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Resumo

Um dos grandes desafios no ambito da saude publica do Brasil tem sido relacionada a
existéncia de flavivirus causadores de doengas com altos indices de contaminagao, tais como
a Dengue, Zika e Chikungunya. O desafio no combate a eles aumenta devido as condig¢des
climaticas propicias a disseminacdo de seus vetores comumente classificados dentro do
género Aedes, cujo vetor comum entre os trés ¢ o Aedes aegypti. Foi reportada a presenca de
Zika virus em territorio nacional no ano de 2015 e apesar de ter sido configurada como
epidemia a Zika apresentava sintomas benignos e de baixa letalidade, no entanto, o fator
preocupante vinculado ao Zika virus (ZIKV) foi o surgimento repentino de complicagdes
neurologicas graves: Sindrome de Guillain-Barre, em adultos, e Sindrome Congénita do
ZIKV (microcefalia) em recém-nascidos, ocorridas na época da epidemia e que perduram nos
dias atuais. Ainda ndo ha cura ou vacina para prevenir a infec¢ao pelo ZIKV, sendo a principal
medida de prevengdo, atualmente, o controle dos mosquitos transmissores. Dessa forma, a
busca por moléculas com potencial capacidade de tornar-se fairmacos se faz extremamente
necessaria e interessante. Sabe-se que dois processos sdo criticos para o ciclo de vida do virus
no hospedeiro humano: (1) infeccao e (2) replicagdo viral. O processo de replicacao depende
essencialmente das proteinas ndo-estruturais codificadas pelo genoma viral. A NS3 tem dois
dominios de proteinas: serina-protease (NS37°) e RNA-helicase dependente de NTP (NS3'"),
responsaveis respectivamente pela clivagem de poliproteinas apds tradugdo e pelo
desdobramento de uma fita dupla de RNA antes da polimerizagao e capping do RNA. Sendo
assim, ao processar dados de “fragment screening” foram observados dois fragmentos

34 sendo eles hidantoinas e

promissores atuando como potenciais inibidores de NS
oxadiazol. Contudo o presente trabalho deu continuidade ao que o grupo vem fazendo, no
esforco de buscar moléculas candidatas a fArmacos contra ZIKV e mostra a triagem de 28
moléculas derivadas de hidantoinas e oxadiazol testadas frente a atividade ATP4asica de NS3¢
a fim de explorar moléculas promissoras inibidoras dessa proteina. Também foi realizado o
Differential Scanning Fluorimetry (DSF) para avaliar a estabilidade térmica, bem como a
afinidade de ligacdo entre proteina-compostos promissores. Nestes ensaios, seis compostos
mostraram perfil de inibicdo promissor acima de 70%, os quais continuardo a ser explorados

em futuros ensaios do grupo.

Palavras-chave: ZIKV; NS3"¢!: atividade ATP4sica; hidantoinas; oxadiazol.
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1. Introducio

1.1. O virus da Zika

Os Flaviviridae sdo uma familia de virus de RNA envelopados positivos, de
fita simples. Eles sdo encontrados em artrépodes e podem ocasionalmente infectar humanos.
Dentre os flavivirus mais comuns, pode-se citar os virus transmitidos por mosquitos que sao
responsaveis pela Febre Amarela, Dengue, Encefalite Japonesa, Virus do Nilo Ocidental e
Zika Virus.

O virus causador da Febre Zika, como os outros flavivirus, possui um genoma
formado por uma tnica fita de RNA de sentido positivo com ~10,7 kb de comprimento, que €
traduzida em uma tunica poliproteina através do complexo de transcri¢ao da célula hospedeira.
A poliproteina viral ¢ entrelagada na membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e ¢
subsequentemente clivada por proteases do hospedeiro no lado luminal do RE e por uma
protease viral no lado citoplasmatico do RE, resultando em dez proteinas distintas, que sdo
divididas em dois grupos: proteinas estruturais (C, prM ¢ E), as quais sdo as responsaveis pela
formagdo do capsideo viral maduro, e proteinas nao estruturais (non structural proteins - ou
NSP: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), que incluem a protease viral e também
as proteinas envolvidas na formagdo do complexo de replicagdo do virus no interior da célula

hospedeira ! (Figura 1).
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Figura 1. Genoma do virus Zika '

O genoma do virus da Zika ¢ codificado por proteinas homologas as de todos
os outros flavivirus, que estdo presentes na mesma ordem e sdo flanqueadas por regides 5' e
3'UTR (ndo-traduzidas). A regido 5' UTR contém o promotor da transcri¢do e se inicia com
um cap tipo I, seguido pelo dinucleotideo conservado AG. A extremidade 3’ ndo ¢
poliadenilada e, em vez disso, ¢ terminada com um CUgy ao final de um hairpin conservado.

Dentre as proteinas estruturais, a proteina C compreende o capsideo viral

icosaédrico, enquanto as proteinas M e E sdo exibidas na superficie viral e possuem hélices



transmembranares que as ancoram na membrana. A medida que as particulas virais maduras
eclodem, a proteina prM ¢ clivada por uma protease do tipo furina localizada na rede
trans-Golgi, originando o peptideo pr e a proteina M. A proteina E ¢ a principal proteina de
superficie do virion e esta envolvida na ligagao com a célula hospedeira e fusdo da membrana.

As proteinas ndo estruturais (NS1-NS5) formam o complexo replicativo e
também desempenham um papel no antagonismo da imunidade inata do hospedeiro: a
proteina NS1 ¢ altamente semelhante a outros flavivirus, com uma notavel divergéncia no
potencial eletrostatico na superficie. Essa regido divergente estd envolvida na ligagdo de
fatores do hospedeiro e anticorpos protetores, sendo um potencial alvo para antivirais. A
proteina NS1 também estd envolvida na evasdo imune e parece desempenhar um papel na
infeccdo viral. As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B s3o proteinas hidrofobicas que
podem estar associadas a membrana, mas ndo t€ém fungdes, especificidades ou motivos
enzimaticos conhecidos.

A proteina NS3 ¢ uma das proteinas centrais para replicagdo viral e
processamento de poliproteinas devido ao seu dominio de protease N-terminal e dominio
RNA helicase C-terminal. Junto dela, a proteina NS5 tem duas atividades conhecidas: um
dominio RNA-polimerase C terminal e um dominio metiltransferase N terminal responsavel
pelo capeamento 2.

Dentre estas proteinas, existem diversos alvos para desenvolvimento de novos

antivirais baseados na fung¢do que exercem no ciclo viral °.

1.2. Panorama do ZIKV

O virus Zika foi descoberto em Uganda, em 1947, porém a febre Zika foi
tratada sem grande atencdo, principalmente por se restringir inicialmente a um estreito

cinturdo equatorial, atravessando a Africa e Asia, e sem sintomas graves conhecidos.

No entanto, entre 2015 e 2017, foi reportada uma pandemia nas zonas tropicais
do globo terrestre, incluindo o Brasil, onde foi observado o grave sintoma de microcefalia em
neonatos de gestantes infectadas. Além disso, foi reportado que o ZIKV ¢ capaz de se adaptar
a transmissao pelo Aedes albopictus, um mosquito de ampla distribuicdo, podendo levar ao
aumento da area de dispersdo do virus e aumentando, também, a necessidade e interesse de
estudar a doenga bem como sua dispersdo, uma vez que esse cenario pode vir a evoluir para

uma nova pandemia *.



Foi a partir da epidemia no Brasil que diversos grupos de pesquisa nacionais e
internacionais tém realizado estudos acerca do virus da febre Zika, seus mecanismos de
infeccdo e efeito no ser humano. Um teste capaz de identificar anticorpos do tipo IgG
presentes no sangue de organismos infectados foi desenvolvido por meio de uma parceria
entre a empresa Inovatech, o Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP e o Instituto Butantan
6.

Além disso, diversos estudos tém sido realizados principalmente acerca de
proteinas virais com func¢des enzimadticas essenciais para a replicagdo viral, tais como o0s
descritos por Phoo e colaboradores (2016), Li e cols. (2017), assim como Fang e cols. (2016)
e Mastrangelo e cols (2012) "'°. E importante citar também os trabalhos conduzidos pelo
grupo como Lima e cols (2021), Fernandes e cols (2021) e Mottin e cols (2021) #?*. Além da
busca por farmacos inibidores da replicacao viral ou paliativos contra a infec¢ao pelo ZIKV,
existem estudos buscando o desenvolvimento de vacinas, como o realizado no Instituto

11

Evandro Chagas ''. No entanto, apesar de todas essas buscas, ainda ndo existem tratamentos
eficazes contra a febre Zika e a prevengdo de ocorréncia da mesma ¢é basicamente associada
ao controle da populacao dos mosquitos vetores (em cada territério) do virus causador. Assim,
faz-se notoria a necessidade da busca por possiveis candidatos a farmacos e vacinas eficazes

contra o ZIKV.

1.3. Proteinas nio estruturais e NS3 Helicase

A proteina ndo estrutural 3 (NS3) ¢ um dos componentes cruciais para o
processamento dos polipeptideos virais e a replicagdo do virus, e ¢ constituida de dois
dominios, um N-terminal com func¢ao de uma serino-protease e um C-terminal com fung¢ao de
helicase °.

O dominio helicase da NS3 (NS3"") de ZIKV é composto por trés subdominios
e possui dois sitios de ligacdo nas cavidades encontradas na juncao desses subdominios onde
diferentes moléculas relevantes para a sua funcionalidade podem se ligar. A NS3"! ¢ uma
helicase dependente da ligagao de NTPs e RNAs, ela utiliza a energia liberada apos hidrolisar
NTPs para realizar o desenovelamento do RNA viral durante o processo de replicacdo. A

Figura 2 mostra a estrutura da NS3"' do ZIKV e a localizagdo de seus sitios de ligacdo a

NTPs e RNA. >4,
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Figura 2. Estrutura do dominio helicase da NS3 de ZIKV mostrando os sitios de ligagdo do RNA e de ATP ou
NTP

1.4. Ensaios anteriores realizados pelo grupo e descoberta de derivados de Hidantoinas e

Oxadiazol como moléculas promissoras

Com o trabalho liderado pela pods-doutoranda Nathalya C.M.R. Mesquita
realizado no nosso grupo de pesquisas CIBFar/CEPID, no periodo 2017-2020, foi possivel
realizar: (i) expressdo e purificacdo da enzima NS3"™!; (ii) cristalizagdo, coleta de dados de
difracdo (no LNLS) e elucidaco da estrutura da enzima funcional a 1.9A de resolugdo; (iii)
ensaios bioquimicos e biofisicos in vitro para caracterizagdo de proteina em solugdo
(Dicroismo Circular, Dynamic Scanning Fluorimetry e atividade ATPase). Com a
implementagdo destes testes, foram estabelecidas parcerias do CIBFar com diversas
instituigdes nacionais e internacionais, o que permitiu a triagem de 220 compostos e 373
fragmentos desde o inicio deste projeto. Inibidores promissores que possuem como alvo a
atividade ATPase da NS3" estdo sendo agora caracterizados. Até o momento temos 15
compostos e 11 fragmentos promissores que estao sendo submetidos a ensaios de cristalizagao
(soacking e co-cristalizagdo), curvas de Dose—Resposta, que esta sendo padronizada em nosso
laboratério, e andlise de afinidade por MicroScale Thermophoresis. Ao todo ja sdo dois
trabalhos publicados com abordagem do dominio de protease € um relacionado a NS3He! 2224

Sendo assim a presente proposta estd inserida no ambito da testagem de
compostos planejados com base na estrutura da NS3™!, Para tal finalidade contamos com a

sintese de hidantoinas e seus derivados coordenados pela colaboragdo da Profa. Dra. Arlene
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Gongalves Correa do Departamento de Quimica da UFSCar. Em parceria, realizou-se uma
busca de moléculas bioativas direcionada por fragmentos, na qual pequenos fragmentos foram
testados individualmente na presenca da proteina de interesse e a interacao entre eles foi
avaliada. Os fragmentos de hidantoina e oxadiazol foram aqueles que se demonstraram
promissores em estudos de high-throughput screening (HTS) como possiveis ligantes
inibidores da NS3¢, Dessa forma, baseado nos resultados de interacdo dos fragmentos com o
alvo, buscou-se sintetizar estruturas contendo os fragmentos promissores, visando uma
construgdo que atinja altos niveis de inibicdo. As metodologias de sintese dos compostos

avaliados foram realizadas pelo grupo da Profa. Dra. Arlene em estudos ainda ndo publicados.

Figura 3. Estrutura mostrando o sitio de ligacdo de RNA da helicase NS3 com os ligantes hidantoina e

oxadiazol.

1.5. Prova de conceito, com base na literatura, e busca por moléculas inibidoras de
NS3H

Um estudo acerca da (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), um polifenol
encontrado no cha verde, que havia mostrado potencial virucida contra flavivirus, investigou a
agdo inibidora desse composto sobre a NS3" do ZIKV. O estudo se utilizou de simulagdes e
docking molecular e encontrou interagdes significativas no sitio ATPase e também no sitio de
ligacdo do RNA. Os resultados mostraram inibicdo significativa da atividade da NTPase,
sugerindo que o composto EGCG pode ser uma molécula promissora para o desenvolvimento
de inibidores contra ZIKV e outros flavivirus. A Figura 4 mostra o ligante EGCG no sitio

ATPase da NS3Hel,
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Figura 4. Docking de precisdo extra (XP) de EGCG no sitio ATPase da helicase ZIKV NS3. (4) ZIKV NS3
helicase com PDB ID: 5GJC mostra a molécula de ATP ligada no sitio NTPase (circulo pontilhado vermelho)
entre o dominio 1 e o dominio 2. (B) Apos o encaixe molecular, EGCG exibe interacoes moleculares (vista 3D)
por H- ligagoes (linhas pontilhadas amarelas), interagées n-cation (linhas pontilhadas verdes) e pontes salinas
(linhas pontilhadas rosa). (C) Diagrama de interagdo 2D ilustrando interagoes de ligagdo de EGCG onde as
interagoes sdo representadas como ligagées H (seta rosa), interagoes m-cation (linha vermelha solida) e pontes
salinas (linha reta azul-vermelha). (D) NS3 helicase é representada como a superficie cinza solida onde o

EGCG encaixado (cor verde) se sobrepoe a molécula de ATP (cor vermelha) na bolsa de ATPase 3

Outro projeto de busca por antivirais contra ZIKV confirmou a a¢do inibidora
do resveratrol sobre a NS3"'. Concluiu-se que o resveratrol causa um bloqueio no sitio de
ligacdo ao RNA, reduzindo significativamente a atividade de hidrélise do ATP observada. A
Figura 5 mostra as interagdes entre o resveratrol e o sitio helicase da NS3.

FResidues
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Figura 5. Exploragdo das interagées que existem entre o resveratrol e os residuos da helicase NS3 do virus Zika.
(A) Resveratrol dentro do bolso de liga¢do da helicase ampliando as intera¢ées hidrofobicas e ligagoes de
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hidrogénio entre os residuos de liga¢do do ligante e Resveratrol. (B) Analise de decomposi¢do por residuo de

residuos de ligagdo ao ligante. (C) Ligacdo de hidrogénio na bolsa de ligagdo do ligante. EEL: Energia

eletrostatica; vdW: van der Waals 16

Em outro estudo da NS3"! do virus da Hepatite C utilizou-se a manoalida, um
composto natural isolado da esponja marinha Luffariella variabilis como um potencial
inibidor enzimatico. Através de andlises bioquimicas e cinéticas, foi identificado o efeito de
inibicdo ndo competitiva ¢ dose-dependente na presenga de manoalida. Além disso, a
manoalida também apresentou efeito inibitdrio sobre a atividade ATPase do DHX36/RHAU
humano, levando a conclusdo de que esse composto inibe as atividades ATPase e helicase de
NS3 em HCV NS3 e DHX36/RHAU pois tem como alvo o dominio central da helicase, que ¢
conservado. Faz-se entdo necessarios novos estudos a fim de modificar o composto de forma
que se obtenha atividade especifica sobre a helicase de HCV, evitando o possivel efeito
citotoxico para os pacientes tratados com ele. Abaixo pode-se observar uma representacao

estrutura da manoalida.

~
HO,

0~ “OH
o |
0

Figura 6. Estrutura quimica da Manoalida 7
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2. Objetivos

Dada a relevancia da Febre Zika no contexto do pais e a urgente necessidade da
exploracdo de novas moléculas bioativas e passiveis de modulagdo farmacologica, o presente
projeto tem como objetivo a investigagao por inibidores ou ligantes derivados de hidantoinas

e oxadiazol com potencial capacidade antiviral.
Objetivos especificos:

i.  expressdo recombinante e purificagdo de NS3" de ZIKV, utilizando sistema de
expressao Rosetta 2 (DE3) E. coli ja estabelecidas em nosso laboratorio;
ii.  desenvolvimento de ensaio para a atividade ATPase da NS3¢, especifica para a
proteina estudada;
iii.  realizagdo de triagem de novos compostos baseada na estrutura ja conhecida, tais
como derivados de hidantoinas e oxadiazol, segundo fragment screening realizado

pelo grupo;
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3. Metodologia

A fim de realizar a triagem de bibliotecas de moléculas possivelmente
promissoras, sera necessario, primeiramente, obter uma expressao de alto rendimento de
NS3™!. E sabido que, em muitos casos, a otimizagdo das condigdes de expressio representa
um passo importante para a expressao de proteinas virais em bactérias. Além disso, o
processo de cristalizagdo € uma ferramenta importante no ambito de planejamento de novos
farmacos e/ou busca por moléculas bioativas inibidoras com potencial capacidade antiviral,
uma vez que ¢ possivel utilizar das estratégias de screening de ligantes, fragment screening,

dentre outras.

3.1. Expressao e purificacao das proteinas

3.1.1. Expressao

As cepas hospedeiras Rosetta™ 2 s3o derivados de BL21 projetados para
aumentar a expressao de proteinas eucarioticas que contém codons raramente usados em E.
coli. Essas cepas fornecem tRNAs para 7 cédons raros (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC
e CGG) em um plasmideo compativel resistente ao cloranfenicol. Os genes de tRNA sdo
conduzidos por seus promotores nativos. DE3 indica que o hospedeiro ¢ um lisogénio de
ADE3 e, portanto, carrega uma copia cromossdmica do gene T7 RNA polimerase sob o
controle do promotor lacUV5. Tais cepas sdo adequadas para a producao de proteinas a partir
de genes alvos clonados em vetores pET (pET MI11- NS3Hel) induziveis com IPTG.
Genotipo: F-ompT hsdSB(rB- mB-) gal dem (DE3) pRARE2 (CamR) .

Para o plasmideo com o gene codificante da NS3"™ contido num estoque
glicerinado de E. coli Rosetta 2 (DE3), foi elaborado um pré inodculo contendo 80 mL de meio
LB, 50ug/mL de Canamicina e 50 ug/mL de Cloranfenicol. Visando o crescimento celular, foi

incubado por 18 horas a 37°C ¢ 210 rpm.

Seguido o tempo de incubacdo, foram adicionados 10 mL do pré-inoculo a
cada litro de meio de cultura e feitos 8L de meio ZYMS5052 ** suplementado com
Canamicina e Cloranfenicol nas mesmas concentracdes citadas. Em seguida, incubou-se
novamente a 37°C e 210 rpm até D.O = 0,6. Apds esse periodo foi incubado a 18°C e 210 rpm
por 17 h de indugdo. Os tampdes A, B e C foram previamente preparados, (10 mM Imidazol,

500 mM NaCl 50 mM Tris base, 10% glicerol; pH 7), (500 mM Imidazol, 500 mM NacCl, 50
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mM Tris base, 10% glicerol; pH 7) e (500 mM NaCl, 20 mM Bis-Tris, 10% glicerol; pH 7),

respectivamente e serdo utilizados nas proximas etapas do protocolo.

Apo6s a expressao, o meio foi submetido a centrifugacao a 5000 rpm a 4°C por
40 minutos para a coleta das células. O sobrenadante foi descartado e cada pellet

ressuspendido e homogeneizado em 50 mL de tampao A.
3.1.2. Purificaciao
I. Lise

Os pellets foram descongelados em banho com agua a temperatura ambiente e
apos descongelados, foram adicionados 0,2 mg/mL de Lisozima, 2 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), um inibidor de serino-proteases, 2 mM de Dithiothreitol (DTT)
que atua como agente redutor, S00U Benzonase (endonuclease usada para degradar acidos
nucleicos presentes como contaminantes) e incubado em banho de gelo por 30 minutos.

Passado esse tempo, foi levado ao sonicador por 15 minutos (05 s ON, 10 s OFF).

Em seguida, adicionou-se mais 500U de Benzonase e incubou-se por 10
minutos em banho de gelo. Novamente foi submetido ao sonicador por 15 minutos (10 s ON,
05 s OFF). A etapa seguinte consistiu na separagao dos debris celulares do extrato proteico
por centrifuga¢do durante 30 min a 12500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi coletado para as

etapas seguintes de purificacao.
II. Cromatografia de Afinidade ao Niquel

O sobrenadante lisado foi submetido a cromatografia de afinidade ao niquel
utilizando uma coluna Histrap HP de 5 mL através de AKTA HPLC. Os tampdes utilizados
nessa etapa foram A e B (composi¢des ja indicadas acima), nas respectivas bombas. A coluna
foi lavada com 10 CV de Tampao A (W1). Em seguida, a coluna foi lavada com 10 CV de
10% de Tampao B (W10%) para remover as proteinas com interacdes inespecificas. A
eluigdo e coleta da NS3"¢! foi realizada a partir da passagem de 10 mL de Tampdo B 100%, na

qual a concentragdo de Imidazol foi de 500 mM.

3.2. Ensaio de atividade ATPasica para ZIKV NS3 Hel
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3Hel

O processo de desenovelamento de RNA duplex por NS esta acoplado a

hidrolise de NTPs, necessaria para a ligagdo inicial ao duplex, translocacao e desenrolamento
do substrato. E sabido que a NS3He nao apresenta especificidade em relagdo aos quatro tipos
de NTPs como fonte de energia, todavia, os experimentos realizados foram padronizados com
o uso de solugdes de ATP 2,

Os ensaios para avaliacao da atividade ATPasica de NS3He! foram realizados
utilizando o kit comercial BIOMOL® Green (Enzo Life Sciences). Esse ensaio quantifica a
atividade da quinase através da quantificagao colorimétrica de fosfato (Abs. 600-680 nm)
remanescente na solugdo apds uma reagdo que ¢ medida através da adi¢do de um reagente o
qual interrompe a reacdo e inicia o desenvolvimento da cor, que ¢ lida 20-30 min depois. O
valor da absorbancia esta correlacionado com a quantidade de PO, presente e ¢ diretamente
correlacionado com a quantidade de atividade da proteina. Para medir a inibigdo da atividade
de NS3H¢! ATPase foram utilizadas placas de 96 pogos, contendo tampao de reagdo (20 mM

Bis-Tris, pH 7,0, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1| mM TCEP, 0,005% Triton X-100 e 2%

dimetilsulfoxido (DMSO) para os controles sem composto) Ns3Hel

recombinante (500 nM) e
ATP (50 uM), incubados a 37 °C, 100 rpm, por 10 min, para um volume de reagado final de 50
pL. O controle negativo foi considerado apenas tampao de reacdo contendo 2% de DMSO
com ATP (sem proteina), enquanto o controle positivo (CP) serd tampao de reagdo contendo
2% de DMSO com ATP + proteina. Apds a incubagao, 100 pL de reagente foram adicionados
a cada poco e incubados por 20 min a 37 °C e 100 rpm. A leitura da absorbancia foi realizada

a 620 nm. Para estudos de inibigao, NS3He! foi incubada, inicialmente com 25 - 400 uM de

compostos avaliados por 10 min antes da adi¢cao de ATP.

3.3 Avaliacdo da estabilidade protéica e otimizacdo das condiches de estocagem e

cristalizacao

A técnica de fluorimetria de varredura diferencial (DSF — Differential Scanning
Fluorimetry) foi utilizada para averiguar a temperatura de melting (Tm) da proteina Ns3Hel ge
ZIKV em solugdo, bem como sua estabilidade térmica em diferentes condi¢des. Para isso, o
equipamento qPCR System (Bio-Rad) foi utilizado para monitorar a interagdo da sonda
SYPRO™ Orange Protein Gel Stain (ThermoFisher Scientific) com a proteina por excitacdo a

490 nm e emissdo a 530 nm. Neste ensaio, aumenta-se a temperatura de 25 a 95 °C com
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gradiente de 1 °C min-1. A anélise dos resultados e calculo do Tm serdo realizadas seguindo o
protocolo descrito para a técnica *'. O método de DSF também foi utilizado apds a obtengdo
da triagem de compostos que se mostraram promissores para inibi¢do da atividade ATPase da
NS3Hel ¢ nesse contexto, foi elaborado utilizando condigdes Otimas tamponantes associadas a
proteina e ligante promissor. Este ensaio permite avaliar se houve ou nao deslocamento da
varredura e consequentemente da Tm, apontando se o ligante apresenta caracteristicas

esperadas de inibidor promissor.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Expressao e Purificagao

Ap6s a execugdo do protocolo de expressdo génica da NS3¢, seguiu-se para o
protocolo de purificagdo da proteina objetivando a obtengdo da enzima ativa para fins de
execucdo de estudos bioquimicos, biofisicos e estruturais. A analise em SDS-PAGE 12,5%
dos passos cromatograficos estd representada na Figura 7. A proteina pura foi quantificada
através de Nanodrop, ¢ seguiu-se para a etapa ensaios de atividade ATPase. Obteve-se
rendimento de 6,45 mg de proteina por litro de expressdo. A NS3" apresenta 49,19 kDa de

massa, coeficiente de extingdo molar (g) = 64,77 (ProtParam).

49,19 kDa

Figura 7. Purificagdo de ZIKV NS3" apés expressdo em Rosetta 2(DE3): M — marcador de peso molecular em
kDa. Ft — Flow Trough. W1 — Lavagem com Tampao A. W10% — Lavagem com 10% de Tampao B. NS3 HEL
— Fragio referente a eluigdo da NS3¢ (banda indicada pela seta) pela passagem de 10 mL de Tampdo B 100%,

na qual a concentragdo de Imidazol foi de 500 mM.

4.2 Ensaios de atividade ATPasica e avaliacio de estabilidade térmica por DSF

(Differential Scanning Fluorimetry)

O ensaio de atividade ATPasica foi padronizado utilizando-se o kit BIOMOL
Green (Enzo Life Sciences) cuja concentragdo ideal de substrato (ATP), obtida em testes

preliminares, foi de 50 uM. A padronizagao da quantificacao de PO, liberado remanescente da
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hidrolise de ATP pela NS3He! foi iniciada com a elaboracdo de uma curva de linearidade
padrao, que mostrou uma correlacdo dose-dependente do tempo de reagdo em funcao da
quantidade de fosfato remanescente quando utilizou-se 50 uM de ATP como substrato
(expresso pela leitura da absorbancia em 620 nm). Com a curva de linearidade estabelecida,
partiu-se para a elaboragdo de uma curva padrao de fosfato, cujo reagente é fornecido pelo kit
utilizado. A curva foi feita através de diluigdes seriadas do padrdo de fosfato no tampao de
reacdo. Sendo assim a curva padrdo obtida foi utilizada para gerar uma curva sigmoidal nao
linear cuja equagdo ¢ utilizada para interpolagdo dos valores obtidos para os ensaios de
atividade ATPasica, considerando também a subtracdo do controle branco (amostra contendo
apenas tampao) bem como a normalizacdo dos dados com esse valor. Sendo assim, as Figuras
8 ¢ 9 mostram o grafico obtido neste teste e o teste de coloracdo dos controles e da curva

padrao.

CN CN CN CP CP CP

b
I
?
9 :
< f
<]
0.0 1 1 1 1 1
05 10 15 20 25
-0.1- . Figura 9. Placa transparente contendo os controles
[fosfato livre] (nmol) e a curva de diluicdo do padrdo de fosfato.
CN: controle negativo, sem a adi¢do da NS3. CP:
controle positivo, na presenca da enzima ativa. PF:
Figura 8. Curva padrdo de fosfato livre para curva de diluicdo do padrdo de fosfato, onde em
interpolagdo dos dados obtidos. Aabs representa os maiores concentragbes de fosfato, observa-se
valores de absorbdncia jd subtraidos do branco. A coloragdo esverdeada, e coloragdo amarela
curva apresentou R°=0,9996 quando a concentragdo de fosfato é baixa.

Foi possivel avaliar pelo teste de linearidade dose-resposta da proteina que a

concentragdo minima possivel detectada para avaliacdo de atividade poderia ser entre 200 nM
a 1 pM. Optamos pela utilizagio de 1 uM de NS3"¢. Finalmente iniciamos a triagem de
compostos com potencial inibitorio para a atividade ATPésica de NS3Hel Ao todo foram

avaliados vinte e oito compostos de hidantoinas, oxadiazol e seus derivados, sintetizados e

fornecidos pela Profa. Dra. Arlene Gongalves Corréa do Departamento de Quimica da
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UFSCAR. A concentragdo testada inicialmente para o screening de compostos foi de 200 pM.

Em seguida os valores foram avaliados para a sele¢cao dos mais promissores.

Os resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 1 e correspondem a triagem

inicial dos 28 compostos, comparados aos controles positivo ¢ negativo. Considerando que
quanto maior a atividade exercida por NS3"®! maior ser a concentragiio de fosfato liberado
na reagdo final, enquanto que quando um composto age inibindo o sitio de ligagdo entre
NS3M_ATP ha um decaimento da atividade enzimatica e, consequentemente, na quantidade
de fosfato liberado, selecionou-se aqueles compostos que inibiram pelo menos 70% da

atividade da NS3He!,

Tabela 1. Triagem e selegdo de compostos potenciais inibidores da ag¢do ATPdsica de NS3 ™

Compostos [Fosfato livre] (nmol) x [Composto testado] (uM)

(Hidantoinas e
Oxadiazol) 200 100 50 25 12,5
LSPN461* 098+0,22 1,20£0,09 1,38+0,01 1,41+0,06 1,48+0,03
LSPN469* 0,98+0,09 1,30+0,14 1,37+0,07 1,39+0,03 1,65+0,02
LSPN550* 1,13+£0,15 1,L15£0,07 1,36+0,06 1,48+0,01 1,65+0,11
LSPN551* 0,62+0,10 1,21+044 1,31+£0,09 1,32+0,03 1,42+0,09
LSPN552* 1,11 +0,16 1,21£0,09 1,33+£0,04 1,44+£0,06 1,73+0,10
LSPNS53 1,28 +£0,07 ,50+0,11 1,53+00,9 1,72+0,2 2,36+0,24
LSPN564* 0,99+0,22 1,32+0,01 1,45+0,02 1,52+0,08 1,54 +0,09
LSPN565* 1,16+0,04 1,36+0,06 145+0,07 1,53+0,11 1,65+0,07
LSPN566 1,34+ 0,03 1,45£0,04 146+0,08 1,51+£0,07 1,79+0,18
LSPN578 1,34+0,09 1,48+0,02 1,59+0,09 1,66+0,14 197+0,3



LSPNS79

LSPNS580*

LSPNS585*

LSPNS72*

LSPNS73*

LSPN852*

LSPN853*

LSPN855*

LSPN856

LSPN857

LSPN858

LSPN838

LSPN839*

LSPN547

LSPN548*

LSPN961

LSPN960

LSPN859

1,31 £ 0,06

1,21+ 0,01

1,00 £0,16

1,22 £ 0,02

1,06 0,04

0,99 £ 0,05

1,09 £ 0,07

1,21 +0,04

1,32+ 0,03

1,36 £ 0,06

1,38 £ 0,06

1,42 0,02

1,21 £0,15

1,28 £ 0,03

1,14+ 0,07

1,26 + 0,02

1,27+ 0,01

1,22 £ 0,08

1,46 = 0,09

1,26 0,02

1,21 £ 0,04

1,31 £ 0,06

1,16 £ 0,02

1,19+ 0,11

1,20 £ 0,09

1,28 + 0,04

1,35+ 0,03

1,39 £ 0,03

1,44 + 0,02

1,44 + 0,01

1,34 +£ 0,42

1,30 £ 0,04

1,32+ 0,01

1,30+ 0,03

1,45+ 0,07

1,24 +£ 0,07

1,53 +0,12

1,31 £0,04

1,34+ 0,01

1,42 £ 0,02

1,37+ 0,21

1,31 £0,10

1,33 £0,05

1,40 + 0,21

1,40+0,14

1,43 £ 0,09

1,45+ 0,02

1,49 £ 0,01

1,35 +0,02

1,39+ 0,15

1,40 + 0,05

1,52 + 0,09

1,54 + 0,02

1,28 £ 0,06

*Compostos que inibiram acima de 70% da atividade ATPasica da Ns3Hel

1,64 0,16

1,37 £ 0,07

1,40 +0,19

1,46 £ 0,01

1,51 +0,32

1,49 + 0,02

1,41+ 0,64

1,58+ 0,31

1,57+ 0,49

1,47 +£ 0,06

1,46 0,19

1,58 +£0,22

1,39+ 0,03

1,52+ 0,14

1,72 +£ 0,45

1,57+ 0,15

1,61 +£0,11

1,48 £ 0,08

1,51 +£0,05

1,55+ 0,09

1,65+0,33

1,60 +0,15

2,22+ 0,01

1,55+ 0,04

1,65+0,10

1,89+ 0,01

2,12+ 0,01

1,53 £ 0,02

1,66 + 0,06

1,83 £0,06

1,87+ 0,02

1,56 = 0,05

2,17+0,09

1,78 £0,14

1,91 £0,16

1,61 £ 0,04

22
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CN (controle negativo) valor de fosfato livre sem a presenca de NS3": 0,15 + 0,08

CP (controle positivo) valor de fosfato livre com a presenga de NS3"!: 4,01 + 0,05

Ao todo foram dezessete compostos que apresentaram percentual inibicao de
atividade ATPasica acima de 70%. Foi entdo realizado um ensaio de DSF a fim de uma
avalia¢do detalhada, visando estabelecer uma andlise comparativa entre percentual de inibi¢ao
de atividade e aumento da temperatura de melting. O esperado era que, na presenca de
inibidores, houvesse um aumento da Temperatura de melting (Tm), indicando que a presenga
dos ligantes confere maior estabilidade térmica ao complexo de ligacdo proteina-composto.
Contudo, o DSF apontou que oito deles apresentaram pequena alteragio na Tm,

consequentemente deslocamento na curva sigmoidal, e estao destacados na Tabela 2.

Tabela 2. Temperaturas de melting (Tm) obtidas através de DSF

Codigo do composto avaliado Temperatura de melting (Tm) °C
Controle (NS3 + tampao) 32,00 +0,21
NS3 + ATP 32,86+ 0,56
LSPN461 32,25+0,35
LSPN469 31,64 £0,42
LSPNS550 32,67 £0,25
LSPNS551 32,68 + 0,02
LSPNS52 30,895 + 0,32
LSPNS53 31,9+0,45
LSPN564 31,93 +0,71

LSPNS65 32,12+ 0,11



LSPN566

LSPNS78

LSPNS79

LSPNS80

LSPNS85

LSPNS572

LSPNS73

LSPN852

LSPN853

LSPN855

LSPN856

LSPN857

LSPN858

LSPN838

LSPN839

LSPN547

LSPN548

LSPN961

31,56 £ 0,01

31,66 £0,57

32,09 +£0,18

31,94 £0,08

31,98 £ 0,24

32,01 £0,39

32,45+ 0,21

33,01 £ 0,26

32,66 + 0,49

31,91 £0,28

31,55 +£0,01

31,45 +£0,25

31,94 £0,11

32,02 +0,76

32,65 £ 0,42

31,90 £ 0,26

31,81 £0,36

33,24 £ 0,91

24
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LSPN960 31,95+ 0,26

LSPN859 32,20 £ 0,01

As figuras abaixo (10-17) mostram a representacdo grafica da relacdo entre
concentracdo do inibidor (uM) e a porcentagem de inibi¢do dos candidatos mais promissores

de acordo com os testes de atividade ATPase e DSF.

LSPN550 LSPN852
80,00% @ @ @ @ 2
75,0
65,0
55,00 55,
50,00 50,00% o o o o
5 100 15 200 250 0 50 100 15 200 250
—a— % de inibigdo —a— Inibicio

Figura 11. Grdfico: porcentagem de inibi¢do x

Figura 10. Grafico: porcentagem de inibi¢do x
[LSPN852] (uM)

[LSPN550] (uM)

LSPN551 LSPN853

55,00%
50,00%

—g—Inibicio —a—Inibicdo
Figura 13. Grdfico: porcentagem de inibi¢cdo x

Figura 12. Grdfico: porcentagem de inibi¢do x
[LSPNS853] (uM)

[LSPN551] (uM)

LSPN573 LSPN839

50,00%
0 ] 100 150 200 250

Figura 14. Grdfico: porcentagem de inibicdo x Figura 15. Grdfico: porcentagem de inibi¢do x
[LSPN839] (uM)

[LSPN573] (uM)



LSPN961
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—a—Inibicdo
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LSPN960
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—a—Inibicdo
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250

Figura 16. Grdfico: porcentagem de inibi¢do x

Figura 17. Grdfico: porcentagem de inibi¢do x
[LSPNY961] (uM)

[LSPN960] (uM)

A avaliagdo da potencial capacidade inibitéria dos compostos selecionados
pode também ser avaliada através das curvas sigmoidais obtidas do ensaio de DSF, as quais
apresentam um overlay entre controle (proteina + tampao) e proteina + ligante (Figura 10).
Observou-se que houve um aumento sutil na Tm e consequente deslocamento horizontal da

curva sigmoidal para a direita na presenca dos compostos, indicando aumento na estabilidade

térmica conforme houve “binding affinity” entre proteina-composto testado.
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Figura 18. Grdfico do deslocamento na varredura (DSF) em comparagdo com o controle: a. Controle-ATP; b.
NS3+LSPN550; ¢. NS3+LSPN551; d. NS3+LSPN573; e. NS3+LSPN852; f. NS3+LSPN853, g. NS3+LSPN839;
h. NS3+LSPNY961; i. NS3+LSPN960

Esses indicativos sugerem que, possivelmente, 6 dos compostos triados via
atividade ATPésica bem como pelo DSF sdo promissores inibidores para NS3™!. Deve-se
notar que para dois compostos, LSPN960 e LSPN961, a seletiva dos testes de atividade
ATPasica juntamente com o ensaio de DSF ndo corroboram como para os demais compostos
classificados como promissores. Apesar disso, ndo se descarta a hipotese deles serem
promissores. Uma vez que a triagem via DSF registrou um aumento na Tm, indicando
aumento da estabilidade térmica, tais compostos podem, possivelmente, interagir com NS3"¢!
em seu sitio de helicase, pois trata-se de uma helicase bifuncional. J4 que a NS3™ possui
atividade de desenovelamento de duplexes de RNA e utiliza a energia obtida pela hidrélise do
ATP para translocagdo na fita no decorrer do processo, os compostos LSPN960 ¢ LSPN961
podem atuar inibindo essa fun¢do. Mesmo assim, todos os compostos serdo testados frente a
capacidade de inibicdo da atividade helicasica de NS3¢ assim que esse ensaio for

estabelecido pelo grupo.

Contudo, nota-se que a alteragdo e deslocamento na Tm ¢ baixa, at¢é mesmo
quando comparado a proteina com ATP. Isso pode ser explicado pela hipdtese de que a
maioria das helicases passam por uma alteragdo na mudanca conformacional e alternam entre
suas formas aberta e fechada quando ocorre a ligagcdo do ATP ao sitio ATPase e,

posteriormente, transloca no decorrer da fita de RNA exercendo sua funcdo de helicase
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utilizando-se da energia obtida pela hidrolise do ATP. O ciclo entre as duas formas ¢

necessario e pode haver diferengas entre elas no padrdo de ligagdo ao substrato *° .

Fica evidente que os esforcos do grupo no ambito da busca por moléculas
bioativas contra ZIKV tem-se mostrado positiva e que este trabalho gerou resultados
satisfatorios que guiardo o planejamento de novas sinteses de acordo com as moléculas
promissoras descritas. Além disso, novos ensaios explorando a capacidade inibitdria serao
elucidados tais como de atividade de desenovelamento de duplexes de RNA, soaking, dentre
outras. Perspectivas futuras incluem a triagem de mais compostos conforme fornecidos pela

Profa. Dra. Arlene, além de outros compostos existentes na biblioteca do CIBFar.
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5. Conclusao

A triagem inicial de 28 compostos por analise da atividade ATPase resultou na
identificacdo de 17 compostos promissores com percentual de inibi¢do acima de 70%. Desses
17 compostos, 11 deles apresentaram exclusivamente inibicdo da atividade ATPésica, sem
confirmagdo por DSF e, para os outros 6, os resultados dos testes de DSF corroboram a

hipotese de que eles apresentam atividade inibitoria sobre o sitio ATPase.
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