHa/); 8,84 (t, 1H, NH, J= 5,7 Hz);
12,34 (br s, 1H, NH). 13C NMR (150 MHz, DMSOd.¢) &: 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.

NH

\
N Y

E LRS-07

Chemical Formula: C,oH ;N30

Rendimento: 55%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,92; Rt: 3,20; Pureza: 98% Pk:
278-279 °C; *H NMR (600 MHz, CDCls, ppm) & 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); 3C NMR (150 MHz, CDCls, ppm) 6 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.

NH

Vv N

N
N LRS-08
H

Chemical Formula: C, H;¢N;O



58

Rendimento: 55%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,60; Rt: 3,28; Pureza: 98% Pr:
211-212 °C; *H NMR (600 MHz, CDCls, ppm) & 1,99 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz), 2,74 (t,
2H, CH2, J= 7,4 Hz); 3,49 (q, 2H, CHz, J= 6,6 Hz); 6,21 (br s, 1H, NH); 7,21-7,24 (m,
3H, CHa); 7,31-7,36 (m, 4H, CHar); 7,48 (d, 1H, CHar, J= 7,2 HZz); 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). 3C NMR
(150 MHz, CDCls, ppm) & 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.

N
Z
S N
HN Il H

LRS-17

Chemical Formula: C{sH;,N,0,

Rendimento: 66%; Aspecto: po cor creme amorfo; Rr: 0,42; Rt: 2,95; Pureza: 97% Pr:
153-154 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) & 25,78; 112,88; 116,74; 118,63;
121,27; 122,57, 123,91, 124,59; 137,52; 138,88; 164,52; 185,42.

N\
\ N
N LRS-18
H

Chemical Formula: C,cH;sN;0

Rendimento: 60%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,28; Rt: 3,15; Pureza: 99% Pr:
225-225 °C; 1H NMR (600 MHz, DMSOd-6) 6: 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, CHa);
8,45 (s, 1H, CH); 12,29 (br s, 1H, NH). 13C NMR (150 MHz, DMSOd.¢) 6: 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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LRS-20

Chemical Formula: C;¢H;5N;0,

Rendimento: 34%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,07; Rt: 3,30; Pureza: 96% Pr:
154-155 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 3,03 (t, 4H, CHz, J= 4,6 Hz); 3,75
(t, 4H, CHz, 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). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) 0 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.

LRS-21

Chemical Formula: C;cH5sN;0S

Rendimento: 81%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,60: Rt: 3,11; Pureza: 99% Pk:
170-172 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) 2,71 (t, 4H, CHz, 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). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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.
I
X N/\/N
\ H

N “ LRS-23
Chemical Formula: C,oH,,N,O
Rendimento: 34%; Aspecto: pé amorfo amarelo; Rr: 0,12; Rt: 1,88; Pureza: 95% PF:
151-152 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) 8 1,38 (s, 2H, CHz); 1,50 (s, 5H, CHy);
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 CHa); 12,37 (br s, 1H, NH). 13C NMR (150 MHz,



60

DMSO-ds, ppm) & 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 adicdo de uma malononitrila ao aldeido, com finalidade de potencializar as
chances de interagdo com o residuo Ser'®, como mostrado na Figura 13.

Para a sintese do composto LRS25 foram adicionados, em baldo de fundo
redondo, 1,1 eq. de malononitrila e 0,5 mL de etanol, seguido da adi¢céo de 1,2 eq. de
trietilamina como base catalitica. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 30 minutos
a temperatura ambiente e, posteriormente, foram adicionados 1,0 eq. do indol-3-
carboxaldéido (Esquema 3). Acompanhada por CCD, a reacao finalizou apos 24
horas. Observada a impureza do produto, foi entdo realizada coluna cromatografica
usando-se hexano e acetato de etila (8:2) como fase mdvel para obtencao do produto

puro.

Esquema 3 — Sintese do derivado dinitrilado (LRS25).

CN
O\
_
CN
Ne N 4 A\ EtOH, BN A\
—_—
N tt, 24h. N
H H

FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
N
/
N\
\, N

N  LRS-25
H

Chemical Formula: C,,H;Nj
Rendimento: 49%; Aspecto: p6 amorfo marrom; Re: 0,75; Rt: 3,04; Pureza: 97% Pk:
171-172 °C; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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-
ds, ppm) & 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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NO,

X N
H
HN Il
LRS26

Chemical Formula: C,;H ¢N,O4

Rendimento: 86%; Aspecto: pé amorfo cor creme; Rr: 0,67; R: 3,05; Pureza: 99%; H
NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,82 (i, 2H, CHz, J= 7,4 Hz); 2,62 (t, 2H, CH2, J=
7,6 Hz); 3,24 (g, 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). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds, ppm) & 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.

|N| LRS27

Chemical Formula: C,,H,;N;O

Rendimento: 92%; Aspecto: pé amarelo amorfo; Rr: 0,52; Rt: 3,39; Pureza: 99%; H
NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,83 (qi, 2H, CH2, J= 7,3 Hz); 2,44 (s, 3H, CHb3);
2,63 (t, 2H, CH2, J= 7,5 Hz); 3,25 (q, 2H, CHz, 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, CHa); 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-ds,
ppm) & 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.

7\

=~ N N
N H/\/\©
HN |
N LRS28
Chemical Formula: C,yH{N,O

Rendimento: 86%; Aspecto: po branco amorfo; Rr: 0,46; Rt: 3,20; Pureza: 98%; H
NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,83 (qi, 2H, CHz, 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 HZz); 7,23 (d, 2H, CHar,
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J=7,5Hz); 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). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds,
ppm) & 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 execucdo deste projeto de pesquisa, observou-se que as
sinteses dos cianoacrilatos utilizando-se etanol como solvente geraram produtos de
reacbes de transesterificacdo, nesse caso, todos os ésteres planejados foram
convertidos no composto LRS02, uma vez que o etanol foi utiizado como meio
reacional e ndo nos derivados desejados. Portanto, a sintese dos cianoacrilatos foi
realizados em propanol, isopropanol em n-butanol. Ademais, ndo foi possivel obter-se
acrilamidas a partir do tratamento dos acrilatos com as aminas selecionadas, exigindo
assim uma segunda via para obtencao das acrilamidas desejadas.

Posteriormente, os acrilatos LRS (01-04) foram submetidos a reacfes com
haletos de alquilas, objetivando-se a substituicdo do hidrogénio no nitrogénio
secundario do anel inddlico (NH). No entanto, nenhuma das tentativas resultaram em
algum sucesso (Tabela 2). Porém, a influéncia de outros parametros reacionais sera

explorada, tais como temperatura, solvente e base.

Tabela 2 — Reac¢des de substituicdo do hidrogénio inddlico que falharam.

0
7Y o

N ||

R2
Cédigo R1 R2 Equivalentes Solvente  Base Temp.
LRS01-01  Metila
LRS02-01 Etila o

&/OVQ 1,0 Acetonitrila  K2COsz .t

LRS03-01 Butila
LRS04-01 i-propila
LRS01-02  Metila

LRS02-02  Etila ¢ I N
_ \)I) 1,0 Acetonitrila  K2COz  r.t
LRS03-02  Butila e

LRS04-02 i-propila
Fonte: Autor, 2022.
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5.1.3 Mecanismos de reagfes propostos para a sintese das moléculas planejadas

racionalmente

Os cianoacrilatos e o analogo dinitrilado foram obtidos através da reacéo de
condensacao Knovenagel (Figura 25), com rendimentos entre 49 e 98%. Tal reagéo €
uma sintese classica que foi descrita por Emil Knévenagel em 1980. Essa € uma
reacdo de condensacdao aldolica modificada, com uma adi¢cdo nucleofilica entre uma
cetona ou aldeido e um composto de hidrogénio ativo (também chamado de
hidrogénio &cido), na presenca de um catalisador béasico, resultando na formacédo de
uma ligacao carbono-carbono. O composto de hidrogénio ativo possui um hidrogénio
acido que pode ser capturado pela base. Os hidrogénios ativos estdo mais fracamente
ligados ao carbono, devido a presenca de grupos retiradores de elétrons, tais como
COz2R, COR, CHO, CN e NO2 em carbonos adjacentes. A reacdo geralmente é
seguida por uma desidratacdo espontanea, rendendo um produto insaturado.
Inicialmente, (a) a base abstrai um proton do cianoéster, formando um enol
intermediario. Em seguida, (b) este realiza um ataque nucleofilico a carbonila do
aldeido (ou cetona), gerando um ion alcéxido. Este, por sua vez, (c) abstrai um préton
do acido conjugado da base, formando um alcool e reestabelecendo a base. Por fim,
(d) outra molécula de base abstrai um segundo préton formando a ligacdo dupla

(desidratacao de alcool catalisada por base), (e) conduzindo ao produto final.

Figura 25 — Mecanismo reacional proposto para a obtenc&o dos cianoacrilatos
LRS (01-04) ou derivado dinitrilado (LRS25).
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R = metila ou, etila ou, isopropila ou, butila

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



64

A sintese das cianoacrilamidas ocorreu em dois passos com rendimentos
variando de 34 a 63 %. O primeiro passo foi a reacdo de adicdo da amina, primaria ou
secundaria, ao cianoacetato de etila para a formacao da amida (reacao de amindlise).
Em seguida, ocorre o acoplamento da acrilamida intermediéria ao nucleo inddlico, via
condensagdo de Knovenagel (Figura 26). Incialmente, (a) ocorre um ataque
nucleofilico da amina a carbonila do éster. Em seguida, (b) a carbonila é
reestabelecida, eliminando um ion alcoxido, que remove um hidrogénio do nitrogénio,
gerando um alcool (c) e a amina desejada (d). A segunda etapa consiste no
mecanismo de reacdo para a sintese dos cianoacrilatos (d) via reagdo de

condensacao Knovenagel (Ver figura 25), como discutido anteriormente.

Figura 26 - Mecanismo reacional proposto para a obtencdo das

cianoacrilamidas.
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R' &VH — \)1\
N N - ’ NH
J H Butanol, 24 h, 60 °C |
HN | l @ R'
N

R = metila ou, etila ou, isopropila ou, butila

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

5.2 Rendimento dos compostos sintetizados

Com excecdo 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, 0S mecanismos reacionais para a
sintese dos cianoacrilatos e das cianoacrilamidas serdo descritos em detalhes,

seguidos da caracterizagado de cada composto.
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5.3 Caracterizacao Estrutural dos Compostos Sintetizados

Em geral, os cianoacrilatos LRS (01-04) e as cianoacrilamidas LRS (05-23)
apresentaram tempo de retencdo 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
analitica de 10 minutos).

O espectro de RMN de 'H revelou que o sinal da metina (R=CH) é verificado
em -8,5 ppm, o que confirma que a reacédo de condensacdo de Kndvenagel ocorreu.
Os sinais dos grupos alquilas ligados a funcao éster foram observados em 3,83 ppm
para a metila (CHs) do LRSO1; 1,31 e 4,29 ppm para CHs e metileno (CH2),
respectivamente, do LRS02; enquanto para o LRS03 o sinal do CHs é observado em
0,94 ppm e os sinais de CHz em 1,4, 1,67 e 4,25 ppm; para o LRS04 os sinais do
grupo i-propila observa-se o sinal dos dois CHs em 1,3 ppm e do CH em 5,08 ppm.
Com relacdo aos espectros de *3C para tais compostos, o sinal da metina é observado
em -110 ppm. Para os carbonos dos grupos alquilas ligados a fungéo éster, estes se
apresentaram na faixa entre 14 e 69 ppm.

Nos espectros RMN de 'H 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 (CH); 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 aromaticos (CHar) estavam
compreendidos entre 7,2 e 7,4 ppm.

Os sinais no RMN de tH para o nitrogénio indélico (NH) nas acrilamidas LRSO06,
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 compativeis com as estruturas almejadas. Ademais, todos o0s espectros de
RMN de *H (contendo as zonas de ampliacéo) e 13C estdo disponiveis por material em

anexo a dissertacao.

5.4 Docking molecular

Apos a execucao de todos os experimentos de docking molecular, utilizando os

softwares anteriormente descritos, os resultados para as energias de afinidade
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ligantes/proteinas foram agrupados de acordo com o alvo. E possivel 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 proteina 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.

NO,

X NH 9] | N
2 \ N \N =
HO N 0 ) \ Q

S H
Controle posivo para o sitio Controle positivo para o sitio Controle posivo para inibilgao
catalitico da protease NS2B-NS3 de inibi¢do alostérica da protease da Proteina E
EA =-5,9 kcal/mol NS2B-NS3 EA =-9,6 kcal/mol
EA = -8,8 kcal/mol
Nitsche, et al.Bioorg Med Chem, Millies, et al. Jornal Med Chem, Yang, et al. Antiviral reserch,
2011, (19), 73318-7337 2019, (62), 11359-11392 2019, (172), 104636

Fonte: Autor, 2022. llustragéo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12

5.5 Resultados para a proteina E

5.5.1 Docking na proteina 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 formacao dos complexos ligante/proteina com a proteina E.
Codigo Ea® FitScore® Cédigo Ea? FitScoreP

LRSO1 -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
LRSO7  -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 -89 39,07 LRS25 -1,4 34,58

LRS12 -7,7 41,54

a: AutoDock Vina; ®: Gold. Destaque em vermelho para melhor fitscore e Ea.

A partir da andlise da Tabela 3 é possivel perceber que os compostos LRS (01-
04) apresentam valores de de EA e fitscore muito proximos os quais nao variam de
forma dependente da quantidade de carbonos, sugerindo que a cadeia alquila tem
pouca influéncia nos valores de tais parametros. Analisando as afinidades dos ligantes
LRS (05-11) e LRS (18-23) pela proteina E, € possivel perceber que elas se mantém
entre -8 e -9, sugerindo que cadeias aromaticas e cadeias heterociclicas, mesmo com
a modificacdo do heteroatomo da cadeia ciclica podem potencializar a atividade das
moléculas. Por fim, o derivado dinitrilado ndo apresentou afinidade satisfatoria com os
alvos (Ea < -7,5 kcal/mol).

Considerando os valores de fitscore, nota-se que eles séo relativamente baixos,
guando comparados ao valor de corte (fitscore = 45).

A partir das imagens obtidas atraves do docking molecular foi possivel observar
quais residuos de aminoacidos realizam interagdes com 0s compostos e a frequéncia
gue eles aparecem. Por tanto, graficos foram gerados com a finalidade de melhor
avaliar a influéncia de tais interacdes.

As moléculas também interagiram com residuos que s&o conservados nas
proteinas E do DENV-2 e do ZIKV, tais como Thr®®, Leu®®, Leu!®!, Phel®%, Leu?"’ e
Phe?’® (Gréfico 1) (WISPELAERE et al., 2018).
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Grafico 1 — Frequéncia de visualizacdo de residuos do sitio de ligacdo da

proteina E.
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FONTE: Autor, 2022. Gréafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013.

Estes residuos, juntamente com o0s demais, envolvidos nas interagdes com 0s
ligantes, formam um sitio entre os dominios DI e DII, denominado bolso B-
octilglucosideo (BOG) (Figura 28), onde ocorrem as principais mudancgas
conformacionais durante a fusdo da membrana de modo que os ligantes neste sitio
podem inibir a entrada viral (WISPELAERE et al., 2018).

Figura 28 — Bolso BOG da proteina E.
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FONTE: Autor, 2022. llustrac&o elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.
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No docking foi observado que analogo LRS06 interage com 6 aminoacidos na
regido entre DI e DIl da proteina E (Figura 29). Este composto apresenta interacdes
hidrofobicas, eletrostaticas e de hidrogénio. Neste sentido, verificou-se interacéao
dipolo-dipolo da carbonila com a Ala®® e do grupo ciano com a lle?’°, A interacdo de
hidrogénio foi observada entre o hidrogénio do ntcleo inddlico e o residuo Thr28. Por
fim, os demais residuos realizam interacdes hidrofébicas, estabilizando a regido da

cadeia alquila da fenila.

Figura 29 — Interagdes para o composto LRS06 inserido entre os dominios Dl e
DIl da proteina E do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. As

interacdes de hidrogénio estédo representadas como pontos na cor verde.

De modo semelhante ao observado para os compostos LRS07 e LRS08 no sitio
alostérico, no sitio de inibicdo da proteina E, a extensdo da cadeia alquila pela adicdo
do fragmento —(CH2)2- possibilita a formacao de interages adicionais com um maior
namero de residuos interagindo com o composto LRS08, quando comparado ao
LRS06 (Figura 30). Contudo, diferentemente do composto LRS06, o LRS08 né&o
possui interacdo de hidrogénio. Este tem interac&o dipolo-dipolo entre o grupo ciano
e a Thr?®® e entre a carbonila e o residuo Ala®. Além disso, observa-se que 0s
residuos Phe?’®, Leu?®” e Leu®®! contribuem para estabilizar a regido da fenila por

interacdes hidrofdbicas.
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Figura 30 — Interagcdes para o composto LRS08 inserido entre os dominios Dl e
DIl da proteina E do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracio 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 aminoacidos, dos quais Thr?®% e Ala®® realizam interacéo
dipolo-dipolo com o NH do nudcleo inddlico e um grupo ciano, respectivamente (Figura
31). Os demais residuos realizam apenas interacdes hidrofébicas. Além disso,
observa-se que os dois grupos ciano estao na parte mais externa da cavidade entre
DI e DII, regido delimitada pelos residuos Thr*® e Ala*® e, portanto, mais exposto ao
solvente do que os compostos LRS06 e LRS08. A polaridade da molécula na regiao
dos dois grupos ciano, associada a exposicdo ao solvente pode contribuir para

diminuir a estabilidade do complexo formado.

Figura 31 — Interacdes para o composto LRS25 inserido entre os dominios Dl e
DIl da proteina E do DENV.

LE270

FONTE: Autor, 2022. llustrag&o elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.
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A interacdo dos compostos LRS06, LRS08 e LRS25 com os residuos Thr48,
Ala®0, Leu'®®, Leu!%, Leu'® e Leu?®” sdo particularmente interessantes, visto que
estes estdo associados a moléculas hits com atividade inibitéria contra a proteina E
(HENGPHASATPORN et al., 2020). Em adicdo, o composto LRS06 apresenta uma
interacdo com o residuo GIn?’%, o qual tem sido sugerido ter papel importante para a
ligacdo do inibidor no sitio OG (DE WISPELAERE et al., 2018).

5.6 Avaliacéo Citotoxica e Antiviral dos Compostos Sintetizados

5.6.1 Avaliacéao citotdxica pelo método de MTT

Esta etapa do estudo foi realizada por meio da parceria com o Prof. Dr. Enio J.
Bassi, no laboratério de pesquisa em virologia e imunologia (LAPEVI), no Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude - 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 citotoxico em células Vero E6 pelo método de MTT. Os testes para
determinacao da citotoxicidade foram realizados em duas concentracdes, 10 e 20 uM.
Os resultados obtidos evidenciaram que os compostos testados, exceto o LRS25 a
concentracdo de 20 uM, ndo apresentaram perfil citotoxico estatisticamente relevante
(Figura 32). Os demais compostos sintetizados nessa dissertacao estdo em fase de

testes e serdo 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.
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Fonte: Autor, 2022. A citotoxicidade foi realizada in vitro para 0s compostos sintetizados frente a células
Vero E6 nas concentragfes de 10 e 20 uM pelo método de MTT, apds 48 horas. Os resultados foram
expressos a partir da média + desvio padrédo de duplicatas nas concentra¢fes de 10 e 20 uM, analisado

apos 48 horas. * p < 0,1 versus CC; CC= controle celular contendo apenas o meio de cultura.

5.6.2 Avaliacéo 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 € possivel inferir se os compostos
possuem o efeito protetor quando as células sé@o pré tratadas e posteriormente
infectadas com o virus. Havendo reducéo 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 concentracdo de 20 uM de cada composto. Como



73

mostrado na figura 33, nenhum dos compostos apresentou inibigdo estatisticamente
significante na concentracdo avaliada. Portanto, ha a necessidade da realizacédo dos
testes em concentracdes maiores, afim de verificar qual a concentracdo necessaria
para que alguma atividade antiviral significativa possa ser observada. Ainda, as
propriedades fisico-quimicas dos compostos devem ser levadas em consideracao e
investigadas, visando observar se a inatividade dos compostos em ensaios celulares
pode estar associada a fatores de especificos, tais como a lipofilicidade e a

solubilidade.

Figura 33 —Resultado da avaliacédo da atividade antiviral paraos compostos LRS
(01-07, 17, 20, 23 e 25).
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Fonte: Autor, 2022. A adicao do virus foi realizada por 2 horas, seguidas pela adicdo dos compostos a
concentragao de 20 pM. A viabilidade celular € obtida ap6s 48 horas e a % inibi¢&o viral foi determinada
para cada composto. Os resultados foram expressos a partir da média + desvio padrdo de triplicatas a
concentragdo de 20 pM, analisado apos 48 horas. **** p < 0.0001 versus CC; CC= controle celular ndo

tratado. ZIKV= células ndo 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 € possivel notar que, em
geral, os compostos apresentam maior afinidade pelo sitio alostérico em relacédo ao
sitio catalitico da protease, sugerindo maior potencial de inibicdo ndo competitiva

(alostérica).
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A partir da tabela 4 é possivel notar que, considerando o valor do fitscore, o

composto LRS08 é o mais promissor como inibidor dos sitios ativo e catalitico.

Tabela 4 — Valores de energia de afinidade (Ea em Kcal/mol) e FitScore obtidos

a partir da formacdo dos complexos ligante/proteina.

Cdédigo (NS2B-NS3)

Sitio alostérico Sitio catalitico

Ex?  FitScoreP Ea? FitScore®
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
LRSO5 -84 71,70 -7,4 53,90
LRS0O6 -84 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 -84 74,68 -8,1 53,35
LRS11 -8,3 72,91 -7,8 54,24
LRS12 -1,7 75,43 -7,2 57,88
LRS13 -85 76,95 -8,2 57,78
LRS15 -75 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

2 AutoDock Vina; ?: 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 néo interfere significativamente

para aumentar a interacdo do ligante com os ambos os alvos. Com excecdo do
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composto LRS12, é observado que a adicdo de uma amina aromatica, contribui para
aumentar a energia de afinidade dos complexos nos compostos LRS (05-08, 10, 11 e
13).

A partir da tabela 4 é possivel sugerir que os compostos LRS (07 e 08) e LRS
(06 e 13) como os mais promissores frente aos sitios alostérico e catalitico da protease
NS2B-NS3, respectivamente. Em contraste, o analogo LRS25 foi o que apresentou a
menor afinidade pelos alvos.

Os andalogos LRS (15, 17 e 18) apresentam maior afinidade pelo sitio alostérico,
se comparados ao sitio ativo. No analogo LRS23, a adi¢cao de 1-(2-aminoetil)piperidina
ndo conduz a nenhuma mudanca significativa na energia de afinidade, se
compararmos ao LRS19 frente aos sitios da protease.

Considerando os compostos LRS (19-21) nota-se que a presenca do oxigénio
da morfolina em LRS20 contribui para aumentar a energia de afinidade do complexo
(NS2B-NS3/ligante) no sitio alostérico, enquanto que a presenca do enxofre da
tiomorfolina em LRS21, leva a diminuicdo de afinidade, quando comparados ao
LRS19 com -CH2 na mesma posicéo do anel. Por outro lado, é observado que para o
sitio ativo a adicdo de ambos heteroatomos € desfavoravel.

Apés as simulagfes de docking foi possivel observar com quais residuos de
aminoacidos os compostos fazem interacbes em cada alvo e a frequéncia com que
estes aparecem. Portanto, foram gerados graficos evidenciando os residuos mais
frequente entre os ligantes nos sitios ativo e alostérico da protease NS2B-NS3.

O grafico 2 evidencia um numero grande de aminoacidos que interagem com
os analogos avaliados, com maior frequéncia de ocorréncia para Lys’* (82,5%), Leu’®
(56,5%), Trp8 (65%) e Asp'®? (95%). O residuo mais frequente é a Asp*®?, o qual é
conservado em todas as proteases flavivirais, geralmente denominado “interruptor”
molecular entre as conformacgdes aberta e fechada de modo que, interagbes de
inibidores com este residuo poderiam estabilizar a conformagédo aberta e inibir a
formacdo de uma estrutura proteolitica, a f-hairpina (MILLIES et al., 2019a; SILVA-
JUNIOR, 2019).



76

Grafico 2 — Frequéncia de visualizagdo de residuos do sitio alostérico da NS2B-

NS3S.
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FONTE: Autor, 2022. Gréafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013.

O residuo Lys’* é o segundo aminoacido de maior incidéncia, onde tem sido
observado que interacbes com este residuo, que esta imediatamente adjacente ao
residuo Asp’® do sitio catalitico, podem reduzir a atividade da protease devido a
mudanga conformacional induzida por um ligante (OTHMAN et al., 2008).

De modo analogo ao observado por Sheikh e colaboradores (2021), os
residuos Leu’® e Leu'*, os quais aparecem com uma frequéncia superior a 40%,
formam interacdes hidrofobicas com o nucleo inddlico, contribuindo para estabilizar o
complexo formado (PELLICCIA et al., 2017).

Em relacdo ao modo de ligacdo dos compostos no sitio alostérico, verificou-se
gue todos os derivados analisados se ligam de maneira similar ao sitio alostérico
(Figura 34A). Na figura 34B é possivel visualizar a parte interna da proteina,

evidenciando o modo de interacdo dos compostos com o sitio 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 sitio alostérico.

FONTE: Autor, 2022. Em (A), cluster formado pelos compostos LRS (01-08, 10-13, 15-19, 20-23 e 25)
inseridos no sitio alostérico (bolso hidrofébico ou pocket) da NS2B-NS3 do DENV3 (PDB ID: 3U1l); em
(B), visao interna do cluster evidenciando a interacao do nucleo indélico na parte mais interna do pocket.

Método de coloracio rainbow. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

Além disso, verifica-se que estes compostos apresentam seus nucleos
inddlicos orientados em direcédo a parte mais profunda deste bolso hidrofébico, com
excecao dos compostos LRS (03, 08, 13, 20 e 25), nos quais tal regidao se apresenta
na parte mais externa do bolso devido, principalmente, ao tamanho da cadeia lateral
(Figura 35).

Figura 35 — visualizacdo dos compostos LRS (03, 08, 13, 20 e 25) inseridos no
bolso hidrofébico da NS2B-NS3 do DENV.

FONTE: Autor, 2022. Em cores: LRS03 (verde), LRS08 (azul), LRS13 (roxo), LRS20 (vermelho) e
LRS25 (ciano). Método de coloracdo Rainbow. llustracio elaborada utilizando-se o software PyMol® v.
0.99.
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A presenca de duas fenilas no derivado LRS13, evidencia o impedimento da
entrada deste no sitio de ligagao por ser um grupo mais volumoso. Os compostos LRS
(03, 08 e 20) se ligam de modo semelhante. Em ambos, a porcdo da cadeia alquila
ocupa a parte mais interna do bolso alostérico.

A partir do gréfico 3, constata-se que 14 amino&cidos da protease em sua
conformacdo ativa fazem interacdes com os cianoacrilatos e cianoacrilamidas. Dentre
estes, 0os aminoacidos His®! (71%), Ser'3® (80,9%), Gly'>3 (90%) e Tyr'é! (95%) sdo os
mais frequentes. Mais de 65% das moléculas analisadas interagem com dois dos trés
residuos do sitio catalitico, His®! e Ser'3®, que sdo importantes para a atividade da
proteina. Outros residuos, embora menos frequentes, podem ter papel importante

para potencializar a atividade inibitoria dos compostos.

Grafico 3 -Frequénciade interacdo de residuos do sitio ativo da NS2B-NS3 com

0s acrilatos e acrilamidas.
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FONTE: Autor, 2022. Gréafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2013.

Tem sido verificado que mutagées dos residuos da triade catalitica (His®!, Asp”
e Ser'3®), bem como, de outros residuos adjacentes a estes, tais como Tyr'*0 e a
Gly'5, pode resultar em perda total, ou parcial da atividade da protease; enquanto que
mutacdes nos residuos Gly'33 e Val'®®, sugerem perda moderada (LI; ZHANG; LI,
2017).

Do mesmo modo que observado no trabalho de Steuer e colaboradores (2011),
0 anel aromatico do nucleo inddlico ocupa, principalmente, a regido do subsitio S1,

mantendo interagdes de empilhamento n-r com o residuo Tyr'6!, além de interagbes
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dipolo-dipolo com a Gly*®® do bolso P1. Véarios trabalhos tém relatado a importancia
de interag6es com os residuos Asp'?®, Tyr'®0 (GANESH et al., 2005); Gly'®!, Glys3
(TOMLINSON et al., 2009); Pro®2, Gly33, Thri34, Tyr!>® e Tyr'6! para a inibicdo da
atividade da protease (VISWANATHAN et al., 2014).

Além da preferéncia do nucleo inddlico pelo subsitio S1, também foi observada
a preferéncia dos grupos fenilas e das aminas ciclicas pelo subsitio S2 (Figura 36).
Este ultimo é caracterizado por ser um ambiente negativamente carregado (também
conhecido como cavidade oxoanidnica), conforme tem sido descrito na literatura,
permitindo interacdes eletrostaticas (KNEHANS et al., 2011; STEUER et al., 2011).

Figura 36 — Visualizacdo do cluster dos compostos em suas correspondentes

poses de ligacdo nainterface entre os subsitios S1 e S2 da NS2B-NS3.

FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99. Em amarelo,
subsitio S1; em verde, subsitio S2; em azul, subsitio S3; e em vermelho, subsitio S4.

Iniciando-se pelo composto LRS07, observa-se que este interage com apenas
5 aminoacidos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do DENV2. Em adicdo, sdo
observadas interacGes eletrostaticas apenas entre Trp83 e o grupo ciano do mesmo
modo que Asn*®” e o NH do nucleo inddlico (Figura 37).
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Figura 37 — Interacdes para o composto LRSO7 inserido no sitio alostérico da
NS2B-NS3 do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracio elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.

O composto LRSO08 difere do LRSO07 pela simples adi¢gdo de um grupo metileno
(CH2), aumentado a cadeia hidrofébica. Contudo, essa modificacdo é suficiente para
dobrar o nimero de interacdes com residuos de aminoacidos, aumentando o valor de
fitscore. Adicionalmente, foram observadas a formacdo de duas ligacbes de
hidrogénio entre o ligante e os residuos Alal®* e Leu'#8, respectivamente; além de

interacGes do tipo dipolo-dipolo com Asn®®? e Trp®® (Figura 38).

Figura 38 — Interacbes para o composto LRS08 inserido no sitio alostérico da
NS2B-NS3 do DENV.

VALY

FONTE: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6. As

interag6es de hidrogénio estéo representadas como pontos na cor verde.
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Por outro lado, o composto LRS25 realiza interagbes dipolo-dipolo com os
residuos Thr'?° e Lys’® e interacdes hidrofébicas com Lys’3, ambas as interacdes sdo
exclusivas deste composto (Figura 39). Adicionalmente, pode-se sugerir que a
interagdo com estes residuos nao favoreca a estabilidade do complexo; enquanto que
outros residuos ausentes em LRS25, mas presentes em LRS (07-08) como Lys’4,
Leu’, Trp® e Gly*8, podem ser responsaveis por tal estabilidade adicional
(PELLICCIA et al., 2017).

Figura 39 — Interacdes para o composto LRS25 inserido no sitio alostérico da
NS2B-NS3 do DENV.

T\-mzo

FONTE: Autor, 2022. llustragio elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.

As interacdes do nucleo indélico com os residuos Lys’, Leu’®, Trp® e Asn'®’
sao particularmente interessantes, uma vez que foram observadas na literatura em
compostos inddlicos e seus bioisosteros (MILLIES et al., 2019a; PELLICCIA et al.,
2017). Entretanto, a presenca de uma segunda nitrila est4 associada a 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 sitio ativo da NS2B-NS3
apresentam interacbes com poucos residuos de aminoacidos e interacdes de
empilhamento n—r entre Tyr'®! e o nlcleo inddlico.

Para o derivado LRS06 é possivel observar a interacdo hidrofébica deste com
a His®! do sitio catalitico e com a Gly®2. Assim como observado para os compostos

LRS13 e LRS25, onde verifica-se que a Tyr*! forma interacdes de empilhamento n—n
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com grupo inddlico. Interessantemente, a Ser'® realiza interacdes dipolo-dipolo com
o0 -NH do anel inddlico; enquanto que o grupo ciano forma interaces dipolo-dipolo
com o residuo Gly*®3 (Figura 40). Adicionalmente, pode-se sugerir que as interacdes

dipolo-dipolo com esses residuos favorecam a estabilidade do complexo.

Figura 40 - Interacfes para o composto LRS06 inserido no sitio ativo da NS2B-
NS3 do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustragio elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.

O composto LRS13 apresenta, de forma andloga, os mesmos tipos de
interagbes do composto LRS06 com os mesmos residuos (Figura 40), exceto pela
auséncia da interacéo dipolo-dipolo com a Ser'®, o que gera uma pequena perda na
afinidade do ligante pelo alvo (ver tabela 4). Embora a auséncia da Ser'3® cause perda
da afinidade, esta ndo é muito pronunciada, provavelmente, pela presenca da Thr&

que interage hidrofobicamente com o grupamento bifenila.
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Figura 40 — InteracGes para o composto LRS13 inserido no sitio ativo da NS2B-
NS3 do DENV.

FONTE: Autor, 2022. llustracio elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.

Para o LRS25 é observada a auséncia da interacdo com a His®! e, como
consequéncia, leva a diminuicdo da afinidade do composto pelo alvo (ver tabela 3).
Diferentemente dos compostos LRS06 e LRS13, a interacdo de empilhamento n—n
observada para o derivado LRS25 ocorre apenas entre a Tyr'6! e o ciclo de 5 membros
do nucleo inddlico, influenciando o valor da energia de afinidade e FitScore (Figura
41). Interessantemente, apesar de apresentar os residuos de aminoacidos Tyr'>0 e
Asp'?®, que sdo ausentes em LRS06 e LRS13, estes ndo contribuem
significativamente para estabilidade deste complexo. Além disso, nota-se também que
a presenca de um segundo grupo ciano nao tem influéncia na afinidade do ligante pelo
alvo, visto que o segundo grupo ciano aparentemente esta mais livremente localizado,

néo estando envolvido em nenhum tipo de interagéo.
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Figura 41 — InteracGes para o composto LRS25 inserido no sitio ativo da NS2B-
NS3 do DENV.
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FONTE: Autor, 2022. llustracio elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools® v. 1.5.6.

O modo de interagdo dos compostos LRS06, LRS13 e LRS25, destacando
principalmente o nucleo inddlico 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 interagdo com a Tyr'é! e com a Gly*>3 tem sido observada em
trabalhos com compostos indélicos que apresentaram valores de ICso < 3 uM
(BOLLATI et al., 2010; LIU et al., 2014).

Em relacdo aos compostos LRS06 e LRS08, estes apresentam basicamente
as mesmas energias de afinidade e FitScore, com uma diferengca 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 interac&o entre os compostos
mencionados e o alvo pode ser numericamente considerada a mesma para avaliar as

interacdes envolvendo a proteina e estes compostos.

5.7.2 Avaliacéo da atividade biolégica dos analogos frente a protease NS2B-NS3

dos virus Zika e Dengue.

Esta etapa do estudo foi realizada por meio da parceria com a doutoranda

Hannah Maus do instituto de ciéncias farmacéuticas 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 analogos 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 concentragao fixa de 20 uM.

Todos os resultados obtidos e, posteriormente, analisados foram agrupados na
tabela 5. Além disso, a relacao estrutura-atividade (REA) foi profundamente discutida

para todos os compostos da tabela.

Tabela 5 — Atividade inibitéria das cianoacrilamidas LRS (01-08, 17, 18, 20, 23,
25) frente a protease NS2B-NS3 dos virus Zika e Dengue.

NS2B-NS3 (20 uM)

Cédigo
ZIKV %inibicédo + D.P. DENV %inibicao + D.P.

LRSO1 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
LRSO7 22+4 20+ 3
LRS08 26 +4 19+3
LRS17 0+3 0x7
LRS18 187 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 inibitéria, com
excecao do analogo 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 inibicdo quando
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comparado com o0s outros acrilatos LRS01, LRS02 e LRS04. Observou-se que,
embora a diferenca nédo seja significativa, o potencial inibidor dos compostos LRS (01-
03) € maior frente a protease do DENV. Por outro lado, a atividade inibitoria do LRS
04 se mantém na mesma faixa frente a ambos os alvos.

Os analogos contendo o grupo amida com uma cadeia alquila ligada ao anel
benzénico LRS (05-08), apresentam melhor atividade inibitoria frente ao ZIKV, quando
comparado aos compostos LRS (01-03) do que contra o DENV. Porém, a
porcentagem de inibicdo do DENV se mantém proximo de 20% para.

Em contraste, os compostos LRS (17, 18, 20, 23 e 25) apresentam, em geral,
0os menores valores de inibicdo de ambos os virus. E importante notar que tais
compostos apresentam o grupo amida, como nos analogos LRS (05-08), mas séo
desprovidos do anel aromatico e, com excecdo do LRS17 e LRS18, os demais
possuem cadeia ciclica com 2 ou mais grupos -CHz-, o que supde que o grupo amida
sozinho é insuficiente para melhorar a atividade inibitoria. Portanto, os resultados
sugerem que a atividade inibitoria dos compostos esta associada a presenca de uma
cadeia hidrofobica e a presenca de uma amida com cadeia lateral aromatica. Assim,
uma amida aromatica e uma cadeia alquila ndo ramificada com até quatro carbonos
podem ser considerados como sendo 0s substituintes mais promissores nesta série

de compostos.

5.7.3 Determinacédo de parametros fisico-quimicos

Com a finalidade de obter informagdes adicionais sobre algumas propriedades
fisico-quimicas dos compostos sintetizados, realizou-se uma analise de todos eles na
plataforma SwissADME, disponivel gratuitamente. Dentre o0s parametros
determinados pela plataforma, dois deles foram examinados, sendo lipofilicidade e
solubilidade em agua.

A lipofilicidade é um parametro importante, visto que descreve a habilidade de
uma molécula em atravessar membranas lipidicas. Tal propriedade pode afetar a taxa
e a extensdo da absorcdo de um farmaco, podendo impactar diretamente a sua
biodisponibilidade oral. Assim, o valor de logPow Ndo pode ser muito alto porque
dificultaria a dissolugdo deste em meio aquoso (trato gastrointestinal - TGI e no

plasma), dificultando sua distribuicéo. Por outro lado, um valor muito baixo de LogPow
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pode implicar em uma baixa absor¢do, como consequéncia da alta hidrosolubilidade
do composto, resultando em baixa permeabilidade pelas membranas lipidicas e maior
excrecdo. Assim, sdo preferiveis valores de lipofilicidade entre 0 e 3, sendo mais
provavel que exista um bom balango entre permeabilidade e solubilidade nessa faixa.
O valor de logP é determinado pelo coeficiente de particdo (P) de uma substancia
entre uma fase aquosa e uma fase organica (lipidica) (GARETH, 2013).

O segundo parametro, solubilidade em agua (LogS), € uma das propriedades
chaves de moléculas e de grande interesse na quimica medicinal, haja visto que a
solubilidade de compostos ativos afeta de modo significativo a sua absorcdo e
distribuicdo em meio biolégico, afetando assim sua eficacia. Dito isso, a solubilidade
mensura a habilidade de uma molécula ser distribuida dentro de um organismo
biol6gico. A maioria dos farmacos (cerca de 85%), tem LogS entre -1 e -5, de modo
que, valores dentro desta faixa sdo satisfatorios, embora valores inferiores a —2 sejam
preferiveis (GARETH, 2013). Por fim, a tabela 6 apresenta os valores de lipofilicidade
(Log Pow) e solubilidade (LogS (ESOL)) obtidos através da web-ferramenta
SwissADME.
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Tabela 6 — Propriedades fisico-quimicas dos compostos LRS (01-08, 17, 20, 21,
23 e 25).

Cbédigo LogPwpo LogS (ESOL)

LRSO1 1,97 -2,86
LRS02 2,32 -3,09
LRSO3 2,97 -3,65
LRS04 2,62 -3,42
LRSO05 2,94 -4,25
LRSO06 2,86 -3,86
LRSO7 3,15 -4,15
LRSO08 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 analise da tabela 5, nota-se que todos os compostos, com excecao
dos LRS (07, 08 e 27) apresentam valores de LogP entre O e 3, sugerindo que eles
apresentam boa permeabilidade em membranas biolégicas. Os valores de LogS
também estdo na faixa desejada, com valores maiores que -5 e menores do que -2.
Assim, 0s compostos sintetizados ja apresentam algumas propriedades de farmacos,
de modo que novas modificagdes estruturais podem ser feitas apenas para melhorar
a atividade inibitéria, desde que tais modificacbes ndo causem alteracdes

significativas nos valores de LogP e logS.


http://www.swissadme.ch/
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6 CONCLUSAO 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
aromaticas LRS (05-13) apresentam maior afinidade tanto pela protease NS2B-NS3
como pela proteina E flaviviral, enquanto que os cianoacrilatos LRS (01-04) e os
compostos derivados de aminas ndo aromaticas, ciclicas ou alifaticas LRS15, LRS
(17-23), apresentaram afinidades mais baixas por tais alvos. Quanto a adicdo de uma
segunda nitrila, observou-se que esta ndo é vantajosa frente a qualquer um dos dois
alvos.

Apesar da suposicéo inicial da interacdo entre o grupo ciano e o residuo Ser'3®
do sitio catalitico da protease flaviviral, neste trabalho constatou-se que este realiza
interacdes dipolo-dipolo preferencialmente com o NH do nucleo inddlico, enquanto
gue o grupo ciano interage principalmente com a Gly!%3. Contudo, essa mudanca na
interacdo dos residuos com os compostos pode contribuir para estabilizar o complexo
ligante/proteina.

Todos os compostos, com excecdo do LRS 17 apresentaram alguma atividade
frente & protease NS2B-NS3 do ZIKV e do DENV. Além disso, apenas o LRS25
apresentou perfil citotoxico na concentracdo de 20 uM e todos apresentaram bons
valores de LogsS.

Os derivados mais promissores, LRS04 e LRSO08, foram posteriormente
utilizados para a sintese dos analogos LRS (43-48) e LRS (26-31), respectivamente.
Embora tais compostos néo tenham sido avaliados quanto a citotoxicidade e atividade
biolégica, espera-se que tais derivados apresentem melhor atividade anti-ZIKV e anti-
DENV, visto que varias substituicbes da cadeia lateral foram realizadas, mas o
potencial antiviral ndo foi alcancado.

Adicionalmente, ap6s confirmados os resultados positivos da atividade anti-
flaviviral dos demais compostos sintetizados, estes serdo utilizados para guiar novas
modificacdes estruturais, principalmente substituicbes do hidrogénio do nucleo

indolico por outros fragmentos ou grupos farmacoforicos.
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ARTICLEINFO

Keywords:
SARS-CoV
SARS-CoV-2
MERS-CoWV
Medicinal chemistry
Molecular modeling

ABSTRACT

Severe respiratory infections were highlighted in the SARS-CoV outbreak in 2002, as well as MERS-CoV, in 2012,
Recently, the novel CoV (COVID-19) has led to severe respiratory damage to humans and deaths in Asia, Europe,
and Americas, which allowed the WHO to declare the pandemic state. Notwithstanding all impacts caused by
Coronaviruses, it is evident that the development of new antiviral agents is an unmet need. In this review, we
provide a complete compilation of all potential antiviral agents targeting macromolecular struciures from these
Coronaviruses {Coronaviridae), providing a medicinal chemistry viewpeint that could be useful for designing new
therapeutic agents.
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Abstract: Cancer is an uncontrolled cell growth that can generate diverse types of can-
cer, in which these will also present a different behavior in the face of pharmacological
treatment. These cancers’ types are found in one of the three categories, leukemias (also
named lymphomas), carcinomas, and sarcomas. In general, cancer's pathogenesis 1s asso-
ciated with three genetic mutations, where could emerge from oncogenes, tumor suppres-
sor genes, and/or genes responsible for regulating DNA replication. The term “undrug-
gable” is frequently related to the difficulty to design drugs to specific targets, such as
MYC, MYB, NF-kB, and RAS family of proteins. This last comprises more than 140 pro-
teins, and these are responsible for 30% of mutations in human cancers. Also, there are
three ras genes transcribed in human cells, called H-, K-, and N-ras oncogenes. Still, the
RAS proteins (famesyltransferase (FTase) and geranylgeranyltransferase (GGTase) en-
zymes) perform essential steps in post-translational modification of cukaryotes cells,
such as (1) the farnesylation of the cysteine residue at the C-terminal tetrapeptide
CAAX; (2) proteolytic cleavage of the three C-terminal AAX oligopeptide; and (3) car-
boxymethylation of the new C-terminal prenylated cysteine. Thus, the inhibition of this
undruggable RAS family of proteins has been considered a promising alternative to de-
sign new anticancer agents since they are responsible for many types of human cancers.
Then, the manumycin A (obtained from the Streptomyces parvulus Tii64) and its analogs
(epoxyquinol core with or without their southern and eastern side chains; and dihydroxy-
cyclohexenones core) have been described as promising FTase inhibitors, which have de-
monstrated their benefits against several types of cancer. In this review, a complete intro-
duction about cancer and its relation with RAS proteins is provided, as well as, the preny-
lation mechanism of the cysteine residue is discussed in detail. Posteriorly, studies involv-
ing manumycin-related compounds are described, showing some synthetic routes for ob-
taining them and utilizing these natural products in monotherapies or combined therapies
with other anticancer drugs.
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Abstract: Chikungunya virus (CHIKV) issan Alphavirus (Togaviridae) responsible for
Chikungunya fever (CHIKF) that is/mainly charactéfized by a severe polyarthralgia, in
which it is transmitted by the bit¢ of infected iedes aegvpri and Ae. albopictus mosqui-
toes. Nowadays, there are ngyligensed vagcifieSjor approved drugs to specifically treat this
viral disease. Structural viral proteins participate in key steps of its replication cycle, such
as viral entry, membrang fusion, nugleocapsid assembly, and virus budding. In this con-
text, envelope E3-E2:Bl slycoprogéins complex could be targeted for designing new drug
candidates. In thisreview, aspeis of the CHIKV entry process are discussed to provide
mnsights into agéisting the drugidiscovery process. Moreover, several naturals, nature-
based and synthetic compeunds, as well as repurposed drugs and virtual screening are al-
so explorédias alternativesfor developing CHIKV entry inhibitors. Finally, we provided a
complementary analy$is of studies involving inhibitors that were not explored by in silico
methods, Based on this, Phe''®, Val'™, and Lys-"" were found to be the most frequent res-
1dues, being present in 89.6, 82.7, and 93.1% of complexes, respectively. Lastly, some
chemical aspects associated with interactions of these inhibitors and mature envelope E3-
E2-E) glveoproteins’ complex were discussed to provide data for scientists worldwide,
supporting their search for new inhibitors against this emerging arbovirus.
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Computer-aided design of 1,4-naphthoquinone-based inhibitors targeting
cruzain and rhodesain cysteine proteases

Leandro Rocha Silva ™", Ari Souza Guimardes ™", Jadiely do Nascimento *,

Igor José do Santos Nascimento”, Elany Barbosa da Silva“, James H. McKerrow ",

Silvia Helena Cardoso”, Edeildo Ferreira da Silva-Janior ™
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LsA

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: Chagas disease and Human African Trypanosomiasis (HAT) are coused by Trypanosomo ousi and T brucei
Naphtboquinore: parasites, respectively. Cruzain (CRZ) and Rhodesain (RhD)) are cysteine proteases that share 70% of identity and
ﬂ""!-::“!-“ play wital functions in these paragites. These macromolecules represent promising targets for designing new
M‘-"':';m"‘m inhibitors. In this context, 26 CRZ and 5 RhD SD-structures were evaluated by molecular redocking o identify

the most @ccurate one o be utilized as a targel. Posteriorly, & virtual screening of a library containing 120 small
natural and mature-based compounds was performed on both of them. In total, 14 naphthoquinone-based amalogs
were identifisd, synthesized, and bisdogically evalmated. In wotal, fve compounds were active against RhD, being
thres of them alse active on CRZ A derivative of 1 4-naphthoqui pyridin-2-ylsulf ide was found 1o be
the most active molecule, exhibiting Wogy values of 6.3 and 1.8 pM for CRE and RhD, respectively. Dynamic
simulations at 100 ns demonstrated good stability and do not alter the targets’ structures. MM-PBSA calculations
revesiled that it presents a higher affinity for RhD (-25.3 Keal mal '} than CRZ, in whirh van der Waals in-
leractions were more relevant. A mechanistic hypothesis (via C3-Michad-addition resction) invalving a covalent
mode of inhibition for this compound towards RhD was investigated by covalent molecular docking and DFT
B3LYP/6-31 + G* calcubations, exhibiting a low activation energy (AG') and providing a stable product (AG),
with value af 7.78 and — 30.72 Keal mol :, respectively; similar to data found in the literatire. Nevertheless, a
reversibility assay by dilution revealed that JN-11 is a time-dependent and reversible inhibitor. Finally, this
study applies modern computer-aided techniques 1o identify promising inhibitors from a well-known chemical
class of natural products. Then, this work could inspire other future studies in the field, being useful for designing
potent naphthogquinones as RhD inhibitors.
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Abstract: Influenza viruses (INFV), the Orthomyxoviridae family, are mainly transmitted among
humans via aerosols or droplets from the respiratory secretions. However, fomites could be a poten-
tial transmission pathway. Annually, seasonal INFV infections account for 290-650 thousand
deaths worldwide. Currently, there are two classes of approved drugs to treat INFV infections, be-
ing neuraminidase (NA) inhibitors and blockers of matrix-2 (M2) ion channel. However, cases of
resistance have been observed for both chemical classes, reducing the efficacy of treatment. The
emergence of influenza outbreaks and pandemics calls for new antiviral malecules that are more ef-
fective, and that could overcome the current resistance to anti-influenza drugs. In this context, po-
Iyphenolic compounds are found in vanious plants, and these have displayed different multi-target
approaches against diverse pathogens. Among these, green tea (Cameflia sinensis) catechins, in spe-
cial epigallocatechin-3-0-gallate (EGCG), have demonstrated sighufieant activities against the two
most relevant human INFV, subtypes A and lineages™B. In this sense, EGOG has been found to be
a promising multi-target agent against INFY since it can 26t inhibiting NA, hemagglutination
(HA), ENA-dependent RNA polymerase (RARp), and vifal entry/adsorption. In general, the lack of
knowledge about potential multi-targetaiatiral produis prevents an adequate exploration of them,
increasing the time for developing fulti-tarpet _Fhen, this review aimed to compile most rele-
vant studies showing the anti-INFV effects o and its derivatives, which could become an-

tiviral drug prototypes in the fifiire.

Keywords: Natural product, EGCG, Antiviral, Influénza, Multisarget, Nature-based compounds.

L. INTRODUCTION

Influenza viruses (INFVs) are orth VITLLS
thomyxoviridae family) responsible for causing ira-
tory illness that could vary from sore throat,
ease (= 38 °C) along with body aches cio {usually
dry) to severe pneumonia, which could h:ﬁa\ramd by bac-
terial infection [1, 2]. In general, INEVS that infect humans
are mainly transmitted person to person, mostly by aerosols
or droplets from the respiratory seeretions of an infected indi-
vidual [1]. Often, fomites or even animals can be a transmis-
sion source [1]. Typically, INFVs lead to seasonal influenza

POTILIE RS- ISP, R S S e T Y S SR e e

4.0-8.8 per 100,000 human beings [4, 5]. Therefore, global-
ly these annual eprdemics are estimated to be about 3-5 rml-
lion severe illnesses [5]. There are four types of seasonal IN-
FWs, being A, B, C, and D [5]. However, only INFV-A,
which infects a wide range of avian and mammalian hosts,
and INFV-B, which infects almost exclusively humans, cir-
culate and cause seasonal epidemics of diseases in modern
society, since INFV-C has a low incidence and does not rep-
resent a health problem, while INFV-D primanly affects cat-
tle and there are no reported cases of infection or illness n
humans [5, 6]. Influenza A and B are the most virulent
strains being the cause of numerous health and economic dis-
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