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Resumo

O virus Zika (ZIKV) fo1 isolado pela primeira vez no ano de 1947, em Uganda, e o
primeiro registro de infec¢ao humana pelo virus foi feito 5 anos mais tarde, na Nigéria. O
primeiro grande surto ocorreu na polinésia francesa onde 183 mil pessoas foram acometidas
pelo virus. Entre 2014 e 2015 o virus passou a circular no Brasil, mais de 1 milhdo de casos
suspeitos foram relatados e relacionados com condigdes mais graves como a microcefalia e a
sindrome de Guillain-Barré. Ainda nao existem vacinas ou tratamentos especificos para a
Febre Zika comercialmente disponiveis e considerando a possibilidade de uma nova
epidemia, a busca por tratamentos permanece urgente. Uma possibilidade ¢ o
desenvolvimento de inibidores de proteinas essenciais para o ciclo de replicacao viral, como a
protease de ZIKV (ZIKV_ NS2B-NS3"). Neste trabalho, dois conjuntos de compostos foram
avaliados quanto ao seu potencial inibitorio frente a protease de ZIKV. Para isso, a enzima foi
expressa, purificada e avaliada quanto a concentracdo ideal de proteinas a ser usada nos
ensaios subsequentes. Posteriormente, um ensaio de cinética enzimatica foi realizado, a partir
do qual verificou-se que a proteina se comportava conforme o esperado e entdo testes de
inibicdo puderam ser realizados. Inicialmente, um teste de inibi¢do de atividade pontual foi
feito sob concentracdo de 200 uM de cada composto e aqueles que exibiram inibi¢ao
significativa, foram entdo testados novamente através de diluicdo seriada de 10 pontos
inicialmente a 200 uM. Os compostos capazes de inibir a protease de ZIKV e mais de 80%,
tiveram seu ICs, determinado, a fim de entender se eram promissores como potenciais agentes
anti-Zika. O protocolo de purificagdo do complexo ZIKV NS2B-NS3™ se mostrou
reprodutivel fornecendo concentragdes enzimaticas satisfatorias. Os ensaios de cinética
enzimatica, por sua vez, apresentaram resultados consistentes quando comparados com a
literatura. Ja os ensaios de atividade pontual revelaram, inicialmente, 7 compostos capazes de
inibir em 80% a atividade proteolitica do complexo ZIKV NS2B-NS3™ in vitro. Os LSPN
921, LSPN 1070, LSPN 1111, LSPN 1112 ¢ LSPN 1121 se mostraram bons inibidores de
ZIKV _NS2B-NS3"™, Entre eles, LSPN 1111 ganha destaque por seu ICs, de 0,4 uM. Tendo
em vista os resultados apresentados, a otimizagdo estrutural destes compostos aqui
identificados podem contribuir para o desenvolvimento de antivirais eficazes contra

flavivirus, representando uma abordagem promissora na busca por novas terapias.



Listas de ilustracoes

Figura 1: Esquema ilustrativo da poliproteina de ZIKV antes e depois do processamento

POS traducional..............occooiiiiiiiii e et e e e enee 10
Figura 2: Conformacdes estruturais do complexo ZIKV_NS2B-NS3™°..................... 12
Figura 3: Representa¢io da estrutura quimica da Chalcona.......................cocoeinne. 13
Figura 4: Representacio da estrutura quimica da Flavona...................c..c.cco 14
Figura 5: Representacio da estrutura quimica da Cumarina................cc.ccoocenennennen. 15

Figura 6: Representacao da estrutura quimica da 4(1H) -

PIFIMIEAINONA. ...ttt et s 15
Figura 7: Representacio da estrutura quimica da Quinazolina..............................c..o.... 16
Figura 8: Representacio da estrutura quimica da Quinoxalina....................c...cooie. 16

Figura 9: Curva de calibracao que relaciona os niveis de emissao de fluorescéncia de

uma amostra com a concentracio de aminometilcumarina................................ 19
Figura 10: Validacdo do processo de purificacdo do complexo ZIKV_NS2B-NS3™...... 21
Figura 11: Grafico de RFU versus tempo de reagao.............c..ccoceeveeniiiiniiniieenicnieeneen 22

Figura 12: Grafico de velocidades iniciais de forma¢ao de AMC versus concentracio de
SUDSEIATO......cooniiiiiiiieiit ettt e ettt e et e et e e et e e st e e e bt e e st e e e e bt e e nabeeeaas 23
Figura 13: Grifico de atividade relativa do complexo ZIKV_NS2B-NS3"™ na presenca
dos diferentes inibidores do conjunto de compostos 1. ...............cccccovvriiiiniiieniieenieee. 24
Figura 14: Grafico de atividade relativa do complexo ZIKV_NS2B-NS3"™ na presenca
dos diferentes inibidores do conjunto de compostos 2................ccoocieiriiiiniiiiniieinieeee, 25
Figura 15: Graficos de atividade relativa do complexo ZIKV_NS2B-NS3*™ na presenca
dos compostos LSPN 903, LSPN 921, LSPN 923, LSPN 1070, LSPN 1111, LSPN 1112 e

LSPN 1121 versus o logaritmo de suas respectivas concentragoes...................ccceeeuvveeennne 26



1. INTRODUCAO

1.1. O virus Zika: historico e distribuicio geografica

O virus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez a partir do soro sanguineo de um
macaco Rhesus sentinela que servia a estudos de vigilancia da Febre Amarela na Floresta
Zika, localizada em Uganda, no ano de 1947 (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). O
primeiro registro de infec¢do humana por ZIKV foi feito na Nigéria em 1952
(MACNAMARA, 1954), e em 1969 o ZIKV foi isolado a partir de Aedes aegypti na Malasia,
estabelecendo o primeiro registro do virus no continente asiatico (MARCHETTE; GARCIA;
RUDNICK, 1969).

Casos de infec¢dao por ZIKV ocorreram de forma esporadica e deslocalizada, tendo-se
confirmados 14 casos em quase 60 anos apds o primeiro isolamento do virus. O primeiro
grande surto registrado ocorreu em 2007 na Micronésia, mais precisamente na Ilha Yap. Cerca
de 8 mil pessoas foram infectadas, o que correspondia, na €poca, a quase trés quartos da
populagdo local (DUFFY et al., 2009). Pequenos surtos ocorreram em diversos paises da
Africa e Asia até 2013, quando uma epidemia mais alarmante ocorreu na Polinésia Francesa
com cerca de 183 mil individuos infectados, o que correspondia & mais de dois tercos da
populacdo entre 2013 e 2014 (CAO-LORMEAU et al., 2014).

O ZIKV passou a circular no Brasil em meados de 2015. Acredita-se que o fluxo
intenso de pessoas que visitaram o pais em virtude da Copa do Mundo de 2014 tenha trazido
consigo o virus. Em junho do mesmo ano foi confirmada a transmissao autoctone da doenca
em territorio nacional (ZANLUCA et al, 2015). O Brasil foi o primeiro dos paises
Americanos a ser acometido pela epidemia de ZIKV, com mais de 1 milhdo de casos suspeitos
entre maio de 2015 e janeiro de 2016 (HENNESSEY; FISCHER; STAPLES, 2016).

Ainda que a situagdo pareca ter sido controlada, com queda substancial no numero de
infecg¢des registradas de 2017 em diante, a presenga do ZIKV foi confirmada em quase uma
centena de paises até 2019, o que mostra que a possibilidade de uma nova pandemia ¢ latente

(PIELNAA et al., 2020).



1.2. A Febre Zika

1.2.1. Transmissao, sintomatologia e possiveis complicacoes

A transmissdo do virus Zika ocorre, em seu ciclo urbano, mais frequentemente de
maneira horizontal, através da picada de um inseto vetor, geralmente mosquitos do género
Aedes, em especial o Aedes aegypti, conhecido por transmitir também outros virus de
importancia sanitaria e epidemioldgica como o da Dengue e da Febre Amarela
(SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). Ja foi relatado ainda que a transmissao
pode ocorrer através do contato sexual (XIE et al., 2016), de forma vertical ou congénita, na
qual a mae transmite o virus para o feto durante a vida intrauterina (MLAKAR et al., 2016),
por transfusdes e pelo contato com fluidos corporais contaminados (BIERLAIRE et al., 2017,
LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015).

Os sintomas mais comuns da Febre Zika sdo aqueles caracteristicos de arboviroses
como dores de cabeca e nas articulagdes e febre. De maneira geral, ndo existem maiores
complicacOes para pessoas adultas e a infeccdo frequentemente ocorre de forma assintomatica
(LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015; SHEHU et al., 2018). E relatado, no entanto, que quando a
infec¢do ocorre durante a gravidez, existe o risco de evolucdo deste quadro, que pode resultar
em malformagdes neuroldgicas no feto, como a microcefalia (MARTINES et al., 2016;
MLAKAR et al., 2016). Além disso, malformagdes oculares no feto (MASMEJAN et al.,
2020) e abortos espontaneos (SHEHU et al., 2018) também ja foram descritos. Em adultos
com o sistema de defesa comprometido e propensdo a comprometimento neuroldgico, a

sindrome de Guillain-Barré ¢ uma possivel complicagdo (CAO-LORMEAU et al., 2016).

1.2.2. Diagnostico e tratamento

Atualmente, basicamente dois tipos de diagndstico estdo disponiveis para a deteccao do
virus Zika, o teste sorologico e o molecular. O primeiro enfrenta maiores dificuldades e esta
sujeito a maior imprecisdo, uma vez que interagdes sorologicas cruzadas com anticorpos
produzidos em infec¢des por outros flavivirus, inclusive de infec¢des passadas, podem ocorrer
e resultar em falsos positivos. O diagndstico molecular, baseado em transcrigdao reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT - PCR) se mostra mais preciso, pois sao
desenhados iniciadores (primers) altamente especificos para o RNA viral. No entanto, os

titulos virais permanecem altos nos fluidos corporais por pouco tempo, em média, cerca de 4
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a 5 dias apos o inicio da infec¢do, embora na urina seja detectavel por mais tempo, entre 7 e
14 dias, o que torna o exame a partir da urina fortemente recomendado (LANDRY; ST
GEORGE, 2017).

O diagnostico da Febre Zika ¢ dificultado por caracteristicas intrinsecas do virus e da
doenca. Entre elas, a semelhanca na manifestacdo clinica que apresenta com outras
arboviroses e o tempo que o virus permanece detectavel no organismo sdo as principais. As
limitacdes impostas ao diagnostico preciso e eficiente somadas ao alto indice de infecgdes
assintomaticas, que dificultam a suspeita do paciente em relacao a doenga, torna impraticavel
dimensionar de forma adequada a distribui¢ao do virus, o que contribui para que ele se
perpetue silenciosamente (LANDRY; ST GEORGE, 2017). Em busca de solucionar este
problema, PEREIRA et al. (2024) projetaram e expressaram trés proteinas multiepitopas de
ZIKV, a saber, ZIKV-1, ZIKV-2 e ZIKV-3 e utilizaram-as em testes de ELISA para o
diagnostico diferencial do virus Zika. Especialmente ZIKV-1 e ZIKV-2 demonstraram
resultados promissores, apresentando sensibilidade de 81,6% e 95% e especificidade de 97%
e 96%, respectivamente, em soro humano com a presenca de anticorpos anti-DENV. Estes
resultados evidenciam o poder de anticorpos multiepitopos contra igG do virus Zika, no
diagnostico diferencial de infec¢des por ZIKV mesmo em casos de coinfecc¢ao por diferentes
flavivirus.

Atualmente, ndo existem tratamentos especificos para a Febre Zika ou vacinas
disponiveis contra o virus (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK, 2020). Assim, as medidas
profilaticas sdo limitadas ao controle da exposi¢do da populacdo aos artropodes vetores
(CORBEL et al., 2016). Considerando o contexto de um mundo globalizado, a possibilidade
de uma nova pandemia ¢ sempre iminente, motivo pelo qual a busca por tratamentos eficazes

permanece urgente (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK, 2020).

1.3. Biologia estrutural do ZIKV

O ZIKV ¢ um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, que
possui relagdo filogenética bastante intima com outros arbovirus como o virus da Dengue,
virus da Febre Amarela, e o virus do Nilo Ocidental (HADDOW et al., 2012).Trata-se de um
virus envelopado e esferoidal, cujo genoma ¢ composto de acido ribonucleico fita simples e
sentido positivo (+ssRNA) de cerca de 11 kb organizadas em uma longa, e Unica, regido

codificante denominada quadro aberto de leitura (ORF - Open Reading Frame) (WIKAN;
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SMITH, 2016). A regiao codificante ¢ flanqueada por duas regides ndo traduzidas (UTRs),
uma na extremidade 5’-fosfato (5°-UTR) e outra na extremidade 3’-OH (3’-UTR) (KUNO;
CHANG, 2007).

A ORF do ZIKV, a semelhanca do que ocorre com a ORF de outros flavivirus, ¢
traduzida em uma poliproteina precursora inativa de 3419 residuos de aminoacidos (aa) que,
depois de clivada por agdo de proteases, tanto virais quanto do hospedeiro, d4 origem a dez
proteinas, sendo trés delas estruturais: capsideo (C), precursora de membrana (prM) e
envelope (E); e sete ndo estruturais (NSs): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(Figura 1) (KUNO; CHANG, 2007; WIKAN; SMITH, 2016). As proteinas ndo estruturais
estdo envolvidas nos processos de replicagdo viral e evasdo da resposta imunologica do
hospedeiro, enquanto as proteinas estruturais se organizam para formar a particula viral
(BRIANT et al., 2014; XIE et al., 2016), além de serem responsaveis pelos processos de
adesdo e invasao celular (LINDENBACH; RICE, 2003).

Clivagem A Protease NS3
proteolitica

v

N OO0 B o O] e B B 0 ETEE-C

I r Im -
Proteinas estruturais Proteininas ndo estruturais

Figura 1: Esquema ilustrativo da poliproteina de ZIKYV antes e depois do processamento pos-traducional.
O retangulo em ciano representa a NS3, onde se localiza o dominio protease, € as setas em ciano € apontam para
seus sitios de clivagem da poliproteina. Os demais sitios de clivagem representados pelas jungdes entres as
diferentes proteinas sdo alvos de peptidases de sinal ¢ outras proteases do hospedeiro. Fonte: Desenvolvido pelo
autor em BioRender.com.

1.4. Complexo ZIKV_NS2B-NS3"

A proteina NS3 de ZIKV ¢ uma proteina multifuncional formada por 617 residuos de
aa e por dois dominios proteicos. O dominio N-terminal de 150 residuos de aa
(ZIKV_NS3Protease - 7IKV NS3™ ) exibe atividade de protease, enquanto o dominio

C-terminal de 143 residuos de aa (ZIKV_NS3eliese - 7KV NS3H!) apresenta atividades de
10



abertura de dupla fita de RNA. Além dessas duas fung¢des principais, NS3 apresenta ainda
atividade de NTPase ¢ RNA trifosfatase (SHIRYAEV et al., 2023b). O dominio NS3"™ ¢
proteoliticamente inativo por si so, e fica a dependéncia da interagdo covalente com a regiao
hidrofilica da proteina NS2B para dar origem ao complexo heterodimérico
ZIKV NS2B-NS3™™, este ultimo, altamente ativo (LEI et al., 2016).

ZIKV_NS2B-NS3™ ¢ uma serino-protease que possui uma triade catalitica tipica
(His51-Asp75-Serl135) e permanece ancorada internamente a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) da célula hospedeira por uma regido hidrofébica de NS2B formada por
48 residuos de aa (LEI et al., 2016). O papel crucial de ZIKV NS2B-NS3"™ no
processamento da poliproteina precursora, torna-a essencial para a propagagdo viral e evasao
da resposta imune inata do hospedeiro e, consequentemente, um dos alvos mais frequentes em
estudos de busca por inibidores que possam ser utilizados no desenvolvimento de terapias
anti-Zika (SHIRYAEYV et al., 2023).

ZIKV_NS2B-NS3"™ apresenta um acentuado dinamismo estrutural, que se manifesta
em suas trés conformacdes possiveis - Figura 2 - (SHIRYAEYV et al., 2023). Na conformagao
fechada, NS2B envolve o dominio NS3Pro exibindo sua forma ativa. Ja na conformacao
aberta, NS2B se liga apenas a uma pequena por¢do proxima do sitio ativo, o que resulta em
inatividade proteolitica (PHOO et al., 2018). A estrutura cristalina desta conformacao ainda
ndo foi relatada, mas recentemente pode ser modelada a patir das proteases do virus da
dengue e do virus do Nilo Ocidental (SHIRYAEV et al., 2023). Na conformagao superaberta,
o complexo proteico experimenta uma dissociagdo maior entre NS2B e NS3Pro, que afeta
mais fortemente o dobramento geral da protease (SHIRYAEV et al., 2023).

A partir destes estudos, os autores propuseram um mecanismo de funcionamento no
qual a alteracdo entre as conformacdes aberta e superaberta ¢ responsavel por ligar e expulsar
RNA viral do sitio catalitico de NS3"¢' (SHIRYAEYV et al., 2023). ZIKV NS2B-NS3™ possui
dois sitios alostéricos sendo que o primeiro, composto de 5 residuos de aminoacidos, ¢
permanente (PDB ID 7M1V), enquanto o segundo, composto de 9 aminoacidos (PDB ID
5Z0B), existe apenas transitoriamente e surge a partir das alteracdes conformacionais do

complexo (PHOO et al., 2018).
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Figura 2: Conformacdes estruturais do complexo ZIKV_NS2B-NS3*™. (A) O sitio ativo de NS3™™ aponta
para baixo. As cadeias laterais carregadas positivamente sdo de cor azul e os residuos carregados negativamente
sdo vermelhos e, em verde, um substrato peptidico modelado com base na estrutura resolvida do complexo
WNV_NS2B-NS3™ + Aprotinina. Fonte: (SHIRYAEV et al., 2023). (B) Rotagdo de 180° da posi¢do da proteina
em (A).

1.5. Estratégias de inibic3o e inibidores do complexo ZIKV_NS2B-NS3*

Algumas caracteristicas intrinsecas da protease do virus Zika dificultam o desenho e
restringem o leque de compostos ja estudados enquanto potenciais inibidores competitivos
para esta enzima. Entre estas caracteristicas, se destacam a flexibilidade estrutural e a
existéncia de cargas negativas - Figura 2 - no sitio ativo desta proteina (BLISNICK;
FOULON; BONNET, 2017; LI; KANG, 2021; NUNES et al., 2022). Para que um composto
possa acessar e se ligar ao sitio ativo do complexo proteico € necessdrio que existam
interagdes hidrofilicas e eletrostaticas, no entanto compostos com essas caracteristicas sao
frequentemente associados a baixa permeabilidade de membrana, o que se torna um problema
para que esses compostos ganhem o interior celular (BEHNAM et al., 2015), dessa forma,
inibidores nado-competitivos t€ém se mostrado mais atraentes para o desenvolvimento de
terapias anti-Zika (SHIRYAEYV et al., 2023).

A busca por inibidores do complexo ZIKV NS2B-NS3™ tem sido conduzida através
de abordagens diversas. Triagem de alto rendimento, desenho de moléculas baseado na

estrutura e utilizando métodos computacionais e busca de medicamentos baseada em
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fragmentos de moléculas identificados em seus sitios especificos sdo algumas delas (LI;
KANG, 2021; NUNES et al., 2022; SANTOS et al., 2023).

Nos ultimos 15 anos, uma série de estudos in vitro revelaram e caracterizam pelo
menos 18 potenciais inibidores da protease do virus Zika com valores de ICs, variando entre
0,2 a 158 uM, entre os quais a maioria sao inibidores ndo-competitivos (SHIRYAEV et al.,
2023). No entanto, ainda ndo ha relato de qualquer composto que tenha avangado para a fase
de testes clinicos (SANTOS et al., 2023), o que reafirma a urgéncia da busca por compostos

que sejam eficazes contra o virus Zika.

1.6. Chalconas, Flavonas, Cumarinas, pirimidinonas, Pirroquinazolinas e

Quinoxalinonas

As Chalconas (Figura 3) sdo compostos pertencentes a classe dos flavonoides,
caracterizadas pela estrutura que consiste em um sistema de dois anéis aromaticos conectados
por uma cadeia de trés carbonos insaturados (formula geral CisHi2:0). Esta configuragao
estrutural dota as chalconas de propriedades eletrofilicas significativas, permitindo-lhes
participar de diversas reagdes quimicas e interagcdes moleculares (GURMEET et al., 2018).
Entre as chalconas mais estudadas estd a 4,2'-dihidroxichalcona, isolada de véarias espécies
vegetais, incluindo o género Himalayan, que é conhecida por suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias (SILVA et al., 2020). O interesse em chalconas vem crescendo nas tltimas
décadas devido as suas potencialidades farmacoldgicas, bem como sua aplicagdo em sistemas

de liberag¢do controlada de farmacos (KUMAR et al., 2019).

]

Figura 3: Representagdo da estrutura quimica da Chalcona. A Chalcona ¢ caracterizada por dois anéis
aromaticos unidos por cadeia de trés carbonos insaturados. Fonte: Desenvolvido pelo autor em
https://www.rcsb.org/chemical-sketch.

As Flavonas (Figura 4) sao compostos que pertencem a classe dos flavonoides e sao

caracterizadas por um esqueleto de 15 carbonos, que consiste em um anel aromdtico e uma

13



estrutura C6-C3-C6, que inclui um anel cromanico substituido e uma cetona. Essa
configuracdo quimica confere as flavonas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias
notaveis, além de permitir interagdes com varias biomoléculas, como proteinas e acidos
nucleicos (KARODIN et al., 2021). A flavona mais estudada, a luteolina, encontrada em
diversas plantas como a Origanum majorana e Citrus limon, tem sido isolada e utilizada em
pesquisas devido as suas potencialidades terapéuticas, incluindo atividade anticancerigena e
neuroprotetora (LOPEZ-ALONSO et al., 2022). O crescente interesse em flavonas se deve,
em grande parte, aos seus diversos efeitos bioldgicos e a possibilidade de aplicacdo em

fitoterapia (GARCIA et al., 2020).

Figura 4: Representacio da estrutura quimica da Flavona. Dois anéis aromaticos se conectam por um anel
pirano, com uma cetona na posicao 4. Fonte: Desenvolvido pelo autor em https://www.rcsb.org/chemical-sketch.

As Cumarinas (Figura 5) pertencem a familia de benzopirona e sua estrutura é
constituida por um anel benzeno e um anel a-pirona. Estes anéis fundidos apresentam riqueza
de elétrons e de transporte de cargas, que ddo a esse composto a capacidade acentuada de
interagir com outras moléculas (MATOS et al., 2015). A primeira Cumarina a ser descrita
(2H-1-benzopiran-2-ona) foi encontrada na fava tonka, cientificamente conhecida como
Dipteryx odorata, pertencente a familia das Fabaceas, e isolada ha mais de 200 anos

(STEFANACHI et al., 2018).

X

Figura 5: Representa¢ao da estrutura quimica da Cumarina. Mais a esquerda, um anel aromatico fundido a
um anel o-pirona, a direita, contendo uma lactona. Fonte: Desenvolvido pelo autor em
https://www.rcsb.org/chemical-sketch.
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Os derivados da Cumarina sdao formados a partir de substituigdes no nucleo
cumarinico e sdo amplamente distribuidas como metabdlitos secundarios em plantas,
bactérias e fungos, com mais de 1.300 cumarinas descobertas. Entre as plantas, a cumarina ja
foi encontrada em cerca de 150 espécies estando presente em, pelo menos, 30 familias como
Rutaceae, Oleaceae e Apiaceae (SHARIFI-RAD et al., 2021; VENUGOPALA; RASHMI,
ODHAY, 2013). As Cumarinas fornecem bons esqueletos moleculares para a quimica médica
como fruto de sua versatilidade quimica, que resulta em uma gama de propriedades biologicas
(GONCALVES et al., 2020; SIERRA et al.,, 2021), algumas delas sdo: antibacteriana,
antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e antiviral (SIERRA et al., 2021).

As pirimidinonas (Figura 6) sdo compostos heterociclicos que contém um anel de
pirimidina substituido por uma cetona, caracterizando-se pela presenca de um grupo funcional
carbonila. Essa estrutura confere as pirimidinonas propriedades quimicas unicas, incluindo a
capacidade de atuar como agentes quelantes de metais e como intermediarios em reagdes
organicas (JARDIM et al., 2019). Uma das pirimidinonas mais estudadas ¢ a 2-piridinona, que
tem sido isolada de varias fontes naturais, além de ser sintetizada em laboratério, e €
reconhecida por suas atividades biologicas, como propriedades antimicrobianas e antitumorais
(VERONEZI et al., 2020). O interesse nas pirimidinonas tem crescido devido as suas

possiveis aplicagdes em farmacologia e em materiais funcionais (GONCALVES et al., 2021).

/:N

HN O

Figura 6: Representacio da estrutura quimica da 4(1H) - pirimidinona . Um anel de seis membros contendo
dois atomos de nitrogénio nas posigdes 1 e 3. Apresenta uma carbonila (C=0) na posicdo 4. Fonte: Desenvolvido
pelo autor em https://www.rcsb.org/chemical-sketch.

As pirroloquinazolinas (Figura 7) sdo uma classe de compostos heterociclicos,
apresentando uma configuracdo que envolve um anel pirrol e um anel quinazolina. Essa
formagdo estrutural confere as pirroquinazolinas propriedades farmacoldgicas interessantes,
destacando-se por suas atividades antitumorais e antimicrobianas (SOARES et al., 2019). A
primeira pirroquinazolina a ser relatada, a 4,5-dihidropirroquinazolina, foi isolada a partir de

extratos vegetais e tem sido estudada por suas diversas aplicagdes médicas, incluindo a
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inibicdo de enzimas relevantes em processos patoldgicos (OLIVEIRA et al., 2020). O
crescente interesse em compostos dessa classe se deve ndo apenas as suas propriedades
bioldgicas, mas também ao potencial de modificagdo estrutural para otimiza¢do de suas

atividades terapéuticas (LIMA et al., 2021).

Figura 7: Representacido da estrutura quimica da Quinazolina. Um anel benzénico se funde com um anel
pirimidinico. Possui dois atomos de nitrogénio nas posigdes 1 ¢ 3 do sistema aromatico. Fonte: Desenvolvido
pelo autor em https://www.rcsb.org/chemical-sketch.

As quinoxalinas (Figura 8) sdo compostos pertencentes a uma classe de heterociclos
que possuem uma estrutura distintiva composta por um nucleo de quinoxalina, caracterizado
por dois anéis aromaticos interligados por nitrogénio e carbono (féormula geral CsHsN-O). Esta
configuracdo estrutural confere as quinoxalinas uma variedade de propriedades quimicas e
bioldgicas, tornando-as relevantes em diversas areas da pesquisa (KIM et al., 2018). Entre as
quinoxalinas mais objeto de estudo estd a 2-(2-hidroxiphenyl)-4-thiazole quinoxalina, extraida
de varias fontes naturais, que demonstrou atividades antimicrobianas e antitumorais
promissoras (ALMEIDA et al., 2021). O interesse por quinoxalinas tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas, ndo s6 devido ao seu potencial farmacoldgico, mas
também por sua aplicacdo em novas terapias ¢ como agentes de contraste em técnicas de

imagem (SHARMA et al., 2020).

Figura 8: Representacdo da estrutura quimica da Quinoxalina. heterociclico biciclico formado pela fusdo de
um anel aromatico com um anel pirazinico. Apresenta dois atomos de nitrogénio nas posi¢des 1 ¢ 4 do anel
pirazina. Fonte: Desenvolvido pelo autor em https://www.rcsb.org/chemical-sketch.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial inibitério dois conjuntos de

inibidores constituidos por Chalconas, Flavonas, Cumarinas, Pirimidinonas, Pirroquinazolinas

¢ Quinoxalinonas contra o complexo enzimatico ZIKV_NS2B-NS3™,

2.2. Objetivos especificos

L.
II.

I1I.
IV.

VL
VIL

Expressar e purificar o complexo ZIKV_ NS2B-NS3"™,

Avaliar a concentragdo adequada de proteina para ensaios de atividade, caracterizacdo
cinética e inibi¢ao enzimatica.

Avaliar os pardmetros cinéticos K, V. € K¢, do complexo ZIKV  NS2B-NS3™°,
Avaliar a existéncia e os niveis de inibi¢do do complexo ZIKV_NS2B-NS3" na
presenga de 71 compostos, divididos em dois conjuntos para teste subdivididos nas
classes: Chalconas, Flavonas, Cumarinas, Pirimidinonas, Pirroquinazolinas e
Quinoxalinonas .

Determinar o ICy, dos compostos que se mostraram efetivos na inibi¢do do complexo
ZIKV NS2B-NS3°,

Determinar o mecanismo de inibicao.

Avaliar os compostos ativos frente modelos celulares.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Clonagem expressio e purifica¢io do complexo ZIKV_NS2B-NS3°

O gene gZiPro que codifica a  ZIKV NS2B-NS3™ ¢ZiPro foi previamente
amplificado a partir de gene sintético e clonado pela Dra. Nathalya Cristina de Moraes Roso
Mesquita (LIMA et al., 2021). O gene gZiPro se diferencia do gene selvagem apenas pela
exclusdo de sequéncias codificadoras de regides hidrofobicas de NS2B (residuos de a.a. 1-44
e 97-130) e inser¢do do linker G4SG4. A proteina ZIKV NS2B-NS3™ ¢ZiPro foi, entdo,
expressa e purificada, de acordo com protocolo estabelecido por (LIMA et al., 2021). De
maneira resumida, o gene ZIKV_NS2B-NS3™ gZiPro foi clonado em pETSUMO-1a/LIC e
expresso em células de Escherichia coli (E. coli) Rosetta (DE3) induzidas com 0,5 mM de
IPTG a 18 °C por 16 h. Apos centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em tampao
contendo Tris, NaCl, Imidazol e Glicerol, e purificadas em quatro etapas: cromatografia em
coluna HisTrap, clivagem da cauda de hexahistidina (6His-SUMO) com TEV protease,
remo¢do da cauda de hexahistidina em HisTrap inversa e cromatografia de exclusdo por

tamanho em coluna Superdex 75 10/300 GL.

3.2. Avaliacio da concentracio enzimatica ideal para ensaios de atividade

Para determinar a concentra¢do enzimatica ideal a ser usada nos ensaios subsequentes,
foi realizada uma dilui¢ao seriada da proteina em tampao de reagdao (Tris 20 mM, pH 8,5,
Triton-X 100 0,01 % e 10% de Glicerol) de 1000 nM a 0,98 nM em placas de 96 pogos. A
cada pogo foi adicionado 30 uM de substrato Benzoil-Nle-Lys-Arg-Arg-Aminometilcumarina
(Bz-nKRR-AMC), Nle trata-se de um analogo sintético da leucina, a L-norleucina,
comumente usado em sintese de peptideos.

Os niveis de fluorescéncia em unidades arbitrarias (RFU) resultante da liberagcdo de
AMC ap6s clivagem do substrato (A excitacdo = 380 nm, A emissdo = 460 nm) foram
monitorados em leitor de placas SpectraMax Gemini EM Microplate Reader, por um total de
30 minutos, com medidas a cada 1 minuto, em temperatura de 37 °C. O ensaio foi realizado
em duplicata técnica e bioldgica e um controle negativo foi utilizado para monitorar o sinal de
fundo. Para melhor visualiza¢do e analise dos dados, graficos foram plotados com o auxilio

do software GraphPad Prism 10.
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3.3. Caracterizag¢io cinética do complexo ZIKV_NS2B-NS3*"

Os pardmetros cinéticos K, V. € K. do complexo ZIKV NS2B-NS3™ foram
determinados por meio de ensaios enzimaticos em diluicdo seriada do substrato
(Bz-nKRR-AMC) de 300 a 0,29 uM em tampao de reacdo (Tris 20 mM, pH 8.5, 0,01 % de
Triton X 100 e 10% de glicerol). Os niveis de fluorescéncia resultante da liberagdo de AMC
apos clivagem do substrato (A excitagdo = 380 nm, A emissdo = 460 nm) foram monitorados a
cada minuto, por um total de 30 minutos e temperatura de 37 °C em leitor de placas
SpectraMax Gemini EM Microplate Reader.

Os valores de RFU foram convertidos em atividade enzimatica através de uma curva
padrao (Figura 9), que relaciona os niveis de fluorescéncia da amostra com a concentragao de
substrato. O ensaio foi realizado em duplicata duplicata técnica e bioldgica e um controle
negativo foi utilizado para monitorar o sinal de fundo. Para melhor visualizacdo e analise dos

dados, graficos foram plotados com o auxilio do software GraphPad Prism 10.
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Figura 9: Curva de calibracio que relaciona os niveis de emissao de fluorescéncia de uma amostra com a
concentracio de aminometilcumarina. Grafico construido a partir da diluigdo seriada de aminometilcumarina
e da fluorescéncia detectada para cada concentragdo, a tabela abaixo do grafico mostra os valores obtidos para a
equacdo resultante do ajuste linear. Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software GraphPad Prism 10.
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3.4. Triagem de compostos

3.4.1. Inibi¢iio da Atividade pontual do complexo ZIKV_NS2B-NS3*™

Os compostos testados neste trabalho foram selecionados a partir de dois conjuntos de
compostos de alunos da Prof* Dra. Arlene Gongalves Corréa, do Laboratorio de Sintese de
Produtos Naturais (LSPN). Esses dois conjuntos eram constituidos de compostos derivados de
Chalconas, Flavonas, Cumarinas, Pirimidinonas e Pirroloquinazolinas (Anexo A).

Para a avaliacdo do potencial inibitorio dos compostos, 5 pL. de enzima foi adicionado
a 84 uL de tampao de reagdo (Tris 20 mM, pH 8,5, Triton X 100 0,01 % e 10% de glicerol)
para concentracdo final de 8 nM. 1 pl de cada composto diluidos previamente a 20 mM em
100% de DMSO foi adicionado a mistura para concentracdo final de 200 uM (exceto os
compostos LSPN886 e LSPN1078, que estavam a 10 mM e ficaram a 100 pM), seguido de
um periodo de 30 minutos de incubacdo a 8 °C. Apos esse periodo, 10 pl de substrato
(Bz-nKRR-AMC) (A excitagao = 380 nm, A emissao = 460 nm) a 300 uM foi adicionado para
o inicio da reacgao.

Os niveis de fluorescéncia, a quantidade de ensaios e a analise de resultados foram

realizados como descrito anteriormente na se¢ao 3.2.

3.4.2. Determinacio do ICs, dos compostos frente o complexo ZIKV_ NS2B-NS3*

Para determinar o ICs, dos compostos que exibiram atividade inibitdria significativa
no ensaio anterior, foram realizados ensaios de concentragao-resposta para cada um, a partir
de diluigoes seriadas deles.

Para isso, a enzima foi diluida em tampao de reacdo (Tris 20 mM, pH 8,5, Triton X
100 0,01 % e 10% de Glicerol) para a concentracao final de 8 nM, seguido da adi¢ao de 1 pl
de uma dilui¢do seriada de 10 pontos de composto iniciando a 20 mM em 100% de DMSO.
A mistura foi incubada por 30 minutos a 8 °C, tempo necessdrio para que a interacao
enzima-composto acontecesse. Apds esse periodo, 10 pl de substrato (Bz-nKRR-AMC) (A
excitagdo = 380 nm, A emissdao =460 nm) a 300 uM foi adicionado para iniciar a reagao.

Os niveis de fluorescéncia, a quantidade de ensaios e a andlise de resultados foram

realizados como descrito anteriormente na se¢ao 3.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Purificacdo do complexo ZIKV_ NS2B-NS3*

De acordo com o protocolo de purificagdo descrito na metodologia, realizamos
inicialmente uma etapa de afinidade, seguida por didlise e clivagem com a TEV protease, e,
por fim, uma segunda etapa de afinidade para remover a cauda de hexahistidina. Apds essas
fases, realizamos uma andlise de pureza da proteina utilizando um gel de SDS-PAGE 12,5%
(Figura 10A). Com a amostra validada, finalizamos a purificagdo do complexo proteico por
cromatografia de exclusdo molecular por tamanho. O pico principal obtido no cromatograma
e assinalado em azul (Figura 10B) foi coletado e analisado novamente por SDS-PAGE 12,5%
(Figura 10C) mostrando que obtivemos a proteina em quantidade e grau de pureza para

realizacdo dos ensaios a seguir.
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Figura 10: Valida¢io do processo de purificacio do complexo ZIKV_NS2B-NS3*, (A) Gel de SDS-PAGE
12,5 %. Em C1, marcador de massa molecular; em C2, amostra coletada apds primeira purificagdo por
afinidade; em C3, amostra coletada ap6s dialise e clivagem com TEV; em C4, amostra coletada apos purificagdo
por afinidade reversa e em C5, amostra coletada apos eluigdo com 100% de tampdo com alta concentragdo de
imidazol da purificagdo por afinidade reversa. (B) Cromatograma da amostra representada em C4(A)
analisada durante o processo de gel filtracio por tamanho molecular. O pico de absorbancia (eixo y) que se
desenvolve entre 65 e 80 ml (eixo X) flagra o momento em que a proteina alvo passa a ser eluida. (C) Gel SDS -
PAGE 12,5 %. Em M, marcador de massa molecular. De 1 a 6, corrida das fragdes coletadas do pico majoritario
durante a etapa de gel filtracao por tamanho. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2. Determinacao da concentra¢ao enzimatica 6tima para ensaios de atividade

Apds a realizagdo do ensaio de atividade enzimatica conforme descrito na se¢do 3.2.,

foram plotados os dados de RFU versus tempo (Figura 11). Neste ensaio, buscou-se
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encontrar uma faixa de concentra¢des para a qual um bom sinal de fluorescéncia fosse obtido
e que, simultaneamente, ndo atingisse a fase de platd muito rapidamente. As concentragdes
para as quais suas respectivas curvas atingiram o limite de deteccdo foram descartadas pois

nao oferecem informagdes valiosas para este estudo.
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Figura 11: Curva de atividade enzimatica para o complexo ZIKV_NS2B-NS3™, Grafico construido a partir
de RFU versus tempo de reagio para a dilui¢do seriada do complexo ZIKV_NS2B-NS3™. Fonte: Elaborado pelo
autor com auxilio do software GraphPad Prism 10.

A partir dessa triagem, foi escolhida a concentracdo de 8 nM, que oferece um bom
sinal de fluorescéncia sem estourar o limite de detec¢ao, além de uma boa parte da faixa linear
de reacdo - estado estacionario da reagdo - para calcularmos a velocidade inicial de cada
reacdo, o que ¢ fundamental para a determinagdo dos pardmetros cinéticos mais tarde.
Quaisquer faixas em torno dessa concentragao podem ser utilizadas sem prejudicar ou causar
a perda de informacdo neste ensaio e nos subsequentes. As barras de erros foram tragadas com

base na divergéncia entre os resultados obtidos para as duplicatas.

4.3. Caracterizac¢io cinética do complexo ZIKV_NS2B-NS3

A fim de determinar os parametros sintéticos K, V.., € K., do complexo enzimatico
ZIKV_NS2B NS3™™ um grafico auxiliar, ndo apresentado aqui, foi elaborado a partir dos
pontos experimentais obtidos at¢ o minuto 10 (faixa linear de reacdo em todas as
concentragdes de substrato).

Neste grafico, podemos interpretar o coeficiente angular da regido linear da curva de
fluorescéncia (RFU) versus tempo de reagdo (minutos), como sendo a velocidade inicial de
reacdo do complexo enzimatico tendo (Bz-nKRR-AMC) como substrato. Apos determinar as

velocidades iniciais para cada concentracao de substrato de 300 a 0,29 uM, e utilizando uma
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curva padrio de fluorescéncia de AMC, um grafico das velocidades iniciais (V, AMC uM.S™)
versus concentra¢do de substrato (uM) foi plotado (Figura 12). A partir do grafico e com o

auxilio do software GraphPad Prism 10, K, e V , foram determinados.

0.015-

=== \lodelo de Michaelis-Menten (R? = 0.93). === Modelo de Michaelis-Menten com
- inibicso pelo substrato (R? = 0.97).

)
o
=)
—
=)
1

"

Vo AMC (uM.S™

T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

[Bz-nKRR-AMC] (uM)

Figura 12: Curvas de cinética enzimitica segundo o modelo de Michaelis-Menten para o complexo
ZIKV_NS2B-NS3P°, O grafico foi construido a partir das velocidades iniciais de formagdo de AMC versus
concentragdo de substrato para a diluigdo seriada de Bz-nKRR-AMC. O modelo utilizado para a construgdo da
curva em preto ndao considera a inibi¢do pelo substrato, o modelo utilizado na construgdo da curva em ciano o
faz. Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software GraphPad Prism 10.

Ao seguir o modelo cinético de Michaelis-Menten, comportamento usual da maioria
das enzimas, a curva obtida ndo apresentou monotonia até atingir a fase de plato,
apresentando declinio em torno dos 150 puM, além de um ajuste ruim da curva aos dados
experimentais a partir dessa regido.

Constatou-se, dessa forma, que se tratava de um complexo enzimatico que apresenta
inibicdo pelo substrato quando este ultimo estd presente em altas concentragdes, em
consonancia com o que ¢ descrito na literatura. Foi, portanto, construida uma segunda curva a
partir de um modelo cinético que considera essa inibi¢do, que resultou em melhor ajuste dos
dados e sugere que este segundo modelo descreve melhor o comportamento e o

relacionamento do complexo enzimatico e do substrato aqui estudados.
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Para o primeiro modelo usado, os parametros determinados foram K,, = 13 £ 5,4 uM;
Vi = 0,010 £ 0,0010 uM.s™ e K, = 1,3 .s™. Ja para o modelo de inibigdo pelo substrato
foram, K, = 31 + 15 uM; V,;,, = 0,016 £ 0,0050 uM.s"' e K, = 2,1 .s7".
4.4. Triagem de compostos

4.4.1 Atividade pontual

Para analisar o potencial inibitoério dos conjuntos de compostos e a significancia desta
inibicao, foram realizados os ensaios de atividade pontual relatados na se¢do 3.3.1. Os dados
obtidos foram plotados em graficos para cada conjunto, comparando-se a atividade do
complexo ZIKV_NS2B-NS3" na presenga de cada inibidor com o controle negativo de
inibi¢do - auséncia do inibidor e 1 % DMSO - e o controle positivo de inibi¢do - auséncia de
proteina. Foram considerados significativamente efetivos aqueles que se igualaram ou
superaram os 80 % de inibi¢do da atividade proteolitica do complexo enzimatico sobre o
substrato (Bz-nKRR-AMC).

Foram construidos graficos de barras para representar os niveis de atividade relativa
(%) do complexo ZIKV NS2B-NS3"° na presenca de cada composto do conjunto 1 (Figura
13) e do conjunto 2 (Figura 14). Os compostos que exibiram atividade inibitoria superior a

80% foram selecionados para determinacgao do ICs,.
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Figura 13: Grafico de atividade relativa do complexo ZIKV_NS2B-NS3*™ na presenca de 200 pM dos
diferentes inibidores do conjunto 1 . Os niveis de atividade foram normalizados a partir da média obtida para
as réplicas do controle negativo de inibi¢do (sem inibidor). A linha em ciano representa o corte de 20% de
atividade. Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software GraphPad Prism 10.
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Figura 14: Grifico de atividade relativa do complexo ZIKV_NS2B-/NS3"° na presenca de 200 pM dos
diferentes inibidores do conjunto 2 (exceto pelos compostos LSPN886 e LSPN1078, a 100 pM). Os niveis de
atividade foram normalizados a partir da média obtida para as réplicas do controle negativo de inibi¢do (sem
inibidor). A linha em ciano representa o corte de 20% de atividade e as barras em verde ddo énfase aos
compostos que apresentaram mais de 80% de inibigdo. Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software
GraphPad Prism 10.

Nenhum composto do conjunto 1 apresentou niveis satisfatorios de inibi¢dao na faixa
de concentragdes adotada. Entre os compostos do conjunto 2, foram inicialmente selecionados
7 compostos (LSPN903, LSPN921, LSPN923, LSPN1070, LSPNI1111, LSPNIII2 e
LSPN1121), cujos niveis de atividade somados ao erro resultante da divergéncia entre as
duplicatas ndo excederam os 20 %.

Durante 0 monitoramento da atividade proteolitica de ZIKV_NS2B-NS3"™, notou-se
que as curvas de RFU geradas para as reacdes que continham os compostos LSPN278,
LSPN906, LSPNO11, LSPN920, LSPN926, LSPN1066, LSPN1067, LSPN1068, LSPN1079 e
LSPN1122, omitidos na Figura 14, apresentavam altos niveis de fluorescéncia imediatamente
ap6s o inicio da reagdo. Este fato sugere que tais compostos apresentam fluorescéncia
intrinseca e, dada a natureza da metodologia aqui utilizada para o monitoramento da atividade
enzimadtica, nada pode-se dizer a respeito do potencial inibitério destes compostos, uma vez
que a fluorescéncia emitida por um composto qualquer e aquela proveniente do produto

fluorescente da reagao proteolitica (AMC), sdo indistinguiveis.

4.4.2. Determinaciao do ICs,

O ICs, dos compostos selecionados foi determinado como descrito na se¢do 3.2.2. e
seus valores podem ser vistos junto as curvas de concentragdo-resposta construidas através
dos dados experimentais de atividade relativa versus o logaritmo da concentracdo de cada
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inibidor (Figura 15). A partir da analise do ICs,, cada um destes compostos se mostrou
promissor, visto que sdo capazes de inibir 50% da atividade do complexo ZIKV

NS2B-NS3P™® em baixissimas concentragdes.

Concentracéo resposta LSPN 903 Concentracdo resposta LSPN 921 Concentracio resposta LSPN 923
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Figura 15: Curvas de concentracio resposta do complexo ZIKV_NS2B-NS3"™ na presenc¢a dos compostos
LSPN903, LSPN921, LSPN923, LSPN1070, LSPN1111, LSPN1112 e LSPN1121. Os graficos foram
construidos a partir da atividade relativa do complexo versus o logaritmo da concentragdo de cada composto. Os
niveis de atividade foram normalizados a partir da média obtida para as réplicas do controle positivo (sem
inibidor). Os valores de ICs, foram calculados e sdo evidenciados em cada grafico. As barras de erro foram
geradas a partir da divergéncia entre as duplicatas. Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software
GraphPad Prism 10.

No entanto, as curvas obtidas para os compostos LSPN903 e LSPN923 mostram
pontos abaixo do 0 no eixo y, o que significaria niveis negativos de atividade enzimatica, o
que ¢ inconcebivel. Uma possivel explicagdo para este ocorrido ¢ de que, para tais compostos,
a reagdo produzia sinais de fluorescéncia ligeiramente altos imediatamente apds o inicio do
monitoramento de modo que a inclinagdo da curva nesta regido perdeu sua linearidade

caracteristica, inviabilizando uma analise consistente do ICs,. Portanto, parece ser prudente
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desconsiderar as informagdes coletadas a respeito dos compostos LSPN903 e LSPN923 at¢
que novos testes sejam realizados e, preferencialmente, otimizados.

Embora ndo se possa tirar, ainda, quaisquer conclusdes a respeito dos compostos
LSPN903 e LSPNO923, os compostos LSPN921, LSPN1070, LSPN1111 e LSPN1112 que
fazem parte de uma série de compostos da classe cumarinas (Anexo A) € o composto
LSPN1121 (Anexo A), que faz parte da classe de pirimidinonas se mostraram inibidores
efetivos do complexo ZIKV-NS2B NS3™ in vitro, com ICss, variando entre 0,4 ¢ 7 pM.
Entretanto, o composto LSPN1121 deve passar por novos testes, uma vez que 0S erros
associados sdo muito grandes, por vezes sendo maior que a propria média, o que traz muita
incerteza para qualquer afirmacao sobre este composto.

Cumarinas e Pirimidinonas sdo classes quimicas que tém sido amplamente estudadas
como potenciais inibidores de proteases virais devido a sua capacidade de interagir com os
sitios ativos dessas enzimas, interferindo na replicacao viral.

As Cumarinas, compostos derivados do benzopirona, demonstram atividade antiviral
ao modular processos enzimaticos essenciais, incluindo a inibicdo de proteases como a
protease semelhante a 3-quimotripsina (3CLpro) e a Main-protease ( M-pro - protease
principal do SARS-CoV-2), presentes em diversos virus, incluindo coronavirus e enterovirus
(KUMAR et al., 2021). Essa classe de compostos também tém mostrado um potencial
significativo como agentes antivirais contra flavivirus, como o virus da dengue (DENV), o
virus Zika (ZIKV) e o virus da febre amarela (YFV), atuando por diversos mecanismos,
incluindo a inibi¢ao de proteases virais, como a NS2B-NS3, e a interferéncia na replicacao do
RNA viral (BAILLY et al., 2020). Nao o bastante, as cumarinas sintéticas e naturais podem
modular vias inflamatdrias e oxidativas, reduzindo o estresse celular induzido pela infec¢ao
viral, o que as torna promissoras para o desenvolvimento de novas terapias antivirais
(FERREIRA et al., 2021).

As pirimidinonas, que contém o anel pirimidinico modificado, também exibem
potencial inibitdrio significativo, sendo exploradas como candidatos para o desenvolvimento
de antivirais direcionados a virus como o HIV ¢ o SARS-CoV-2, devido a sua capacidade de
ligacdo competitiva com proteases virais (Zhou et al., 2022). Assim, esses compostos tém
emergido como potenciais inibidores de proteases virais em flavivirus como DENV, ZIKV,
YFV, entre outros. Demonstram alta afinidade por serino-proteases essenciais a replicagao
viral de Flavivirus (Li et al.,, 2021). De acordo com dados literarios, derivados de

pirimidinona podem atuar como inibidores competitivos, bloqueando a clivagem proteolitica
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necessaria para a maturacao viral e, consequentemente, reduzindo a carga viral nas células
hospedeiras (Wang et al., 2022).

Dessa forma, a otimizacdo estrutural dessas classes de compostos aqui identificadas
podem contribuir para o desenvolvimento de antivirais eficazes contra flavivirus,

representando uma abordagem promissora na busca por novas terapias.
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5. CONCLUSOES

O protocolo de purificagdo do complexo ZIKV NS2B-NS3™, discutido nas se¢des
3.1. e 4.1., se mostrou reprodutivel fornecendo quantidade e pureza de proteina satisfatorias.
Os ensaios de cinética enzimatica, por sua vez, apresentaram resultados consistentes quando
comparados com a literatura.

Os ensaios de atividade pontual revelaram, inicialmente, 7 compostos pertencentes ao
conjunto de compostos 2 capazes de inibir em 80% a atividade proteolitica do complexo
ZIKV — NS2B/NS3"™ in vitro.

Embora os compostos LSPN 903 e LSPN 923 necessitem de reavaliacdo de suas
curvas de concentragdo-resposta, LSPN 921, LSPN 1070, LSPN 1111, LSPN 1112 e LSPN
1121 se mostraram bons inibidores de ZIKV — NS2B/NS3", entre os quais se destaca LSPN
1111 por seu ICsy de 0,4 uM. Os ensaios para a determinacdo do mecanismo de inibi¢ao
destes compostos frente a protease do virus Zika ainda ndo foram realizados e sdo parte

fundamental da continuidade deste trabalho.

6. PERSPECTIVAS

Os compostos LSPN 921, LSPN 1070, LSPN 1111, LSPN 1112 e LSPN 1121,
merecem continuar em testes devido ao potencial inibitorio promissor determinado neste
trabalho. Estes testes envolvem, inicialmente, o estudo da estabilidade térmica da proteina em
suas presengas e tipo de inibi¢do que promovem sobre a protease de ZIKV através de ensaio
de mecanismo de inibi¢do enzimdtica. Os compostos LSPN 904, LSPN 926 ¢ LSPN 1062,
demonstraram niveis de inibi¢cao que se aproxima de 80%, portanto € interessante que seu ICs,
seja também determinado.

Posteriormente, se forem estaveis em faixas adequadas de temperatura, devem ser
submetidos a ensaios baseados em células através de replicons sub gendmicos, para que sua
interagdo com outros componentes celulares e virais sejam estudados. Tendo as estruturas
destes compostos em maos, planejamos realizar determinacao estrutural para estudo da
interagdo desses compostos ao complexo enzimatico, computacional ou cristalograficamente.
Nao o bastante, com a classe de compostos derivados de cumarinas podemos realizar um
estudo de Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) para proposi¢ao de

desenvolvimento de melhoria dos compostos identificados nesta série.
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ANEXO A:

Estruturas dos compostos disponibilizadas pela Prof.* Dra. Arlene Gongalves Corréa, do

Laboratoério de Sintese de Produtos Naturais (LSPN).
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