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RESUMO

Aproximadamente trés bilhdes de pessoas vivem em regidoes com risco de infecgdo por Dengue virus
(DENV), Zika virus (ZIKV) e Yellow fever virus (YFV). Além dos casos graves de dengue, Zika exibe
complicagdes como sindromes congénitas em fetos. Ademais, surtos de febre amarela ocorreram no
Brasil em 2017, mesmo havendo vacina contra este virus. Até o0 momento ndo ha farmacos antivirais
aprovados para o tratamento dessas doencas, ressaltando a necessidade de estratégias para se obter novas
moléculas com atividade antiviral. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, empregando
estratégias in silico e in vitro, a atividade antiviral de substancias em DENV, ZIKV e YFV, tendo como
alvo a protease viral (NS3pro). Estruturas tridimensionais de compostos peptideomiméticos inibidores
de protease de DENV-3 foram empregadas para a geracdo de modelos da relacdo quantitativa entre a
estrutura quimica e a atividade biologica por holograma (HQSAR) e de acoplamento molecular
(docking). Paralelamente, foram preditos sitios de ligacao e Aotspots de ligagdo das proteases alvo (PDB:
3UI1I e 5YOF) utilizando programas FTSite, FTMap e AutoGrid. Esses resultados foram utilizados na
constru¢do de um modelo farmacoforico para triagem virtual. Propriedades fisico-quimicas, presenca
de fragmentos estruturais e caracteristicas de interagdes com o alvo molecular (farmacoforo) foram
delimitadas na triagem. Foi realizada dindmica molecular dos hits virtuais, bem como predi¢des de
toxicidade e atividade biologica, selecionando oito substancias para aquisi¢do. A validacdo da atividade
bioldgica foi corroborada empregando o teste colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), determinando as concentragdes citotoxicas (CCso), concentragdes efetivas
(CEsp) e indices de seletividade (IS). A atividade antiviral também foi avaliada por ensaios de placas de
lise, efeito de pré-tratamento e de atividade virucida das substancias. Inicialmente, modelos de HQSAR
foram construidos e validados, sendo um modelo 6timo (g = 0.675 e r* = 0.873) selecionado utilizando
mapas de contribui¢do dos fragmentos moleculares. Na estrutura da protease foi delimitada a triade
catalitica, ligantes, sitios e subsitios, sendo utilizados na constru¢do de um modelo farmacoforico
baseado no mapeamento, interpretagdo do modelo de HQSAR e interagdes observadas em estudos
prévios de docking. Uma triagem virtual de aproximadamente 7.600.000 compostos foi conduzida em
diversas etapas (farmacoforo, docking e dinamica molecular), identificando oito potenciais inibidores
da protease de DENV-3 (dois farmacos e seis moléculas sintéticas sob investigacdo). Na dindmica
molecular foram observadas interacdes estaveis no sitio alvo, complementadas por predi¢des de
atividade (5/8) e toxicidade favoraveis (8/8). Dentre as substincias, uma foi ativa em ZIKV (CEso =
11,86 £ 0,43 uM; IS = 1,42), quatro em YFV (CEso=4,79 £ 0,17 a 24,15+ 1,15 pM; IS = 1,97 a 3,74),
duas em DENV-2 (CEso=4,21 £0,14 ¢ 9,51 £ 0,12 uM; IS =2,26 ¢ 3,16) ¢ uma em DENV-3 (CEso =
37,51 £ 0,8 uM; IS = 2,85). Nos ensaios de placa, as substancias 136 e 128 reduziram cercade 1 a 1,5
logio do titulo viral (UFP/mL) de ZIKV, YFV e DENV-2. As substancias 136 ¢ 140 também reduziram
cerca de 1 logio do titulo viral de YFV nos ensaios de pré-tratamento. Posteriormente, ensaios de inibi¢ao
enzimatica serdo realizados para confirmagdo do alvo planejado neste trabalho.

Palavras-chave: Atividade antiviral. Dinamica molecular. Docking. Flavivirus. HQSAR. NS3pro.



ABSTRACT

Approximately three billion people live in regions at risk of infection by the dengue virus (DENV), Zika
virus (ZIKV) and yellow fever virus (YFV). In addition to severe cases of dengue, Zika presents
complications such as congenital syndromes in fetuses. Yellow fever outbreaks also happened in Brazil
in 2017, even with a vaccine available against it. Currently, there are no licensed antivirals for the
treatment of these diseases, emphasizing the need for strategies to obtain new bioactive molecules with
antiviral activity. The objective of this work was to evaluate, through in vitro and in silico strategies, the
antiviral activity of substances against DENV, ZIKV and YFV, targeting the viral protease (NS3pro).
Three-dimensional structures of peptidomimetic compounds inhibiting DENV-3 protease were used to
generate models of the quantitative relationship between chemical structure and biological activity by
holograms (HQSAR) and molecular docking. Binding sites and hotspots of protein structures (PDB:
3UI1I and 5YOF) were detected using the FTSite, FTMap and AutoGrid programs. These results were
used to the construction of a pharmacophoric model for virtual screening. Physical and chemical
properties, presence molecular fragments and interactions with the molecular target (pharmacophore)
were defined in the screening. Eight compounds were selected after molecular dynamics, as well as
predictions of toxicity and biological activity. Biological activity was confirmed by the colorimetric
assay of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), in order to obtain the
cytotoxic (CCso) and effective (ECso) concentrations, as well as selectivity indixes (SI). The antiviral
activity was also evaluated by plaque reduction, pre-treatment and virucide activity assays. Initially,
HQSAR models were built and validated, with an optimal model (g = 0.675 and 1> = 0.873) selected
using chemical contribution maps of molecular fragments. The catalytic triad, ligands and biding sites
pointed at the structures were used to build a pharmacophoric model based on mapping, interpretation
of the HQSAR model and interactions observed in previous fitting studies. A virtual screening of
approximately 7,600,000 compounds was conducted in several stages (pharmacophore, docking and
molecular dynamics), identifying eight potential inhibitors to the DENV-3 protease (two drugs and six
synthetic molecules under investigation). Molecular dynamics simulations showed stable interactions at
the target sites, and were complemented by favorable biological activity (5/8) and toxicity (8/8)
predictions. Among the substances, one was active against ZIKV (ECso = 11.86 £ 0.43 pM; IS = 1.42),
four against YFV (ECso = 4.79 + 0.17 to 24.15 £ 1.15 uM; IS = 1.97 to 3.74), two against DENV- 2
(ECs0=4.21 £0.14 and 9.51 £ 0.12 uM; 2.26 and 3.16) and one against DENV-3 (ECso = 37.51 + 0.8
uM; IS = 2.85). In plaque reduction assays, substances 136 and 128 reduced about 1.0 to 1.5 log;o of the
viral titer (PFU/mL) of ZIKV, YFV and DENV-2. Substances 136 and 140 also reduced about 1.0 logio
of YFV titer in pre-treatment assays. As a perspective, enzyme inhibition assays will be carried out in

order to confirm the molecular target predicted in this work.

Keywords: Antiviral activity. Docking. Flavivirus. HQSAR. Molecular dynamics. NS3.
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1. INTRODUCAO

1.1 Arboviroses

Diversas espécies de virus apresentam importancia ambiental, veterindria e humana de
saude publica no cendrio mundial, em particular aqueles classificados como arbovirus (do
inglés, arthropod-borne viruses), transmitidos por vetores artropodes. A circulagdo destes virus
na natureza ocorre pela transmissao de artropodes hematdfagos, como carrapatos e
principalmente mosquitos, a exemplo dos géneros Culex e Aedes, com destaque para duas
espécies, A. aegypti e A. albopictus ( WEAVER; BARRETT, 2004; PATTERSON; SAMMON;
GARG, 2016a).

O termo arboviroses ¢ abrangente, compreendendo e classificando virus de diferentes
familias, como Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (KUNO;
CHANG, 2005). Dentre estas, na familia Flaviviridae se destacam diversos géneros de
importancia veterinaria ¢ humana, a exemplo do género Flavivirus (Tabela 1). Embora a
maioria das infecgdes tenha carater assintomatico ou sintomatologia inespecifica (semelhante a
uma gripe ou resfriado), muitas dessas espécies sdo patdogenos que denotam relevancia clinica,
especialmente em humanos, podendo causar diversas doengas graves. Neste ambito, a dengue,
por exemplo, pode desenvolver casos como febres hemorragicas e evoluir ao choque sistémico,
além de acometimentos neuroldgicos como as encefalites, podendo ocasionar a morte dos

individuos (WEAVER; BARRETT, 2004; GROSSI-SOYSTER et al., 2017).

Tabela 1. Espécies de arbovirus de maior importancia clinica da familia Flaviviridae e do género

Flavivirus: manifestaces clinicas comuns, hospedeiros e vetores.

Virus Manifestacoes clinicas Hospedeiros Vetores
. Primatas ndo humanos Aedes aegypti
Dengue virus Febre, sindrome hemorragica ;
& ’ & (PNH) e humanos Aedes albopictus
Japanese encephalitis virus Febre, encefalite Aves, suinos e humanos Culex spp.

West Nile virus

Febre, encefalite

Aves e humanos

Culex quinquefasciatus

Saint Louis encephalitis virus

Encefalite

Aves e humanos

Culex spp.

Yellow Fever virus

Febre, encefalite

PNH e humanos

Aedes, Sabethes e
Haemagogus spp.

Zika virus

Febre, sindromes congénitas
e Guillain-Barré

PNH e humanos

Aedes aegypti
Aedes albopictus

Fonte: WEAVER; BARRET, 2004 ¢ GROSSI-SOYSTER et al., 2017 (adaptado).
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1.1.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae compreende virus envelopados com cerca de 40 a 60 nm de
diametro, com um genoma de RNA fita simples e polaridade positiva, contendo
aproximadamente 9.000 a 13.000 bases (Tabela 2). Até o presente momento, de acordo com o
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (do inglés, International Conmitee on Taxonomy
of Viruses; ICTV), a familia Flaviviridae compreende 89 espécies responsaveis por causar
diversas doengas em aves e mamiferos, afetando especificamente os seres humanos, podendo

ocasionar a morte desses individuos (SIMMONDS et al., 2017).

Tabela 2. Caracteristicas de virus da familia Flaviviridae

Caracteristica Descriciao
Protétipo 17D (X03700), espécie Yellow fever virus (YFV), género Flavivirus.
Virus Envelopados, 40-60 nm com um tnico nucleocapsideo (exceto género Pegivirus)
e duas ou trés glicoproteinas de envelope.
Genoma RNA fita simples de polaridade positiva (ssRNA+), com cerca de 9 a 13 kb.
T Citoplasmatica, em vesiculas de membranas do reticulo endoplasmatico (RE).
Multiplicagao , , ~ ;
Brotamento no limen do reticulo e secrecdo transportada por vesiculas.
~ Diretamente do RNA gendmico, via estrutura cap tipo 1 (Flavivirus) ou sitio de
Tradugao . . .. . .
entrada ribossomal interno (IRES; Hepacivirus, Pegivirus ¢ Pestivirus).
. Mamiferos e aves. Sdo classificados como arbovirus a maioria das espécies do
Hospedeiros . -
género Flavivirus.
Taxonomia Quatro géneros compreendendo 89 espécies.

Fonte: ICTV, Virus Taxonomy, 10th Report, 2017, revised 2019 (adaptado).
1.1.1.1 Taxonomia

A familia Flaviviridae € constituida por quatro géneros: Hepacivirus (do grego hepar
e/ou hepatos, “figado”), da qual pertence o virus da Hepatite C (HCV); Pegivirus (Pe,
“persistente” e g “Hepatite G”), que infectam diversos mamiferos; Pestivirus (do latim pestis,
“praga”), que infectam porcos e ruminantes, como os virus causadores da febre suina e diarreia
bovina; além do género Flavivirus (do latim flavus, “amarelo™), que abrange patogenos
humanos de grande importancia clinica, como Dengue virus (DENV), Yellow fever virus (YFV)
e Zika virus (ZIKV) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; SIMMONDS et al.,
2017).
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Os membros dessa familia se diferem quanto a sua antigenicidade, embora reagdes
cruzadas na sorologia possam ocorrer entre espécies de um mesmo género. Nesse sentido,
sequéncias de dominios conservados na RNA polimerase dependente de RNA (do inglés, RNA-
dependent RNA polymerase — RdRp) sdo utilizadas para agrupar os membros da familia dentre

os quatro géneros (SIMMONDS et al. 2017).

1.1.2 O género Flavivirus

O género Flavivirus compreende 53 espécies (embora existam algumas espécies
relacionadas ao género, mas ainda ndo classificadas), sendo a maioria transmitida por
artropodes, nos quais os virus se multiplicam de forma ativa. O género também pode ser
classificado contendo trés grandes grupos: (i) virus transmitidos por mosquitos como DENV,
Japanese encephalitis virus (JEV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV), West Nile virus
(WNV), YFV e ZIKV; (ii) virus transmitidos por carrapatos, como o Tick-borne encephalitis
virus (TBEV); e (iii) virus sem vetor artrépode ainda conhecido, por exemplo, Tamana bat
virus (TABV), transmitido entre roedores e morcegos. Usualmente, mamiferos ¢ aves sdo os
hospedeiros primdrios, acometidos por infec¢des assintomadticas até febres hemorragicas e
acometimentos neurologicos. Nesse cenario, podem acarretar em prejuizos econdmicos e
veterinarios, em razao da infec¢cdo em animais domésticos e de criacio (MUKHOPADHYAY

KUHN; ROSSMANN, 2005; SIMMONDS et al., 2017).
1.1.2.1 Ciclo de multiplicaciao

Assim como outros virus de RNA de polaridade positiva, o ciclo de multiplicagdo dos
flavivirus ocorre no citoplasma das células do hospedeiro. As particulas virais se adsorvem a
receptores na superficie celular por interagdo da proteina do envelope ao chegarem no tecido
do hospedeiro, sendo internalizadas por endocitose mediada por clatrina. No pH acido do
endossomo ocorre um rearranjo conformacional do dimero da proteina E, fusionando o
envelope viral com a membrana do endossomo, permitindo o desnudamento da particula e
liberacdo do RNA para o citoplasma. A replicacdo do genoma ocorre associada a membranas
celulares, sendo traduzido a uma unica poliproteina associada ao reticulo endoplasmatico.
Proximas a sua por¢ao N-terminal se encontram codificadas as trés proteinas estruturais do
capsideo, membrana e envelope, enquanto as proteinas ndo estruturais se dispdem no restante
do polipeptideo, em que se localizam a protease, helicase e a RNA polimerase

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; NEUFELDT et al., 2018).
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Logo apds a clivagem da poliproteina por proteases virais e celulares (furinas e
secretases) ocorre a montagem da particula e matura¢ao do virus, com rearranjo e glicosilagao
da proteina do envelope e clivagem da proteina de membrana. A formacao do envelope lipidico
acontece por brotamento de membranas intracelulares e as particulas sdo transportadas por
vesiculas citoplasmaticas nas vias secretorias da célula antes de serem liberadas pelo processo
de exocitose, na qual também ¢ possivel a liberagdo de RNA infeccioso via exossomos (Figura

1) (RAMAKRISHNAIAH et al., 2013; FERNANDEZ-SANLES et al., 2017).
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. . Particula
Partievlas Nio g
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infecciosas :
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T =
@' . C)@ @ Virus maduro
Complexo
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hospedsinn
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o o] =221 W% @ Trans-
X ] gty O
acidificagio ? =
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Figura 1. Ciclo de multiplicacio do género Flavivirius. Particulas virais maduras e parcialmente maduras sao
infecciosas (1), podendo se ligar a um grupo de receptores celulares, aderindo a célula do hospedeiro (2). Ocorre
a internalizag@o dos virus por endocitose mediada por clatrina (3), seguido da fusdo da vesicula formada com o
endossomo, engatilhada no baixo pH, promovendo o desnudamento da particula e liberacdo do genoma para o
citoplasma (4). O RNA ¢ traduzido a uma poliproteina que € processada por proteases virais e celulares do
hospedeiro (5). Proteinas ndo estruturais do virus realizam a replicagdo do genoma (6) e, em seguida, o RNA
recém-sintetizado encapsidado pela proteina estrutural do capsideo, formando um nucleocapsideo (7). A
montagem (8) da particula ocorre na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), sendo envolvido pela membrana

do RE e glicoproteinas para formagdo de particulas imaturas. As particulas virais imaturas sdo transportadas
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através da via secretora da célula e, no pH baixo da rede trans-Golgi (TGN) ocorre a clivagem de prM mediada

por furina, liberando a particula viral madura para o citoplasma (9). Fonte: (SCREATON et al., 2015) (adaptado).

1.1.2.2 Estrutura da particula e genoma dos flavivirus

Os virus do género Flavivirus apresentam estrutura esférica com aproximadamente 50
nm de didmetro, de simetria icosaédrica e sdo distinguiveis entre a particula madura, que
apresenta as proteinas M e E associadas a membrana; e a imatura, que contém a proteina
precursora prM, que ¢ clivada durante a maturacao (Figura 2). A proteina dimérica do envelope
(E) por sua vez, é orientada paralelamente & membrana, ndo formando as projecdes

caracteristicas (espiculas) comuns a outros virus (LI et al., 2008).

Dentre as trés proteinas estruturais presentes no virus (C de 11 kDa, E apresentando 50
kDa e M com 8 kDa na particula madura, enquanto 26 kDa da prM nas particulas imaturas), a
proteina E (envelope) ¢ responsavel pela interagdo da particula viral ao receptor celular. Logo
apods penetragdo na célula via endocitose, a fusdo de membranas no endossomo ¢ dependente
da acidificagdo nesse processo, permitindo a liberacdo do RNA viral e replicagdo do genoma

(LINDENBACH; RICE, 2003; MURRAY; JONES; RICE, 2008).

Figura 2. Representacdo de particula viral do género Flavivirus. Modelo de reconstrugdo tridimensional da
particula de um isolado de DENV. No corte transversal estdo indicados, por setas, o dimero da proteina de envelope
(verde), a proteina de membrana (azul) e a proteina do capsideo (vermelha) envolvendo o genoma viral (preta).
Logo ao lado se representa a organiza¢do dos dimeros da proteina E na superficie do envelope viral. Fonte:

ViralZone, 2016 (adaptado).

O genoma dos flavivirus € composto por uma fita simples de RNA (ssRNA) de
polaridade positiva, com aproximadamente 9 a 11 kb. A por¢do terminal 5’ do genoma ainda
apresenta uma estrutura cap do tipo I (m-7GpppAmp), no qual as amidinas sdo seguidas por

guaninas, enquanto a por¢ao terminal 3’ ndo possui uma cauda poli-A. O genoma dos virus
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maduros ¢ constituido de uma fita simples de RNA de polaridade positiva, que funciona como
molde para replicagdo do genoma e RNAm para a sintese da uma unica poliproteina por meio
de uma janela aberta de leitura (ORF), flanqueada por regides ndo traduzidas (do inglés,
untranslated region — UTR), que contém sequéncias conservadas do genoma viral (HEINZ;

STIASNY, 2012; LEONEL et al., 2018).

Posteriormente, a poliproteina traduzida ¢é clivada por proteases do hospedeiro ou do
virus (NS2B-NS3) em trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete proteinas ndo estruturais,
NSI1 (46 kDa), NS2A (22 kDa), NS2B (14 kDa), NS3 (70 kDa), NS4A (16 kDa) e NS4B (27
kDa) e NS5 (103 kDa), sendo estas essenciais para a multiplicagdo viral (Figura 3)
(LINDENBACH; RICE, 2003; ALESHIN et al., 2007; LEONEL et al., 2018). As proteinas
estruturais sdo codificadas na por¢cdo N-terminal do genoma, enquanto as proteinas nao
estruturais estdo diretamente envolvidas na replicagdo do RNA associadas as membranas
intracelulares, ndo sendo detectdveis na particula viral (MURRAY; JONES; RICE, 2008;
TAKAHASHI et al., 2012).

Proteinas estraboras Paodeinas miio es tabarais

Helicase

Mordazemda
Feplicashs

Figura 3. Organiza¢io do genoma viral e proteinas traduzidas conforme modelo em virus do género
Flavivirus. Acima: genoma de Dengue virus (DENV). As tesouras indicam a regido de clivagem da poliproteina
por proteases celulares, enquanto as setas indicam a clivagem pela protease viral e a seta vertical sinaliza a regido
de clivagem pela furina. Abaixo: estruturas das proteinas estruturais e ndo estruturais em contato com a bicamada

lipidica ap6s clivagem. Fonte: NEUFELDT, et al. 2018 (adaptado).
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1.1.2.2.1 Proteinas estruturais

A proteina do capsideo (C), com cerca de 11 kDa, ¢ a primeira a ser traduzida. Esta
possui uma cauda terminal hidrofébica com aproximadamente 27% de aa de lisina e arginina,
conferindo-a um carater alcalino e permitindo sua interagao com o RNA viral. Ela é responsavel
pela encapsidacao do genoma, na qual multiplas copias da proteina interagem com o material
genético, resultando na formag¢do de um nucleocapsideo de formato esférico e
aproximadamente 30 nm de didmetro (LINDENBACH; RICE, 2003). A proteina precursora da
proteina de membrana (prM), por sua vez, ¢ uma glicoproteina de aproximadamente 26 kDa
traduzida apds sinalizacdo promovida pela cauda terminal da proteina C. Apos sofrer uma
clivagem proteolitica, a prM dara origem a proteina M, que atuard como uma chaperona da
proteina do envelope (E), ou seja, evitard dobramentos incorretos na conformagdo desta
proteina. Dessa forma, a proteina M ¢é capaz de impedir rearranjos da proteina E durante a

montagem e liberacdo dos virions (LI et al., 2008; SIMMONDS et al., 2017).

Finalmente, a proteina do envelope (E), uma glicoproteina de superficie com cerca de
54 kDa participa de diversas fungdes importantes, incluindo a montagem da particula e ligagao
ao receptor celular. Embora apresente cerca de 40% de identidade entre os flavivirus, a
quantidade de aminodcidos glicosados em sua estrutura nao € conservada entre as diferentes
amostras de um mesmo virus. Ainda, por¢des da proteina E na superficie da particula sdo
capazes de modular a especificidade ou interacdo ao receptor, fatores que permitem uma
diferenciagdo antigénica entre espécies, além de subdividir os flavivirus em diversos complexos
antigénicos. Por exemplo, os sorocomplexos de JEV, SLEV e WNV apresentam antigenos
imunologicamente distintos de virus como DENV ou YFV (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005; SIMMONDS et al., 2017). Além disso, a proteina E ¢ o principal alvo de
anticorpos neutralizantes, que atuam no bloqueio da infec¢do inibindo a interagdo ao receptor,

o processo de endocitose ou fusdo das membranas no endossomo (HEINZ; STIASNY, 2012).
1.1.2.2.2 Proteinas nfio estruturais

A proteina ndo estrutural 1 (do inglés, non-structural 1 — NS1) contém
aproximadamente 46 kDa e pode ser encontrada em trés formas: disposta na superficie da
célula, em associagdo com a célula do hospedeiro ou na matriz extracelular. A forma
intracelular ¢ localizada em sitios de sintese do RNA, e tem uma participa¢do importante na
replicacdo do genoma (LINDENBACH; RICE, 2003; MURRAY; JONES; RICE, 2008). Esta

proteina ¢ secretada por células de mamiferos infectadas, se acumulando em altos niveis no
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sangue e no tecido do hospedeiro, sendo utilizada, por exemplo, no diagndstico de alguns
flavivirus, como dengue e Zika. Além disso, a NS1 também induz uma resposta imune no
hospedeiro, estimulando a produgdo de anticorpos com atividade reativa de fixacdo de
complemento, acarretando na lise de células infectadas. (MURRAY; JONES; RICE, 2008;
HUNSPERGER et al., 2014a; NEUFELDT et al., 2018).

A NS2, por sua vez, ¢ clivada em duas subunidades: NS2A e NS2B. A primeira (22
kDa) apresenta carater hidrofobico e € necessaria na coordenagdo da replicacio do RNA e
auxiliando no empacotamento do genoma. J4 a proteina NS2B (14 kDa), a menor delas, esta
associada a membrana e influencia diretamente na atividade proteolitica, formando um

complexo com a protease NS3, cofator essencial a atividade desta serina-protease (MURRAY;

JONES; RICE, 2008).

Dentre as proteinas nao estruturais, a NS3 (70 kDa), altamente conservada entre os
flavivirus, possui uma caracteristica multifuncional com trés porc¢des distintas e essenciais na
multiplicagdo viral: (1) serina-protease (associada a seu cofator NS2B), atuando na clivagem de
jungoes proteicas entre NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-NS5, permitindo a
liberagdo da RNA polimerase (NS5); (i) helicase, desfazendo a forma intermediaria da cadeia
dupla de RNA durante a replicagdo, liberando as copias do genoma; e (iii)) RNA trifosfatase,
necessaria para adicionar a estrutura cap ao RNA viral replicado, necessaria para o
reconhecimento ribossomal na etapa de traducdo. Estas fungdes refletem sua importancia na
multiplicagdo desses virus, se tornando um potencial e promissor alvo molecular para o
desenvolvimento de inibidores antivirais, devido a sua seletividade e especificidade aos
flavivirus, além da possibilidade de interacdes alostéricas ou no sitio ativo (TAKAHASHI et

al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

A proteina NS4 ¢ clivada em NS4A (16 kDa) e NS4B (27 kDa). Embora sejam pouco
elucidadas as fungdes e interagdes as demais proteinas, ¢ conhecido que a NS4B inibe a resposta
de interferon do tipo I (IFN-1) em células do hospedeiro, além de modular a multiplicagao viral

ao interagir com a proteina NS3 (ZOU et al., 2015).

A proteina NS5, maior (105 kDa) e mais conservada, ¢ a Gltima proteina nao estrutural
codificada na ORF. Esta proteina apresenta uma fun¢do de RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp), bem como funcdo de metiltransferase, essencial no capping do RNA. Além disso,
¢ encontrada de forma abundante no ntcleo de cé€lulas infectadas, supostamente suprimindo a

transcricao de genes importantes na resposta do hospedeiro, como interleucinas (PRYOR et al.,
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2007; CALY; WAGSTAFF; JANS, 2012; SELISKO et al., 2014). Sua atividade enzimatica
também ¢ indispensavel a replicacdo dos flavivirus, bem como alvo de estudos para o
desenvolvimento de farmacos antivirais (PASTORINO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014;
LIM; NOBLE; SHI, 2015). Na Tabela 3 se dispde um resumo das fungdes dessas proteinas.

Tabela 3. Proteinas nio estruturais dos flavivirus

Proteina | Tamanho (kDa) Caracteristica Funcgbes principais

Ancorada ao RE, associada a Envolvida na replicagdo inicial do genoma;

NSI1 46 membrana plasmatica ou NSI ativa o sistema imune promovendo
secretada (sNS1). extravasamento vascular.
Proteina de membrana . o
NS2A 22 . - Envolvida na replicagdo do RNA.
hidrofobica.
NS2B 14 Proteina hidrofobica. Cofator da NS3 (complexo NS2B-NS3).

NS3 70 Prote}na mu1t1funF 1pnal de Protease, helicase e trifosfatase na sintese do RNA.
diversos dominios.

Proteina de membrana

NS4A 16 hidrofobica. Associada a formagdo de vesiculas de replicagdo.
NS4B 27 Proteina hidrofobica. Promove supressao da sinalizagcdo de IFN-1
Maior e mais conservada |Polimerase dependente de RNA e metiltransferase
NS5 105 P . .
proteina ndo estrutural. viral.

Fonte: GUZMAN et al. 2016 (adaptado).

1.1.2.2.3 O complexo da protease NS2B-NS3

A enzima proteolitica NS2B-NS3 ¢ classificada como uma serina-protease, em razao da
presenca de um aminodcido (aa) serina (Ser135) na triade catalitica do sitio ativo da porgao
NS3 da protease. Esta por¢do se apresenta dividida nas subunidades N-terminal (NS3proN) e
C-terminal (NS3proC), em que se encontram os aa da triade, histidinaS1, aspartato75 e
serinal35 (Figura 4). A NS2B, por sua vez, ¢ menor, apresenta caracteristicas hidrofobicas e

atua como cofator essencial a atividade protease (TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016).
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Figura 4. Estrutura tridimensional da protease (NS2B-NS3) de dengue virus. Estrutura representativa em
modelo de cartoon da protease de DENV-3 depositada no banco de dados de proteinas (do inglés, Protein Data
Bank — PDB) sob cédigo 3U1I. Porgdo NS3proN (verde), por¢do NS3proC (oliva), por¢do NS2B (roxo), alca

ligadora (laranja) e triade catalitica composta pelos aminoacidos His51, Asp 75 e Ser135 (ciano).

Dentre os trés aminoacidos (aa) que constituem a triade catalitica, a serina possui um
papel essencial na catalise. A transferéncia de um préton entre a histidina e serina gera um
oxidnion altamente reativo, realizando um ataque nucleofilico no carbono carbonilico da
ligacdo peptidica do substrato. Assim, ocorre a formacao de um intermediario tetraédrico que
sofre rearranjo, liberando o fragmento amino-terminal. Logo apds, por um processo de
hidrolise, a serina libera o fragmento carboxilico e a triade catalitica é regenerada. Sua estrutura
¢ conservada dentre os flavivirus e outros membros da familia Flaviviridae (exceto os
hepacivirus e pestivirus). Portanto, moléculas capazes de interagir com uma ou mais dessas
regides podem ser potenciais inibidores do ciclo de multiplicagdo dos virus (ALESHIN et al.,

2007; TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016).
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nlermediano
tetraedrico

fragmenio peptdco 2

Figura 5. Sequéncia em etapas do mecanismo de acdo da protease NS2B-NS3. Inicialmente, na triade
catalitica, o oxoanion reativo da serina interage com uma carbonila do substrato, gerando um intermediario
tetraédrico e fragmentando, por exemplo, um peptideo (1 a 3). Por seguinte, o produto removido interage com
moléculas de agua no meio, novamente produzindo um intermediario tetraédrico, liberando o segundo fragmento

peptidico (4 a 6). Fonte: TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016 (adaptado).

Neste trabalho serdo abordados trés arbovirus do género Flavivirus: dengue virus
(DENV), yellow fever virus (YFV) e Zika virus (ZIKV). Epidemias, surtos e novas
manifestagdes clinicas exaltam a relevancia dessas espécies, especialmente no Brasil, com os
casos de Zika em 2015 e 2016, surtos de febre amarela em 2017 e 2018, além da persistente
endemia de dengue ao longo das duas ultimas décadas (VASCONCELOS; VASCONCELOS,
2017a; ADACHI et al., 2018; NEUFELDT et al., 2018).

1.1.2.3 Dengue virus (DENYV)

O virus da dengue ¢ causador de uma das mais importantes doencas tropicais no mundo,
com um aumento abrupto de sua incidéncia nas ultimas décadas, associado a expansdo do
mosquito vetor. A ocorréncia abrange regides do mediterraneo, Américas, sudeste da Asia,

regides da Africa e Europa, com as epidemias promovendo um alto custo aos servigos de satde
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e sistemas econdmicos (GUZMAN et al., 2016; SHEPARD et al., 2016). A dengue ¢
considerada pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS; do inglés, World Health Organization
— WHO) a arbovirose mais prevalente e de mais rapida transmissao e disseminagdo mundial,
além de ser endémica em mais de 128 paises, exceto apenas a algumas regides da Europa, norte
da América e Antartica, as quais ndo ha presenca dos mosquitos vetores, especialmente em
razao das condigoes climaticas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009; BRADY et al.,
2012; NEUFELDT et al., 2018).

Estima-se que mais de trés bilhdes de pessoas estdo em areas de risco de infecciao por
DENYV, com uma ocorréncia aproximada de 390 milhdes (Intervalo de Confianga de 95%: 284-
528 milhdes) de infec¢des anuais, sendo 96 milhdes (IC 95%: 67-136 milhdes) de casos
sintomaticos ocorrendo anualmente. Dentre esses, cerca de 2 milhdes sdo casos graves da
doenga, com mais de 20.000 mortes por ano, nimeros denotam um aumento significativo dos
50 milhdes de casos anuais estimados em 2009, além de reforcar a importancia da doenga no

cenario mundial (BRADY et al., 2012; BHATT et al., 2013; STANAWAY et al., 2016).

Esse cenario também se deve a disseminagao dos mosquitos vetores ao redor do mundo,
bem como de sua adaptacdo ao ciclo urbano, além da adapta¢do do virus ao ser humano.
Mosquitos do género Aedes, especialmente o principal vetor 4. aegypti, emergiram ha séculos
de ciclos selvaticos, competindo com demais espécies do género em florestas da Africa e Asia
(GUZMAN et al., 2016). Esta espécie foi introduzida no continente americano nos anos 1600,
juntamente ao trafico de escravos, se disseminando pelo mundo durante o processo de
desenvolvimento industrial e urbano, interligado ao crescimento populacional (SOUTHWOOD

etal., 1972).

A disseminagio mais evidente do 4. aegypti teve inicio no sudeste da Asia, em razdo do
crescimento da regido ap6s a segunda Guerra Mundial, nas décadas de 1970 e 80, especialmente
em razdo das viagens areas, que comecavam a se popularizar no mundo. Ainda, para uma
populacdo difundida mundialmente, alguns fatores como o transporte moderno, comércio
internacional, crescimento populacional em areas urbanas e, ndo menos importante, da
existéncia de quatro sorotipos de DENV, favoreceram a disseminacdo de vetor e do virus

(HALSTEAD, 1992).

A fémea do mosquito 4. aegypti, bem adaptada as regides urbanas, vive intimamente
com seres humanos, em um tempo curto de uma a pouco mais de duas semanas de vida e se

alimentando do sangue do hospedeiro durante o repasto sanguineo. Esse periodo ¢ suficiente
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para se alimentar de individuos infectados, se infectar, permitir a multiplicagdo do virus em seu
tecido, realizar a oviposi¢ao e entdo transmitir os diferentes sorotipos de DENV por nova picada

ou pela transmissao direta para os ovos (Figura 6) (GUZMAN et al., 2016).

‘ Incubacio extrinseca ‘
‘ Infeecio do mosquito |

| Infeccaodo homem ‘

\

Incubacao intrinseca }\

Figura 6. Ciclo de transmissao de dengue em humanos e mosquitos. A fémea do mosquito se infecta apds
realizar o repasto sanguineo de um individuo (ser humano) em estado virémico. O virus infecta primeiramente o
intestino e outras células do mosquito antes de se disseminar para as glandulas salivares (incubagdo extrinseca).
Um tnico mosquito pode entdo infectar diversos individuos. O individuo infectado apresenta sinais ap6os 4 a 7 dias
(incubag@o intrinseca) e, caso ainda em viremia, é capaz de transmitir o virus a outros mosquitos, reiniciando o

ciclo. Fonte: GUZMAN et al. 2016 (adaptado).

Nesse aspecto, algumas caracteristicas como a resposta imune do hospedeiro,
suscetibilidade e permissividade do mosquito a infec¢do pelo virus, bem como sua capacidade
de transmissdo, além dos fatores associados entre sorotipos e gendtipos, como gravidade da
doencga, potencial epidemioldgico e transmissdo pelo vetor, também sdo responsaveis pela
incidéncia de infecgdes (RICO-HESSE, 2003). Uma relacao antigénica entre esses virus os
permite serem classificados em quatro sorotipos (DENV-1 a DENV-4) baseado na similaridade
da proteina do envelope (E), além de diferentes gendtipos, de acordo com diferencas nas
sequéncias nucleotidicas (Tabela 4). As diferencas de nucleotideos no genoma dentre os quatro
sorotipos podem ser de até cerca de 30% e, entre gendtipos de um mesmo sotoripo, cerca de
6% (YAMASHITA et al.,, 2013). Os genotipos possuem diferentes caracteristicas de
transmissao pelo vetor, infec¢ao no hospedeiro humano e de patogénese nestes individuos, além

de apresentarem diferentes distribuicdes geograficas (Figura 7) (RICO-HESSE, 2003).
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Tabela 4. Sorotipos e respectivos genotipos de DENV

Sorotipo Genétipos

DENV-1 L IL IOI, IVe V (5).

DENV-2 Americano, Asiatico I, Asiatico II, Asiatico-Americano, Cosmopolita e Selvatico (6).
DENV-3 L IL 01, IV e V (5).

DENV-4 I, IIA, 1IB, III e Selvatico (5).

Fonte: YAMASHITA et al. 2013 (adaptado).

@ D G V Dengue Genographic Viewer

Figura 7. Distribuicido global de sequéncias de DENV até 2016. Figura representativa da distribui¢do mundial
de sequéncias de dengue virus (DENV) reportadas até o ano de 2016 (Dengue Genographic Viewer®). Sorotipos
de DENV-1 (vermelho), DENV-2 (azul), DENV-3 (amarelo) e DENV-4 (verde) representados em graficos
circulares por pais. Fonte: YAMASHITA et al. 2016 (adaptado).

Essas diferengas de sequéncias entre gendtipos e sorotipos interferem na multiplicagao
e na gravidade da doenga (sinais e sintomatologia clinicos) em uma infecg¢ao. Neste aspecto, de
acordo com a OMS, a dengue pode ser classificada entre: dengue, dengue com sinais de alarme
e dengue grave (Figura 8) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009; GUZMAN et al.,
2016).
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Dengue com ou sem sinais de alarme

Critérios
Paciente que reside ou viajou recentemente para uma area
endémica e apresenta febre e dois dos seguintes sintomas:
Nausea ou vomito, rash, dor, prova do laco positiva,
leucopenia e/ou qualquer sinal de alarme
Demanda confirmacio laboratorial

Sem sinais de alarme Com sinais de alarme
Dor ou tensdo abdominal
Vomito persistente
Acimulo de fluidos
Sangramento de mucosas
Letargia

Hepatomegalia

Aumento do hematocrito
acompanhado de reducdo
plaquetaria

Figura 8. Critérios para classificacao da gravidade de dengue. Critérios da Organizacdo Mundial de Saude
descrevendo sinais e sintomas clinicos para classificagdo e confirmagdo de dengue sem sinais de alarme, dengue

com sinais de alarme e dengue grave. Fonte: WHO, 2009; revisado por GUZMAN et al. 2016 (adaptado).

Esse padrao de triagem almeja predizer e direcionar as condutas clinicas para essas trés
classificagdes possiveis da doenca. Além disso, a dengue ainda pode ser dividida em trés
diferentes fases apds o periodo de incubacdo: aguda ou febril, critica (extravasamento de
plasma) e de convalescéncia, caracterizando seus sinais € manifestagdes clinicas (Tabela 5)

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009; PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016a).
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Tabela 5. Dengue: fases, duracio, sinais clinicos e testes laboratoriais

Fase Incubacio Fase aguda/febril

Tempo 3-14 dias 3-7 dias

Febre presente

doenca (dias)

= Mialgia Sinais
Sintomas Ausentes = Rash cutaneo de

= Petéquias alarme

= Leucopenia podem

=  Sangramentos ocorrer
DENV IgM

Testes -
DENV PCR
Periodo da
L 1 2 | 3 | 4

Fonte: PATTERSON J; SAMMON M e GARG M, 2016 (adaptado).

As infecgdes por DENV estabelecem uma imunidade eficiente e duradoura aquele
sorotipo para toda vida do hospedeiro, prevenindo uma nova infec¢do por este mesmo virus
(homotipica). Entretanto, ainda que ocorra uma reacao cruzada na sorologia para os diferentes
sorotipos de DENV, uma exposicao e resposta a um sorotipo ndo ira conferir prote¢ao contra
outro sorotipo (heterotipica). Os casos de dengue grave, por exemplo, podem estar mais
associados a uma segunda exposi¢ao heterotipica, sendo sugerida a hipdtese do fendomeno
denominado exacerbagdo dependente de anticorpos (do inglés, Antibody Dependent
Enhancement — ADE). Nesta hipdtese, um segundo sorotipo de dengue poderia utilizar
anticorpos anti-DENV para facilitar sua penetragdo em macrofagos, acelerando o processo de
multiplicagdo viral e, possivelmente, culminando em uma exacerbacao inflamatoria e do quadro

clinico (VAN DER SCHAAR; WILSCHUT; SMIT, 2009; MIDGLEY et al., 2011).

Discussdes acerca dessa hipotese também atribuem casos de dengue grave a uma
resposta heterotipica linfocitaria (T CD8+), durante uma infec¢do secundaria por DENV. Essa
resposta mediada por células T é considerada insuficiente, diferente de respostas primdrias, em
que ocorre uma maior producdo de citocinas e atividade citotoxica. Curiosamente, esse
fendmeno ainda nao foi observado em outros virus do género, ainda que co-circulantes, como

ZIKV (ROTHMAN, 2011; RASMUSSEN et al., 2018).
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1.1.2.4 Zika virus (ZIKV)

O virus Zika foi isolado pela primeira vez em 1947, a partir de um macaco sentinela da
reserva florestal de Zika em Uganda, no leste africano. O primeiro caso notificado de uma
infecdo em humanos ocorreu em 1954 na Nigéria, mas a primeira confirmag¢ao de uma infecgao
pelo virus Zika foi descrita em Uganda, entre 1962 ¢ 1963 (WIKAN; SMITH, 2016). Embora
houvesse conhecimento da infec¢ao no ser humano, a doenga teve pouca investigacao ao longo
dos anos, possivelmente tendo seu diagnostico confundido com dengue e outras arboviroses,
em razdo de seus sinais clinicos semelhantes e reacdo cruzada em testes soroldgicos. Somado a
auséncia de relatos de epidemias e surtos, bem como de subnotificacdes da doencga e alta taxa
de casos assintomaticos, uma transmissao silenciosa e esporadica pode disseminar o virus ao
longo dos continentes africano e asiatico, com menos de 20 infec¢des confirmadas ao longo de

60 anos da descoberta da doenga (BAUD et al., 2017).

No ano de 2007, com um surto na ilha de Yap, seguido de pequenos surtos no sul do
pacifico até 2013, com um grande surto Polinésia Francesa, mudariam o curso histérico da Zika
(DUFFY et al., 2009; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014). No Brasil, uma linhagem
Asiatica do virus foi introduzida entre os anos de 2013 e 2015, se disseminando rapidamente e
gerando uma epidemia no final de 2015, até, posteriormente, relatos confirmarem a presenca
da doenga na América Latina ¢ América do Norte, além de novos surtos em Cabo Verde na
Africa e Cingapura na Asia (Figura 9) (PETTERSSON et al., 2016; MUSSO; LANTERI,
2017).

2007 2008-12 2013
Tha de Yap Sem surtos relatados Polinésia Francesa
Primeiro surto Segundo surto
relatado na historia relatado na histéria

2014-16
2016
Primeiro surto
nos EUA

2015-16
Disseminacio
em 48 paises

= 2014-16
s T . Disseminacio em 20
s | paises do pacifico

0
]

e - ' / . 2015
1 . .
| Primeiro relato
_/ de circulacdo
2015-16 2016 : no Brazil
Cabo Verde . Cingapura o
Primeiro surto na Africa Primeire surto na Asia

[JSurtos na Africa [ )Surtes na Asia Surtos no Pacifico ESurtos nas Américas
173 Areas enddmicas na Asia 121Areas endémicas na Africa
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Figura 9. Surtos de Zika ao longo da ultima década (2007-2017). Primeiro surto na ilha de Yap em 2007.
Auséncia de relatos até o segundo surto na Polinésia Francesa em 2013. Disseminagdo na América em 2015 e
2016, com os primeiros surtos no Brasil (2015) e Estados Unidos (2016). Em paralelo, no mesmo periodo ocorrem

os primeiros surtos na Africa (Cabo Verde) e Asia (Cingapura). Fonte: BAUD et al. 2017 (adaptado).

A semelhanca genética e epidemiologica entre Zika e dengue, bem como os mesmos
fatores de adaptacao do vetor e condigdes climéaticas, além do ambiente urbano e densidade
populacional, reforcam a provavel hipdtese que justifica a disseminacao de Zika no mundo: a
disseminagao geografica de isolados do virus e suas mudancas genéticas, ambos associados aos
fluxos migratorios, podem ter originado linhagens mais virulentas e melhor adaptadas para

infecgdes em seres humanos (YOKOYAMA; STARMER, 2017).

Os isolados de ZIKV podem ser classificados em duas ou trés principais linhagens:
Africana, Asiatica (incluindo as linhagens americanas) e a designada Africana II, uma linhagem
negligenciada circulante na Africa, que consiste de um grupo irmao das linhagens Africana e
Asiatica previamente identificadas (SAIZ et al., 2017; ZHANG et al., 2017). Embora diferentes
linhagens existam, suas relagdes antig€nicas se apoiam na existéncia de um unico sorotipo, o
que pode ser crucial para o desenvolvimento futuro de uma vacina ou favorecer o

desenvolvimento de farmacos anti-panflavivirus (DOWD et al., 2016).

Enquanto uma vacina seria uma solugdo agente-especifico, especialmente nos casos em
gestantes abordados a seguir, uma estratégia panflavivirus também se mostra relevante, haja
visto que mais de 50% das espécies de flavivirus estdo associadas por causarem doencgas no ser
humano. Dentre as mais importantes, como encefalite japonesa e encefalite do oeste do Nilo,
febre amarela, dengue e Zika também denotam relevancia, especialmente por estarem
disseminadas mundialmente (PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016b; FERNANDEZ-
SANLES et al., 2017).

Assim como descrito para outros flavivirus, apds infectar um hospedeiro, o ZIKV se
dissemina para os nodulos linfaticos e sangue, alcangando varios 6rgaos. Cerca de 80% dos
casos de infec¢do em humanos sdo assintomaticos (SHILEY, NATARO, 2017). Os pacientes
sintomaticos apresentam sintomatologia clinica semelhante a dengue e outras arboviroses,
caracterizada por febre, artralgias, mialgias, exantema cutaneo, conjuntivite, febre hemorragica
e acometimentos do sistema nervoso central (SNC), como meningoencefalites. Alguns sinais e
sintomas (Tabela 6) sdo especificos a cada uma dessas duas doencas, auxiliando no diagnostico

clinico diferencial entre elas e demais arboviroses.



Tabela 6. Sinais e sintomas clinicos de dengue e Zika
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SINAIS / SINTOMAS

Dengue

Zika

Febre (duragio)

Acima de 38 °C (4 a 7 dias)

Ausente/subfebril (1 a 2 dias)

Manchas na pele (frequéncia)

4° dia (30-50% dos casos)

1° ou 2° dia (90% dos casos)

Mialgias (frequéncia) +++ +H/+++
Dores articulares +/+++ ++/+++
Intensidade de dores articulaes Leve Leve/moderada
Edemas articulares Raro Frequente e intensidade leve
Conjuntivite Raro 50-90%
Dores de cabega (frequéncia) +++ ++
Coceira Leve/moderada Moderada/intensa
Hipertrofias ganglionares (frequéncia) Leve Moderada/intensa
Discrasia hemorragica (frequéncia) Moderada Ausente
Acometimentos neurologicos Raro Mais frequente que Dengue

Fonte: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), 2016 (adaptado). Barras (+/+++)

indicam faixa de intensidade/frequéncia.

Algumas manifestagdes clinicas apresentaram relevancia para infecg¢des por ZIKV,

como a sindrome congénita em fetos e recém-nascidos, ressaltando, por exemplo, os casos de

microcefalia. Além disso, a sindrome de Guillain-Barré¢ (SGB) em adultos, bem como

meningoencefalites em infecgdes por Zika em adultos e criancas (Figura 10), também

remeteram a relevancia clinica dos casos, em razao do atraso no desenvolvimento e morbidade

associada (EILLANNY; MARINHO, 2015; SAIZ et al., 2017; SILVA MARINHO; KROON,

2019).
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Il cotyuntivite, cefaleia e mialgia. ’
EIKY
@__,_ = Meningoencefalites e sindrome
— de Guillain-Barré. ‘Jt

E feitos em fetos/recém-
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Figura 10. Manifestacdes clinicas e consequéncias da infec¢do por ZIKYV. Ilustracdo esquematica dos efeitos

da infecdo por Zika virus (ZIKV) em adultos e fetos e/ou recém-nascidos. Fonte: SAIZ et al. 2017 (adaptado).

O primeiro relato de ZIKV associado com complicagdes neuroldgicas foi durante o surto
na Polinésia Francesa em 2013, com um aumento dos relatos dos casos de SGB (MUSSO;
NILLES; CAO-LORMEAU, 2014). A polineuropatia periférica aguda (ou sindrome de
Guillain-Barré) pode ser desencadeada por fatores nao infecciosos e infecciosos, como virus e
bactérias (CAUCHEMEZ et al., 2016). O desenvolvimento dessa sindrome também ja havia
sido anteriormente descrito apds infecgdes por DENV, mas o aumento de notificagdes na
epidemia no Brasil desde 2015 a tornou mais associada a infec¢des por ZIKV (SANTOS et al.,
2004; FRAGOSO et al., 2016; MISHRA; BEHERA, 2016).

Os casos de microcefalia, no entanto, ainda ndo haviam sido associados a outros
flavivirus (LAZEAR; DIAMOND, 2016). Desde o inicio da epidemia de ZIKV no Brasil, um
aumento no nimero de casos de microcefalia no pais foi observado principalmente na regido
Nordeste, indicando uma relagdo entre a infec¢do por ZIKV e transmissdo vertical em gestantes

(DE ARAUJO et al., 2016; MLAKAR et al., 2016).
1.1.1.5.1 Yellow fever virus (YFV)

O virus da febre amarela ¢ origindrio da Africa, trazido as Américas durante o trafico de

escravos no século XVII. Ja o primeiro surto da doenca foi relatado em 1648, em Yucatan, no
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México (BRYAN; MOSS; KAHN, 2004). Durante os dois séculos seguintes, diversos surtos
foram relatados na porgao tropical do continente americano, cidades na América do Norte e na
Europa. Apenas no século XIX, Carlos Finlay sugeriu uma transmissao da doenca via vetor

artrépode (mosquito), confirmada, posteriormente, por Walter e Reed, refutando uma hipétese

de transmissao via contato direto (GARDNER; RYMAN, 2010).

O primeiro isolado do YFV ocorreu décadas depois, em 1927, dando origem a primeira
linhagem do virus, Asibi, em homenagem ao nome do préprio paciente, até que Max Theiler e
colaboradores viriam a produzir a primeira linhagem vacinal em 1930, denominada 17D,
resultante de sucessivas passagens da amostra Asibi. Alguns testes demonstraram a atenuacao
do virus, ainda mantendo seu potencial imunogénico e a capacidade de estimular resposta imune
em homens e macacos. Posteriormente, essa seria a linhagem utilizada como vacina contra febre

amarela (STAPLES; MONATH, 2008; MONATH; VASCONCELOS, 2015).

A vacina ¢ a melhor medida profilatica contra a febre amarela, uma estratégia que pode,
no Brasil, eliminar a circulacao do virus no ciclo urbano em 1940. Contudo, no ano de 2017
ocorreu novo surto da doenga, em razao da falta nos estoques da vacina da FA e baixa cobertura
vacinal em algumas regides do pais, com estimativas chegando até cerca de 13% da populacao
em 2016 (CAMPI-AZEVEDO et al.,, 2016; SHEARER et al., 2017; VASCONCELOS;
VASCONCELOS, 2017b; POSSAS et al., 2018). Nos servigos publicos brasileiros, a vacina ¢
produzida pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos Bio-Manguinhos, a partir da
amostra 17DD atenuada, cultivada em ovos embrionados de galinha e livre de outros agentes

patogénicos, como preconizado pela OMS (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Os seres humanos siao infectados esporadicamente apds o repasto sanguineo de
mosquitos silvestres dos géneros Aedes, Haemagogus e Sabethes, previamente infectados ao
picar primatas ndo-humanos (PNH) em estado de viremia (febre amarela silvestre). Espécies
desses géneros, especialmente A. aegypti também podem atuar como reservatorios na
transmissao entre humanos, na febre amarela urbana. A infeccdo pode progredir para uma
doenca grave, caracterizada por febre, nduseas e vomitos, dor epigastrica, hepatite, faléncia
renal, hemorragias, sindrome do choque sistémico e morte em até 60% dos casos. A febre
amarela € tipicamente uma febre hemorragica viral, com sinais e sintomas semelhantes a outras
arboviroses, como a dengue, embora apresente uma gravidade maior associada a lesao do tecido

hepatico (BARNETT, 2007; MONATH; VASCONCELQOS, 2015).
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Curiosamente, o continente africano apresenta uma grande disseminacdo da doenca e
possui, de acordo com a literatura, uma mortalidade inferior a América do Sul. Isso pode indicar
que o efeito de fatores genéticos associados a evolugao e sele¢ao na regiao, bem como a resposta
dos hospedeiros, determinam caracteristicas da doenga, como a letalidade e até a produgao de
anticorpos neutralizantes contra o virus apos a vacinacdo(MONATH et al., 2002; TUBOI et al.,
2007).

1.1.3.1 Epidemiologia de febre amarela, dengue e Zika

Os quatro sorotipos de DENV se encontram circulantes no mundo ha pelo menos 800
anos, desde entdo se mantendo pouco associados a casos de surtos ¢ disseminacdo, além de
estarem restritos geograficamente a regido africana e asidtica. Logo ap6s os desdobramentos da
Segunda Guerra Mundial e consequente transporte do mosquito vetor pelo mundo, os primeiros
casos, especialmente de dengue grave, ganharam relevancia, especialmente nas primeiras
epidemias na década de 1950 nas Filipinas e Tailandia, bem como dos primeiros casos no
Caribe e América Latina no inicio da década de 1980. Desde entdo, a dengue tem atingindo
uma abrangéncia geografica em quase todos os continentes, além de ser considerada uma das

doengas tropicais mais importantes (GUZMAN; HARRIS, 2015).

Ja para o virus Zika, desde 2008 a disponibilidade de informagdes tem aumentado,
incluindo dados sobre epidemiologia, manifestagdes clinicas e até a possivel transmissao sexual
(MUSSO; LANTERI, 2017). Este caso em especifico foi primeiramente sugerido apds
evidéncias clinicas e sorologicas em que um cientista norte-americano havia contraido ZIKV
enquanto trabalhava no Senegal em 2008 e acabou transmitindo-o a sua esposa ao retornar para
casa (FOY et al., 2011). Uma evidéncia adicional foi encontrada durante um surto de ZIKV na
Polinésia Francesa em 2013, em que o virus foi isolado do sémen de um paciente no Taiti que
procurou tratamento para um caso de hematospermia (presenca de sangue no esperma)

(D’ORTENZIO et al., 2016).

Além dessa descoberta, pesquisas retrospectivas identificaram um aglomerado
heterogéneo e incomum de malformagdes cerebrais congénitas e disfuncdes do tronco cerebral
em fetos e recém-nascidos apos a epidemia de ZIKV na Polinésia Francesa, sugerindo uma
associacao causal entre a infeccdo e esta manifestagao clinica (CAUCHEMEZ et al., 2016; DE
ARAUIJO et al., 2016). Logo ap6s sua apari¢ao inicial no Brasil, em maio de 2015, ZIKV se
disseminou rapidamente pelas Américas em 2016, ano em que 48 paises e territorios das

Américas informaram mais de 500.000 casos suspeitos de Zika, sendo 175.063 casos
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confirmados. Além disso, 22 paises e territorios relataram 2.439 casos de sindrome congénita
associada ao Zika, além de casos via transmissao sexual em mais cinco deles (IKEJEZIE et al.,

2017; WHO, 2017).

A febre amarela, por sua vez, mostrou importancia especialmente entre os séculos X VIII
e XX, em que epidemias disseminaram os virus por zonas costeiras em regioes da América do
Norte e Caribe. Desde a identificacdo de vetores como A. aegypti, além da promocao de
estratégias de controle, ocorreu uma redug¢do dos casos de febre amarela em regides ndo-
endémicas. Posteriormente, o desenvolvimento da vacina de febre amarela na década de 1930
e 40 reduziu significativamente os casos da doenga, ainda que ocorressem surtos e epidemias
em regides sem programas de imunizagdes ou sem cobertura vacinal eficaz, a exemplos das
epidemias no Brasil desde 2016 (MONATH; VASCONCELOS, 2015; VASCONCELOS,
2017).

No Brasil, dados do Ministério da Satide remetem a gravidade das infec¢des por DENV,
ZIKV e YFV nos ultimos anos, associados aos diversos casos de dengue, febre amarela e Zika
reportados. Somente nos anos de 2015 e 2016, foram estimados cerca de 1,5 milhdes de casos
para dengue, enquanto Zika apresentou uma estimativa de mais de 200.000 casos em 2016, com
cerca de 3.000 casos de ma formacdo do SNC em fetos e neonatos. Jaem 2017, cerca de 155.000
e 14.000 casos foram estimados para dengue e Zika, respectivamente. Uma das possiveis causas
para essa queda se deve as provaveis subnotificacdes concomitante ao surto de febre amarela
ainda naquele mesmo ano, no qual se confirmaram 1.376 casos e 483 6bitos no periodo de julho
de 2017 a junho de 2018. No mesmo periodo de 2016, foram confirmados 632 casos e 201
6bitos. (VASCONCELOS; VASCONCELOS, 2017b; GARCIA, 2018; MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). No ano de 2019 (semana epidemioldgica 1 a 34), cerca de 1.439.471 casos
provaveis de dengue foram relatados no Brasil, comparado aos 205.791 em 2018. Zika, por sua
vez, apresentou cerca de 9.813 casos provaveis em 2019, comparado aos 6.669 em 2018. Ainda
em 2019, dentre os 1.281 casos notificados de febre amarela, 82 destes foram confirmados com

14 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

1.1.3.2 Diagnostico de febre amarela, dengue e Zika

Todos os flavivirus se relacionam sorologicamente, o que ¢ demonstrado em técnicas
de deteccdo e diagnostico aplicados a esses virus, como ensaios ELISA (do inglés, Enzyme-

linked Imunnosorbent Assay) e o método de inibigdo da hemaglutinacao. Ainda sim, ensaios de
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neutralizagdo sdo indicados para discriminar os sorotipos e sdo utilizados para identificar
sorocomplexos mais relacionado dentre os flavivirus, ainda que ndo seja totalmente especifico
dentre as espécies do género. A proteina E ¢ o principal alvo para anticorpos neutralizantes,
embora também induza reacdes cruzadas com anticorpos nao-neutralizantes e, por tal razao,
sitios antigénicos alternativos de dominios da proteina E, prM e NS1 podem induzir anticorpos

detectaveis no diagnostico (MURRELL; WU; BUTLER, 2011).

O diagnostico de DENV, YFV e ZIKV consiste na deteccdo do RNA gendmico ou de
proteinas virais, além do isolamento viral, bem como de testes sorologicos. Dentre eles, podem
ser citados a reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR), a inoculagdo

de amostra em culturas celulares e a detec¢@o de anticorpos anti-DENV, anti-YFV e anti-ZIKV

(PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016b).

Dentre algumas das abordagens diagnoésticas, a deteccdo de viremia para DENV ¢
possivel entre 24 e 48 horas antes do inicio da febre, persistindo por 5 a 6 dias (Figura 11).
Durante esse periodo, o virus, o RNA gendmico e a proteina NS1 podem ser detectados no
sangue, soro e plasma do paciente e também nos tecidos de casos fatais. Métodos virologicos,
moleculares e soroldgicos sdo usados para confirmar a infeccdo por DENV para vigilancia
epidemiologica e diagnostico clinico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009;
HUNSPERGER et al., 2014b; PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016b).
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Figura 11. Marcadores moleculares e sorolégicos na infeccio por DENV: NS1, IgM, IgG, ELISA e RT-PCR.
Variagdo da viremia, concentragcdo do antigeno NS1 e de anticorpos ao longo do tempo. Diferentes testes serdo
adequados dependendo do estagio de infeccdo. ELISA — Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima; RT —

Transcriptase reversa. Fonte: GUZMAN et al. 2016 (adaptado).
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A detec¢do de anticorpos IgM anti-DENV ¢ o teste mais utilizado, podendo ser
mensurados qualitativamente ou quantitativamente nas diluigdes dos soros de pacientes na fase
aguda da doenga, a fim de se confirmar a infeccdo aguda, enquanto pacientes na fase de
convalescéncia podem ser identificados por soroconversao de IgM e IgG (HUNSPERGER et
al., 2014b). Para os pacientes com suspeita da doenga, um diagnéstico presuntivo pode ser feito
pela deteccdo anti-IgM em amostras coletadas proximo ao sexto dia de sintomas agudos,
havendo kits comerciais para deteccao de IgM ou IgG em ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
além dos formatos de teste rapido, menos sensiveis (HUNSPERGER et al., 2009). Ademais,
uma infec¢do secundaria por DENV ¢ marcada pela auséncia da identificagdo de anticorpos
IgM, apenas de altos titulos de IgG, o que denota um baixo valor de diagnostico de IgM por si

s6 (CUCUNAWANGSIH; LUGITO; KURNIAWAN, 2015).

Embora o isolamento e a identificagdo do virus sejam altamente especificos, sua
sensibilidade ¢ relativamente baixa, porém, em contraste, a detec¢ao de RNA de DENV fornece
um método répido, sensivel e especifico para confirmacdo do diagnostico. A detec¢do da
proteina NS1 também fornece uma janela de oportunidade para um diagndstico etioldgico
precoce, com sensibilidade e especificidade varidavel de acordo com o sorotipo, tempo de coleta
da amostra, tipo de infec¢do (primaria ou secundaria) e modelo do teste (GUZMAN et al., 2010;

HUNSPERGER et al., 2014b).

A introdu¢@o de um “novo” arbovirus em 2015 no Brasil, o ZIKV, impds novos desafios
para o diagnoéstico de ambos os virus e de outras arboviroses, uma vez que o diagnostico €
baseado na deteccao de RNA e/ou deteccao de IgM especifico. No entanto, a duragao da viremia
¢ diferente entre as infec¢des e uma reacdo cruzada entre DENV e ZIKV pode ser observada
nos testes soroldgicos (FARIA et al., 2016; ADACHI et al., 2018). A detec¢ao de IgM por
ELISA, por exemplo, apresenta reacdo cruzada com outros flavivirus, enquanto o teste de
ELISA competitivo para NS1, por sua vez, apresenta ainda uma baixa especificidade dentre os
flavivirus, mesmo apresentando alta sensibilidade (STAPLES et al., 2016; BALMASEDA et
al., 2017; KADKHODA; GRETCHEN; RACANO, 2017).

Pesquisas de campo também ja demonstraram associa¢ao na soroneutralizacdo de ZIKV
em concomitancia a DENV e YFV, corroborando as reagdes cruzadas. Nesse aspecto, DENV
foi até mesmo considerado inicialmente como um dos causadores do surto de Zika na ilha de
Yap, parte em razao de resultados falso-positivos de um teste rapido de DENV (WAGGONER;
PINSKY, 2016).
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Respondendo a essa problemadtica, a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS),
recomendou um novo protocolo de diagnéstico para os dois virus. Na primeira etapa, o RNA
viral de DENV ou ZIKV ¢ detectado por PCR em tempo real em amostras de casos agudos das
doencas. Caso disponivel, a sorologia para I[gM em amostras de soro coletadas de individuos
com suspeita clinica de dengue ou Zika deve ser testada por ELISA especifico para os dois

virus e, se ambos os casos forem positivos, uma infeccdo secundaria por flavivirus deve ser

considerada (OPAS, 2017).

1.1.3.3 Prevencio e tratamento de dengue, Zika e febre amarela

Dentre as formas de prevencao atuais, duas estratégias para o controle do mosquito vetor
podem ser aplicadas: evitar areas endémicas e a implementacao de programa governamentais e
ndo-governamentais para vigilancia do vetor, a nivel local e global. Alguns métodos tém
apresentado propostas promissoras, como o emprego de insetos estéreis, a introducdo de
linhagens da bactéria Wolbachia, capaz de bloquear a transmissdo vertical do virus da dengue

em mosquitos, além das estratégias convencionais de controle (ALPHEY et al., 2010; BEISEL;

BOETE, 2013; JEFFRIES; WALKER, 2016).

A Unica vacina aprovada até o momento para o uso em populagdes endémicas de dengue
consiste em uma forma tetravalente quimérica e recombinante, estruturada em YFV atenuado,
Dengvaxia® (CYD-TDV) (Figura 12). Esta ¢ composta de quatro virus vacinais 17D

recombinados com genes da prM e proteina E de cada um dos quatro sorotipos de dengue

(TORRESI; EBERT; PELLEGRINI, 2017b).

CYD TDV (Sanofi Pasteur)
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Figura 12. Dengvaxia® (CYD-TDV) da Sanofi Pasteur: vacina recombinante tetravalente de DENV.

Dengvaxia® (CYD-TDV), vacina de estrutura quimérica tetravalente construida utilizando recombinagdo de genes
da prM e proteina E dos quatro sorotipos de DENV, inseridos em sequéncias dos virus vacinais (17D) de febre

amarela. Fonte: TORRESI; EBERT e PELLEGRINI, 2017 (adaptado).
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Estudos pré-clinicos da vacina demonstraram a estabilidade genética e fenotipica dos
virus vacinais recombinados, com a eficacia da CYD-TVD testada em um estudo de prova de
conceito de fase II na Tailandia (CYD-23), além dois estudos de fase III no sul da Asia e
América Latina (CYD-15 e CYD-17), em um esquema de trés doses (0, 6 e 12 meses)
(TORRESI; EBERT; PELLEGRINI, 2017b). Embora tenha sido rapidamente submetida as
fases clinicas e disponibilizada a populagdo, os resultados ndo foram promissores, com
variacoes na eficacia da vacina: foi demonstrado para CYD-23 que, dentre os pacientes
confirmados e sintomaticos para dengue, uma eficécia entre 3,5% para DENV-2 até¢ 90% para
DENV-4; CYD-15, um estudo com criangas, teve uma eficacia média de 56.5%; ¢ CYD-17,
também em criancas, eficacia de 60,8% (SABCHAREON et al., 2012; CAPEDING et al., 2014;
VILLAR et al., 2015).

Embora essas variagdes coexistissem dentre os diferentes estudos de fase clinica, a
eficacia na protecdo de dengue grave, nos casos de febre hemorrdgica e na redugdo da
hospitalizagdo nos primeiros anos se mostraram mais robustos, fatores que também
favoreceram a liberagdo e comercializagdo da vacina no final de 2015 (TORRESI; EBERT;
PELLEGRINI, 2017a; WHO, 2017). Contudo, resultados de até trés anos de acompanhamento
pos-vacinal demonstraram uma maior probabilidade de desenvolvimento de casos de dengue
grave em individuos na exposi¢do ao virus apds vacinagdo, estimando cerca de cinco casos de
hospitalizagdo e dois casos da forma grave da doenga a mais a cada 1000 individuos vacinados.
A OMS recomenda a vacina¢ao somente em casos potencialmente graves, especialmente em
individuos que ja foram expostos ao virus e/ou apds uma avaliagdo clinico-epidemioldgica

prévia criteriosa (WHO, 2017).

Paralelamente, outras vacinas como a DENVax, desenvolvida pela Takeda Vaccines
Inc., também se encontram em desenvolvimento e avaliagdes em estudos clinicos. Esta
especificamente consiste em uma linhagem atenuada de DENV-2 (TDV-2), construida
quimericamente contendo os genes da prM e proteina E de DENV-1, 3 e 4 no genoma de
DENV-2 (OSORIO et al., 2015; SIRIVICHAYAKUL et al., 2016). Outro exemplo ¢ o
desenvolvimento e fabrica¢ao de uma vacina tetravalente liofilizada de virus atenuado contendo
os quatro sorotipos de DENV, desenvolvida pelo instituto Butantan, no Brasil (PRECIOSO et
al., 2015).

Os métodos de prevencao para Zika, além das estratégias de controle do vetor, consistem

em evitar o contato sexual com individuos expostos a doenca ou oriundos de regides com surtos
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confirmados, além de um controle mais rigoroso de transfusdes sanguineas, embora apenas um
caso tenha sido relatado até o momento (MOTTA et al., 2016). Sabendo das diversas vacinas
produzidas para outros flavirirus como YFV e TBE, da inexisténcia de farmacos aprovados para
o tratamento de Zika, dengue e febre amarela, somado as reagdes cruzadas no diagnodstico
sorologico, o desenvolvimento de farmacos antivirais se torna uma opg¢ao Unica e viavel contra

esses trés virus (TAKAHASHI et al., 2012; DOWD et al., 2016; SAIZ et al., 2017).

1.2 Estratégias no planejamento, triagem e desenvolvimento de farmacos antivirais

Até o presente momento, ndo ha farmacos antivirais aprovados para nenhum flavivirus,
sendo o tratamento baseado no alivio de sintomas clinicos. Uma importante estratégia se volta
para o desenvolvimento de fAirmacos antivirais, empregando analises in silico, como analises
de similaridade estrutural, modelos de relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e
atividade bioldgica (do inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship — QSAR),
acoplamento molecular (molecular docking), dindmicas moleculares e outros métodos de
aprendizado de maquina (do inglés, machine learning techniques — MLT). Estas analises,
aliadas a testes in vitro e triagens de substancias sintéticas, semi-sintéticas e de produtos
naturais, bem como a tentativa de reposicionamento de firmacos, podem ser estratégias
favoraveis ao desenvolvimento de novos farmacos (BARROWS et al., 2016; LEONEL et al.,
2018).

A triagem de bibliotecas de substancias, como do banco de farmacos disponiveis e
aprovados pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration), ja demonstraram substancias
com atividade antiviral, especialmente de compostos semi-peptidicos e outras substancias
sintetizadas contra DENV, embora ndo tenham, até o momento, ultrapassando as primeiras
fases de estudos clinicos. Takagi et al. (2017), desenvolveu e sintetizou peptideos ciclicos
mimetizando substratos da protease de DENV-2, confirmando a atividade inibitoria em ensaios
enzimaticos, com o melhor candidato apresentando valores de ICso de 0,95 uM (TAKAGTI et

al., 2017; LEONEL et al., 2018).

Dois alvos apresentam perfis promissores no desenvolvimento desses farmacos, a
protease NS3 e a polimerase dependente de RNA (RdRp) NS5, ambas essenciais no processo
de multiplicagdo destes virus. A NS5 ¢ altamente conservada, com aproximadamente 67 a 82%
de identidade dentre os quatro sorotipos de DENV e essencial para a replicacdo do genoma do
virus, ressaltando sua importancia, uma vez que nao se encontra em células do hospedeiro,

tornando-a um potencial alvo para o desenho de inibidores especificos. Contudo, especialmente
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o complexo da protease NS2B-NS3 (NS3pro) como alvo de estudo pode contribuir para novas
opgoes terapéuticas contra a dengue, Zika e demais doengas causadas por flavivirus, uma vez
que essa proteina nao estrutural também apresenta uma sequéncia altamente conservada dentro
dos membros do género Flavivirus, tornando esse complexo um alvo multi-viral (FRECER;

MIERTUS, 2010; TAKAHASHI et al., 2012; TAKAGI et al., 2017; LEONEL et al., 2018).

Além disso, os multidominios do complexo NS2B-NS3 também sdo atrativos no
desenvolvimento de ligantes com atividade antiviral e potenciais farmacos. A existéncia da
protease, helicase e RNA trifosfatase, capacidade de modulacao imune interagindo com NS4 e
interagdes com NS4B e a propria NS5, corroboram a versatilidade e possibilidade das opgdes e
estratégias no desenvolvimento de inibidores (LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015; TAY et
al., 2015; ZOU et al., 2015; YUAN et al., 2017).

1.2.1 Inibidores da protease NS2B-NS3

A protease de DENV apresenta uma afinidade por substratos com sequéncias dibasicas
ou polibasicas, o que torna necessario a presenca de fragmentos alcalinos ou polares na estrutura
de ligantes, como os inibidores. Contudo, essas caracteristicas moleculares resultam em baixa
permeabilidade passiva das moléculas por membranas celulares, justificando uma baixa
eficacia de inibidores peptidicos, conjugados peptidicos e inibidores nao-peptidicos em ensaios

in vitro (LI et al., 2005).

Dentre essas classes de inibidores, os peptidicos se baseiam nos substratos enzimaticos
(ligantes naturais da protease), tendo o local de clivagem (sitio ativo da enzima) como foco
principal. Estudos comparativos com inibidores naturais e avaliagdo de perfis cinéticos
demonstraram que inibidores com menor nimero de aa apresentavam maior poténcia. Neste
ambito, inibidores menores possuindo grupos funcionais eletrofilicos como aldeido e 4cido
boronico apresentaram melhores resultados de inibigdo na protease de DENV

(CHANPRAPAPH et al., 2005; YIN et al., 2006).

Peptideos de cadeias lineares, por sua vez, se mostram instaveis ao metabolismo do
hospedeiro e com baixa biodisponibilidade, diferentes de peptideos ciclicos, mais estaveis e
com maior permeabilidade celular, como a aprotinina (Figura 13) um inibidor natural da
tripsina pancredtica bovina. Estas moléculas, encontradas em animais e plantas, sdo utilizadas

como prototipo para analogos sintéticos, podendo conferir maior especificidade a outras
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proteases, como a NS2B-NS3 (FRITZ; WUNDERER, 1983; HORTON; BOURNE; SMYTHE,
2002; GAO et al., 2010).

Figura 13. Representacdes estruturais da aprotinina. Acima: estrutura primaria; abaixo a esquerda: secundaria;
abaixo a direita: tercidria (amarelo e magenta). Fonte: Merck Index (FRITZ; WUNDERER, 1983; PUBCHEM,
2016) (adaptado)

Além desses inibidores, os conjugados peptidicos, ou seja, pequenas moléculas
organicas ligadas a peptideos (hibridos), podem interferir na atividade da protease. Contudo,
esses hibridos ndo demonstraram a afinidade necessaria devido as propriedades alcalinas dos
substratos. Neste ambito, inibidores nao-peptidicos (peptideomiméticos), que apresentam
fragdes eletrofilicas, podem ser opcdes mais vidveis, uma vez que podem mimetizar as fungdes
peptidicas enquanto apresentam caracteristicas farmacocinéticas mais vidveis (TIMIRI;
SINHA; JAYAPRAKASH, 2016). Behnam et al. (2015), identificou diversos
peptideomiméticos com atividade antiviral em DENV, confirmando a atividade antiviral em

ensaios de redu¢do de placas de lise, a exemplo da molécula na Figura 14.
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Figura 14. Molécula 104 (composto peptideomimético) com atividade anti-DENV. Fonte: Behnam et al. 2015.

Essas e outras moléculas bioativas podem ser identificadas por diversas estratégias,
como triagens in vitro de quimiotecas e triagens virtuais de grandes bancos de dados. WU et al.
(2015a), identificaram policresulen como um inibidor da protease de DENV, enquanto WU et
al. (2015b) também observaram outras duas moléculas, denominadas “7” e “8”, com essa
atividade inibitéria na protease e em ensaios antivirais. Pambudi et al. (2013), também

analisaram a substancia SK-12, confirmando a inibicdo da protease e atividade antiviral em

DENV (Figura 15).
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Figura 15. Exemplos de inibidores da protease de DENV descobertos. Policresulen, SK-12, moléculas 7 e 8.

Fonte: Tian et al. 2018 (adaptado).

1.2.2 Triagem virtual de moléculas bioativas
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Dentre as diversas estratégias de planejamento de farmacos, a triagem virtual (do inglés,
virtual screening — VS) € uma abordagem in silico que visa filtrar grandes bancos de dados de
substancias de modo a identificar ligantes com potencial atividade biologica precedendo,
geralmente, ensaios in vitro confirmatorios. Baseada na modelagem molecular da estrutura de
um alvo (do inglés, structure based drug design — SBDD) ou na estrutura do ligante (do inglés,
ligand based drug design — LBDD), uma triagem virtual é capaz de avaliar dezenas a centenas
de milhdes de substancias, o que implica em versatilidade e alto desempenho em uma etapa de
desenvolvimento inicial de moléculas bioativas (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010;
FERREIRA; GLAUCIUS; ANDRICOPULO, 2011).

Métodos de SBDD se baseiam no arranjo de alvos bioldgicos, como proteinas,
utilizando informagdes de uma macromolécula obtida por cristalografia de raios-X,
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) ou construgdo por homologia, para
predicao da interacdo (acoplamento molecular) de um ligante (molécula) no sitio de ligag@o. Os
métodos de LBDD, por sua vez, avaliam comparativamente a conformacao e propriedades de
um ou diversos ligantes de um alvo molecular, buscando se obter informagdes acerca de suas
caracteristicas fisico-quimicas e/ou estruturais. Essas estratégias ja se mostraram promissoras €
capazes de identificar novas moléculas bioativas, como inibidores seletivos com atividade
inibitoria da protease de DENV, a partir da triagem virtual de milhdes de substancias baseado
na estrutura do alvo (NS3), otimizando etapas iniciais na busca e desenvolvimento de inibidores

de protease (VISWANATHAN et al., 2014; MIRZA et al., 2016, 2018).

Uma estratégia amplamente empregada € a caracterizacdo e limitacdo do espago
quimico utilizado nas triagens. Os estudos de Lipinski e Hopkins especificam que estes espagos
podem ser descritos como espagos virtuais que descrevem moléculas com caracteristicas e
comportamentos especificos daquele espago fisico-quimico. No contexto do planejamento de
farmacos, funcionam como um filtro de moléculas que possuem as caracteristicas fisico-
quimicas e/ou estruturais que possibilitariam a sele¢do de melhores candidatos a farmaco. Nesse
cenario, modelos empiricos capazes de criar espagos quimicos foram desenvolvidos
especialmente para caracterizagdo do carater druglike ou farmaco-similar. Contendo fArmacos
administrados oralmente com propriedades fisico-quimicas bem definidas, poderia se delimitar
um perfil de pardmetros favoraveis ao desenvolvimento de um novo farmaco (LIPINSKI;

HOPKINS, 2004; SCHNEIDER; FECHNER, 2005).
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Lipinski e colaboradores (1997) propuseram a “Regra do 5 de Lipinski” (do inglés Rule
of Five — Ro5), em que um hit teria grandes chances de ter uma boa absor¢do no trato
gastrointestinal. A Ro5 estima que para um composto apresentar uma maior disponibilidade
oral, ele deve apresentar massa molecular menor que 500 Da, ndo mais que cinco grupos
doadores e 10 grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio, além de log P (logaritmo do
coeficiente de parti¢do n-octanol/dgua) menor que cinco, sendo permitido violar uma das
condigdes (LIPINSKI et al., 1997). Outro modelo, desenvolvido por Veber e colaboradores
(2002), as “regras de Veber”, estimam que a polaridade e o grau de liberdade conformacional
da molécula sdo importantes para a disponibilidade oral, em que o farmaco deve apresentar uma
superficie polar menor do que 140 A2 e ndo mais que 10 ligagdes rotacionaveis (VEBER et al.,
2002). Ambos os parametros auxiliam na otimizacdo de triagens virtuais, filtrando e
selecionando moléculas como potenciais inibidores e candidatos a fairmacos, com maiores
chances de sucesso em etapas avancadas do desenvolvimento de farmacos (LIPINSKI;

HOPKINS, 2004).

1.2.3 Métodos de aprendizado de maquina (MLT): relacio quantitativa entre a estrutura

quimica e atividade biolégica por holograma (HQSAR)

Os métodos ou técnicas de aprendizado de maquina (do inglés, machine learning
techniques — MLT) compreendem algoritmos utilizados para classificacdo, regressdo e
agrupamento de tarefas ou fungdes para predicdo de uma propriedade ou atividade bioldgica,
utilizando uma informacao fisica, quimica ou ambas como descritor (XU; HAGLER, 2002; LO
etal., 2018). Uma vantagem das MLT comparada a outras estratégias computacionais se baseia
na capacidade de identificar padroes em grandes bancos de dados armazenados, os quais
poderiam ser ignorados ou desconsiderados caso ndo ocorresse uma avaliacao e caracterizagao
nao-linear, normalmente superando métodos de classificacao e regressao classicos na quimica

medicinal (GERTRUDES et al., 2012; MALTAROLLO et al., 2015).

Dentre essas técnicas, os métodos de QSAR, embora sejam ferramentas importantes na
descoberta e desenvolvimento de potenciais farmacos, apresentam algumas complexidades
como o calculo de descritores, geragdao de conformeros e alinhamentos de estruturas, bem como
a dificuldade em se analisar grandes bancos de dados. No QSAR-3D, por exemplo, o
alinhamento das estruturas geradas demanda tempo, além de ser necessario se alinhar
mutuamente as moléculas no conjunto de dados, com base em alguma regra ou estratégia

consistente (HERITAGE; LOWIS, 1999).
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Nesse cendrio, o método da relacdo quantitativa entre a estrutura quimica e atividade
bioldgica por holograma (do inglés, Hologram Quantitative Structure Activity Relationship —
HQSAR), permite agilizar analises estruturais e bioldgicas de uma substancia, uma vez que
estabelece a correlagdo entre a atividade biologica e um holograma construido de uma molécula,
dispensando também o alinhamento das estruturas. Esse método ¢ embasado no uso fragmentos
moleculares como atomos (A), ligagdes (B), conectividade (C), atomos de hidrogénio (H),
quiralidade (Q) e a&tomos doadores ou aceptores (DA), (Tabela 7), ambos gerados utilizando a
estrutura bidimensional (2D) da substancia (HERITAGE; LOWIS, 1999; KRONENBERGER
etal., 2017).

Tabela 7. Descricdo dos diferentes tipos de fragmentos utilizados no método de relacido

quantitativa entre a estrutura quimica e atividade biolégica por holograma (HQSAR)

Distin¢iio do fragmento Definicao
(A) Atomos Tipos de atomos utilizados para construgdo do fragmento
(B) Ligacdes Tipos de ligagdes: simples, duplas, triplas e aromaticas
(C) Conectividade Hibridizagdo dos atomos contidos nos fragmentos
(H) Hidrogénio Presenca e numero de atomos de hidrogénio
(Q) Quiralidade Presenca de atomos quirais

(DA) Doadores e Aceptores Presenga de atomos aceptores ou doadores de ligagdes de hidrogénio

Fonte: GAD, 2008 (adaptado).

Os fragmentos moleculares gerados sdo traduzidos em um codigo binario (bins), sendo
0 o numero que representa a auséncia de determinado fragmento e 1 o valor que representa sua
presenca, de forma analoga a geracdo de fingerprints moleculares. (BROWN e MARTIN,
1996). A combinagdo desses fragmentos moleculares permite a criagdo dos hologramas, com
sua extensdo disposta de um tamanho minimo e maximo (50 a 500 bins). Estes valores sdao
organizados por niumeros primos, com o objetivo de evitar que dois fragmentos parecidos ou

iguais recebam uma mesma identificacio (DODDAREDEY et al., 2004).

O HQSAR também ¢ capaz de corroborar variagdes observadas nas atividades
biologicas pela quantificacdo dos hologramas calculados, permitindo a constru¢ao de mapas de

contribuicdo de cada fragmento das moléculas avaliadas (SALUM; ANDRICOPULO, 2009).
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Os hologramas calculados consistem nas varidveis independentes do modelo matematico
gerado. Na construcdo de um modelo, o método de regressdo pelos minimos quadrados parciais
(do inglés, Partial Least Squares) juntamente com uma validagao cruzada sao realizados com
o intuito de correlacionar os dados dos hologramas e os dados de atividade biologica (variavel
dependente), gerando os modelos matematicos utilizados para posterior predicao das atividades

bioldgicas das moléculas (YE e DAWSON, 2009).

Adicionalmente, por ndo depender de alinhamentos das moléculas, a diversidade de
substancias e substituintes em um grupo teste nao interfere no modelo (LU et al., 2012). Assim,
a analise desses aspectos permite um planejamento de novas modificacdes moleculares, visando
o desenvolvimento de moléculas bioativas mais potentes, possibilitando empregar modelos na
predicdo das moléculas selecionadas nas etapas finais de um virtual screening (CRAMER,

PATTERSON e BUNCE, 1988).

A utilizacdo de um modelo de HQSAR como predi¢do da atividade in vitro de
determinadas substancias ja se mostrou eficaz na triagem e selecdo de inibidores do tipo
narlaprevir contra Hepatitis C virus (HCV), obtendo novos anélogos com potencial atividade
antiviral (ZHU et al., 2012). Essa estratégia também ja se mostrou favoravel na pesquisa e
desenvolvimento de potenciais substancias antitumorais, novos agentes terap€uticos para
sindromes metabolicas e de compostos antimalaricos (EFFERTH et al., 2008; GARCIA;
HONORIO, 2011b; LIU et al., 2016). Estes estudos, por sua vez, também demonstram a
geracdo de modelos estatisticamente robustos (elevados valores de g°) e preditivos (maiores

valores de r? pred.).

Lima et al. (2018) desenvolveram modelos de QSAR 2D e 3D baseados em inibidores
da trifosfatase de Plasmodium falciparum. Os melhores modelos nessa abordagem permitiram
determinar um consenso para triagem virtual de moléculas bioativas, obtendo hits com
atividade em diferentes estagios do parasito e estrutura quimica distinta de antimaldricos
disponiveis, validando uma estratégia promissora no desenvolvimento de farmacos. Esta
estratégia computacional ainda ndo foi avaliada em estudos envolvendo espécies do género

Flavivirus, o que reforga a relevancia deste estudo.
1.2.4 Acoplamento molecular (molecular docking)

A técnica de acoplamento molecular pode ser dividida basicamente em duas partes: o

posicionamento correto do conférmero de um ligante em um determinado sitio de ligacdo e o
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sucesso de seu reconhecimento pontuado por uma funcdo score. Essa abordagem simula um
estado conformacional do complexo proteina-ligante, permitindo analisar e solucionar
possiveis problemas que normalmente resultariam em baixa afinidade e/ou atividade de um

ligante e/ou inibidor (WARREN et al., 2006).

A técnica de acoplamento molecular também ja demonstrou amplamente a capacidade
em predizer atividades biologicas no planejamento e triagem de substincias contra DENV,
como policresulen, um inibidor recém determinado do complexo NS2B-NS3 (WU et al.,
2015a), além de outros inibidores sintéticos também contra a protease deste virus (PAMBUDI
et al., 2013; WU et al., 2015b). Além destes, compostos sintéticos com atividade contra JEV,
Bovine viral diarrhea virus (BVDV) e Herpes simplex virus 2 (HSV-2) também ja foram
demonstrados utilizando esta técnica e confirmando seus resultados com ensaios in vitro
(FANG et al., 2016; SORAIRES SANTACRUZ et al., 2017; ARUNKUMAR; RAJARAJAN,
2018).

1.2.5 Dinamica molecular

A dindmica molecular (DM) consiste em um sistema de simulagdes que permite modelar
os movimentos de moléculas e macromoléculas a nivel atdmico, tornando observaveis alguns
fendmenos dificieis de se observar experimentalmente. Diferentemente do acoplamento
molecular onde apenas um estado conformacional do complexo proteina-ligante ¢ simulado, a
DM calcula as variagcdes conformacionais deste complexo em fun¢do do tempo como uma
resolucdo das equacdes baseadas na segunda lei de Newton: a for¢a resultante que age sobre
um corpo deve ser igual ao produto da massa do corpo por sua aceleragdo (DURRANT;

MCCAMMON, 2011).

Além disso, as interagdes interatomicas sdo descritas por campos de forga, unindo
diversas funcdes dependentes das posicdes relativas de cada dtomo e parametros numéricos que
representam aproximacdes e correcdes do sistema. Tais simulagdes se mostram promissoras em
areas de estudo como a bioquimica, biologia molecular, bioinformatica e quimica farmaceéutica,
permitindo observagdes a nivel funcional de proteinas, acidos nucleicos, membranas, receptores

e outras estruturas (BOWERS et al., 2006; DURRANT; MCCAMMON, 2011).

Algumas funcdes bioldgicas ainda se encontram fora da algada de uma DM por
limitagdes computacionais e de tempo, bem como do interesse farmacéutico. Ainda assim, a

capacidade de se observar as simulagdes de alteragdes estruturais proteicas, bem como de suas
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interagdes com, por exemplo, um potencial candidato a fdrmaco, em escalas de mili e
microssegundos ressalta a importancia do método. Essa simula¢do que mimetiza uma realidade
biologica pode envolver centenas de milhares de atomos, representativos de macromoléculas
em um ambiente que considera solvente, como agua, além dos ions das moléculas e estruturas

solvatados (DUAN; KOLLMAN, 1998; BOWERS et al., 2006).

Desta forma, as simula¢des de DM sdo uteis no refinamento de resultados, por exemplo,
de acoplamento molecular, permitindo estudar a estabilidade do complexo proteina-ligante e
suas interagdes intermoleculares preditas. Essa estratégia ja foi utilizada na busca de sitios de
ligagdo adjacentes ao sitio ativo da intregrase de HIV-1, um achado que anos depois auxiliaria
no desenvolvimento de inibidores de integrase deste virus (SCHAMES et al., 2004;
DURRANT; MCCAMMON, 2011). Utilizando DM, também ja foi demonstrada uma cavidade
universal no sitio de adesdao da neuraminidase de virus influenza, auxiliando, por exemplo, no

desenvolvimento de farmacos contra este virus (AMARO et al., 2011).
1.2.6 Predicio e mapeamento de sitios de ligacdo em proteinas alvo

Diversas técnicas sdo utilizadas para estudar os possiveis sitios de ligagdo de proteinas
de interesse no planejamento de fAirmacos e para identificar regides favordveis a interacdo com
grupos funcionais especificos. Dentre elas, os /ot spots sao definidos como pequenas regides
ou pontos em sitios de ligagdo que apresentam alguma relevancia energética em interacdes
moleculares. A capacidade destas regides se ligarem a uma variedade de moléculas-sonda pode
ser predita por servidores como FTMap e FTSite, desenvolvidos para estudos de sitios de
ligagdo (KOZAKOV et al., 2015). Ambos podem ser considerados andlogos computacionais de
triagens experimentais de macromoléculas (cristalografia de raios-X e RMN) que identificam
e caracterizam sitios de ligagdo e quais suas possiveis ligacdes. Ambos realizam o mapeamento
de macromoléculas simulando a interagcdo de pequenas moléculas organicas (moléculas-sonda)
com a proteina, DNA ou RNA alvo. Essas sondas variam em forma, tamanho e caracteristicas

fisico-quimicas, como descrito na Tabela 8 (KOZAKOV et al., 2015).
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Tabela 8. Moléculas-sonda utilizadas pelos servidores FTMap e FTSite e suas respectivas

caracteristicas fisico-quimicas.

Molécula-sonda Caracteristicas fisico-quimicas
acetamida (ACD) polar, doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio
acetonitrila (ACN) polar, aceptora de ligagdo de hidrogénio
acetona (ACT) polar, aceptora de ligacdo de hidrogénio
acetaldeido (ADY) polar, aceptora de ligagdo de hidrogénio
metanamina (AMN) polar, positiva, doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio
benzaldeido (BDY) polar, aromatica, aceptora de ligagdo de hidrogénio
benzeno (BEN) hidrofébica, aromatica
tert-butanol (BUT) hidrofobica, aromatica
ciclohexano (CHX) polar, doadora e aceptora de ligacdo de hidrogénio
N,N-dimetilformamida (DFO) polar, aceptora de ligagao de hidrogénio
dimetil éter (DME) polar, aceptora de ligacdo de hidrogénio
etanol (EOL) polar, doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio
etano (ETH) hidrofébica
fenol (PHN) polar, aromdtica, doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio
isopropanol (THS) polar, aceptora de ligagdo de hidrogénio
ureia (URE) polar, positiva, doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio

Fonte: KOZAKOV et al., 2015 (adaptado).

Expressoes energéticas como a interagao eletrostatica, energia de dessolvatacdo, atracao
e repulsdo de interacdes de van der Waals, além do potencial de interagdao pareado baseado na
estrutura das macromoléculas sio utilizados como amostragem no mapeamento do alvo. A
partir dessa amostragem, o FTMap busca as conformagdes de menor energia dessas sondas,
agrupando-as de acordo com a energia média entre elas. Baseado nesses grupos (clusters) ¢é
possivel definir e caracterizar as interagdes entre as sondas e as regioes da proteina onde estdo
situadas. No FTSite, por sua vez, regides para possiveis ligagdes de inibidores sdo pesquisadas
de acordo com a locacgdo das sondas em uma caixa tridimensional ao redor da proteina, também
agrupadas de acordo com a energia média do grupo, sendo as regides com maior quantidade de
sobreposi¢oes de sondas consideradas como os sitios de ligacdo (MOTTIN et al., 2017;
PANTALEAO et al., 2018). Desse modo, o FTSite identifica os sitios de ligagdo enquanto
FTMAp caracteriza tais sitios, fornecendo informagdes relevantes ao planejamento de

potenciais inibidores e candidatos a farmacos.

Uma outra estratégia para identificagdo de regides favoraveis de interacdo entre ligantes
e alvos moleculares ¢ o célculo dos campos de interagdo molecular (do inglés, Molecular
interaction fields — MIF). Esta ferramenta computacional permite a avaliacio da

complementaridade e capacidade de interacdo molecular entre um ligante e receptor, baseado
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nas propriedades estéricas e eletrostaticas dos atomos (sondas) das moléculas envolvidas
(ROCHA; FREITAS; MONTANARI, 2010). Esse tipo de célculo é feito nos programas
AutoGrid, implementado no pacote do AutoDockTools (MORRIS et al., 2009) e GRID
(KASTENHOLZ et al., 2000).

No AutoGrid, as sondas sao movidas por todos os pontos de uma caixa tridimensional
construida em volta de uma regido de estudo da macromolécula, como o sitio ativo da protease.
Cada ponto de interagdo da sonda com os aa ¢ calculado, sendo MIF resultante de pontos
favoraveis em uma determinada energia, representando a forga de atracdo entre o 4tomo (sonda)
e a regido delimitada na macromolécula. Os resultados do GRID distinguem regides por
caracteristicas de interagdes intermoleculares especificas de uma area delimitada no alvo,
permitindo, por exemplo, a constru¢do de modelos farmacoforicos (KASTENHOLZ et al.,

2000; GOODFORD, 2006).
1.2.7 Predicoes de biodisponibilidade (farmacocinética) e toxicidade

Os estudos in silico, além de buscar potenciais moléculas bioativas, também sao
empregados no intuito de eliminar substancias com potencial toxicidade e perfil
farmacocinético inadequado em etapas mais avangadas do desenvolvimento de farmacos.
Assim, ndo s6 moléculas com pouca ou nenhuma atividade durante os ensaios in vitro € in vivo
sao dispensadas, mas também aquelas que poderiam apresentar perfis farmacocinéticos
inadequados ou toxicidade elevada (PATRICK, 2005; PEREIRA, 2007; RUIZ-GARCIA et al.,
2008; WERMUTH, 2008).

Neste ambito, modelos computacionais foram desenvolvidos para predicdo de
parametros envolvidos na farmacocinética ou toxicidade de moléculas bioativas (kits). Alguns,
como os ja citados QSAR e outras técnicas de aprendizado de maquina (MLT), envolvem
modelos matematicos que correlacionam a estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas e
moleculares calculadas com um parametro estudado, como a atividade bioldgica, toxicidade ou
perfil farmacocinético de uma molécula (BARREIRO, FRAGA, 2015; PATRICK, 2005;
WERMUTH, 2008; YANG et al., 2018). Dentre os programas e servidores utilizados para
predicdo das propriedades das moléculas referentes as caracteristicas farmacocinéticas
(biodisponibilidade) e toxicoldgicas, sdo exemplos os servidores admetSAR (YANG et al.,
2018; http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), ProTox-II (BANERJEE et al., 2018;
http://tox.charite.de/protox_I1/) e Pred-hERG 4.2 (BRAGA, 2014;

http://predherg.labmol.com.br/).
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O servidor admetSAR permite uma predi¢ao qualitativa de parametros farmacocinéticos
como a absor¢ao intestinal e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. No ProTox-
I, por sua vez, a predicdo dos potenciais mutagénicos, hepatotdxicos, carcinogénicos,
imunotoxicos, citotdxicos e o valor tedrico de dose letal mediana (DLso) podem ser calculados
e avaliados quanto a sua acuracia de predi¢ao. Por ultimo, Pred-hERG 4.2 avalia o potencial de
bloqueio dos canais para potassio em células cardiacas, também demonstrando uma acurécia

de predigdo (BRAGA, 2014; BANERIJEE et al., 2018; YANG et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

As arboviroses, com destaque as infeccdes por DENV, YFV e ZIKV s3o ainda um
grande problema de Saude Publica mundial, com aproximadamente trés bilhdes de pessoas
vivendo em regides de risco para a dengue e mais de 100 milhdes de casos dessa doenga
anualmente. Adicionalmente, ZIKV apresenta manifestagcdes clinicas de importancia, como a
sindrome de Guillain-Barré e sindrome congénitas como ma-formagdes do SNC em fetos,
somando cerca de 3.000 casos relatados em 2016 no Brasil. A febre amarela, ainda que
prevenivel por vacina¢do desde a década de 1940, apresentou surtos desde 2017, somando
quase 1.000 obitos confirmados até agora. No pais, nos anos de 2015 e 2016 foram estimados
mais de 1,5 milhdes de casos de dengue e 200.000 casos de Zika, enquanto cerca de 1.439.471

casos provaveis de dengue ¢ 9.813 de Zika foram relatados em 2019.

Até o momento, ndo ha farmacos antivirais aprovados para o uso em caso de infecg¢des
por esses trés virus. Nao existem vacinas especificas para ZIKV e, embora uma vacina contra
dengue tenha sido aprovada, além de outras em fases de testes clinicos, sua taxa de prote¢ao
ainda permanece baixa. Ainda que exista também uma vacina para febre amarela, os surtos em
2017 e 2018 ressaltam a necessidade de uma opgao terapéutica disponivel. Além disso, a
dificuldade no diagnostico soroldgico destes virus, em razdo de reagdes cruzadas pela
semelhanca entre as espécies, deixa os testes confirmatorios as técnicas de biologia molecular,
dificeis de ser aplicadas em ampla escala. Sendo assim, a busca por novas moléculas bioativas

com potente atividade contra estes virus denota relevancia e urgéncia.

Devido a sua atividade enzimatica indispensavel a multiplicacdo destes virus, a proteina
NS3 se apresenta como alvo favoravel para o desenvolvimento de novos farmacos antivirais,
sendo a NS3pro excepcionalmente importante como alvo multiviral ou panflavivirus, uma vez
que apresenta caracteristica multifuncional (protease, helicase e trifosfatase), essencial em
diferentes etapas no processo de multiplicagdo viral. Altamente conservada dentre diferentes
espécies de Flavivirus, a NS3 apresenta capacidade de modulagdao imune (NS4), interage com
NS4B e NS5, além de apresentar multidominios diversos do complexo NS2B-NS3 e,
consequentemente, mais opg¢des de sitios alvo. Portanto, a presente proposta objetiva,
empregando estratégias in silico e in vitro de triagem e planejamento de moléculas bioativas,
descobrir e/ou desenvolver novas substincias antivirais contra DENV, YFV e ZIKV,

estabelecendo como alvo molecular a proteina NS3pro.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral
Identificar substancias com potencial atividade antiviral, planejadas para atuarem contra
a protease viral NS3 de DENV, YFV e ZIKV, utilizando estratégias de planejamento de

moléculas bioativas in silico ¢ validagao de sua atividade in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Construir modelos quantitativos da relacdo quantitativa entre a estrutura quimica e
atividade biologica por holograma (HQSAR) e similaridade estrutural de compostos
peptideomiméticos com atividade anti-DENV pré-selecionados da literatura;

3.2.2 Realizar o mapeamento e predi¢do dos sitios de ligacdo nas proteases de DENV e ZIKV;

3.2.3 Construir um modelo farmacoforico utilizando as informagdes dos modelos de HQSAR,
mapeamento das estruturas, acoplamento molecular (molecular docking) e dindmica
molecular;

3.2.4 Selecionar potenciais inibidores de multiplicacdo de flavivirus por triagem virtual,
utilizando filtros de propriedades e farmacoforo, em quimiotecas como ZINC, FDA,
NuBBE e de substancias sintetizadas no Laboratorio de Quimica Farmacéutica
Medicinal e Modelagem Molecular da UFMG;

3.2.5 Selecionar potenciais inibidores de protease dos virus (NS3pro) utilizando as técnicas
de docking e dinamica molecular;

3.2.6 Avaliar propriedades de biodisponibilidade e toxicidade das substincias avaliadas in
silico para desconsiderar aquelas indesejaveis na aquisicao;

3.2.7 Determinar a concentragdo citotoxica 50% (CCso) e concentragao efetiva 50% (CEso)
para 50% das células, além dos respectivos indices de seletividade (IS) das substancias
selecionadas na triagem virtual pelo teste colorimétrico de MTT e ensaios de reducao
do ntimero de placas de lise;

3.2.8 Avaliar a atividade virucida e determinar a concentragdo virucida (CVso) das
substancias que apresentarem atividade antiviral in vitro;

3.2.9 Avaliar o efeito de pré-tratamento das substancias no ciclo de multiplicacao dos virus.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Analises in silico

4.1.1 Conjunto de dados para analise: selecio de moléculas bioativas

Inicialmente, foi realizada uma busca na literatura por compostos com atividade de inibigao
enzimatica e/ou antiviral contra DENV e ZIKV. Dentre os critérios, foram incluidos os termos
“NS3”, “antiviral” e “synthetic compounds”, delimitando um periodo de 2013 a 2018. Foram
encontrados cerca de 70 trabalhos, priorizando aqueles que continham grupos de pelo menos
20 moléculas, a fim de se obter um nimero minimo experimental de substancias que abrangesse
maior quantidade de estruturas com grupos funcionais e/ou substituintes distintos. Os modelos
estruturais tridimensionais das moléculas selecionadas foram construidos utilizando o programa

Discovery Studio (BIOVIA, USA, 2016).

Ao final da constru¢do os compostos foram submetidos ao pacote computacional
KNIME® (BERTHOLD et al. 2007), para criagdo do banco de conférmeros necessarios. Foi
gerado o conformero de menor energia de cada composto dentre um niimero maximo de
conformagdes reunidas e ordenadas de acordo com a energia, ou seja, a unidade conformacional
de maior estabilidade. Todas as estruturas tiveram seus estados de ionizacdo corrigidos de

acordo com pH fisiologico, também utilizando pacote computacional KNIME®.

Finalmente, foi realizada uma separagdo das moléculas em grupos ou conjuntos
treinamento e teste (80% e 20% das moléculas, respectivamente), para elaboragdo do modelo
de HQSAR. Essa separag¢do obedeceu dois critérios: (i) exclusdo de moléculas inativas ou nao
validadas experimentalmente dos grupos treinamento e teste; e (ii) exclusdo da(s) molécula(s)

mais ativa(s) da(s) série(s) do grupo teste.

4.1.2 Relacdo quantitativa entre a estrutura quimica e atividade biolégica por

holograma (HQSAR) de compostos peptideomiméticos

O principio do método de HQSAR foi embasado na combinagdo dos descritores: &tomos
(A), ligagdes (B), conectividade (C), atomos de hidrogénio (H), quiralidade (Q) e atomos
doadores ou aceptores (DA) para geragcao dos modelos, utilizando a estrutura 2D das moléculas.
O tamanho do fragmento foi fixado em relagdo ao numero de atomos (4 a 7), além de um
tamanho minimo e maximo de extensdo dos hologramas (50 a 500 bins), organizados em

nimeros primos.
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Os quatro melhores modelos (maiores valores de q°) obtidos nessa fase de otimizagio
foram submetidos a variagdes dos tamanhos dos fragmentos, em intervalos de 2, 3 e 4 4tomos,
mantendo sempre os descritores de cada modelo. Dessa forma, foram selecionados 20 modelos
(cinco melhores de cada), obtendo uma otimizagao dos resultados na primeira fase, buscando
construir um modelo estatisticamente mais representativo, que correlacionasse o holograma

com a atividade biologica experimental (variavel dependente) das moléculas.

Os 20 modelos selecionados foram submetidos a uma validacdo externa no pacote
computacional KNIME®, em que diversas métricas podem ser avaliadas na busca da
capacidade preditiva mais robusta de um modelo, por exemplo, maiores médias nos testes de
g’ e 1% aplicados, bem como menores média de erro absoluto (do inglés, Mean Absolute Error
— MAE) e erro quadratico médio (do inglés, Root Mean Squarred Error — RMSE). MAE
corresponde a uma pontuagdo linear, distribuindo igualmente as diferencas individuais de um
grupo analisado. RMSE, por sua vez, compara a média da magnitude do erro em um grupo
(CHIRICO; GRAMATICA, 2011; CHAIL, DRAXLER, 2014; GRAMATICA; SANGION,
2016).

Finalmente, uma regressao pelos minimos quadrados parciais ¢ uma validagao cruzada
também foram empregados para selecdo de um modelo 6timo de HQSAR. Devidamente
validado pelos testes de validagdes externas e cruzadas, foi possivel obter mapas de
contribuicdes dos fragmentos moleculares, sendo esses positivos ou negativos para atividade
bioldgica das moléculas utilizadas no modelo, o que pode indicar regides fundamentais das

moléculas avaliadas na inibi¢ao da protease de DENV.
4.1.3 Sele¢ao e preparo das estruturas da NS2B-NS3

A fim de selecionar a estrutura da protease com qualidade mais adequada aos estudos
computacionais, foi realizada uma busca no banco de dados de proteinas (do inglés, Protein
Data Bank — PDB; (BERMAN et al., 2000), um repositorio de arquivos contendo a estrutura
tridimensional de proteinas, obtidas por métodos experimentais como difracdo de raios-X por

cristalografia, espectroscopia de RMN e microscopia crio-eletronica.

Foram feitas buscas utilizando os seguintes termos como palavras-chave: “NS3”,
“DENV”, “ZIKV”, “YFV” e “protease”. Quatro critérios para eleicdo da estrutura mais
apropriada para o estudo, foram estabelecidos, descritos do mais relevante para o menos

relevante: (i) valor da resolugdo <2.0 A, indicando estruturas de alta resolucio, ou seja, maior
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confiabilidade da posicdo dos atomos dos aa da proteina alvo; (ii) presenca de inibidores
interagindo com a proteina, a fim de compara-los com ligantes planejados, bem como de obter
um estado conformacional apropriado para a ligacao; (iii) auséncia de mutacgdes, buscando
sequéncias mais similares aquelas dos modelos experimentais; e (iv) cadeias completas,
evitando a necessidade de construgdo por homologia. O programa PyMOL 2.0.4 (Schrodinger,
Inc., DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA, version 0.99¢, 2017) foi empregado para as

analises visuais e confecc¢ao das figuras apresentadas como alguns dos resultados deste trabalho.

Além das moléculas selecionadas, as estruturas das proteases de DENV e ZIKV também
foram selecionadas no PDB e visualizadas no programa PyMOL. Os arquivos das estruturas
selecionadas foram obtidos no PDB, sob os cddigos de identificagdo 3U1I (DENV-3) e SYOF
(ZIKV) (NOBLE et al., 2012a; PHOO et al., 2016). Ambos foram importados ao programa e
submetidos a coloracdo em suas fragoes NS3 C’ e N’ terminais, NS2B, alga linker, triade
catalitica, ligante e helicase (quando houvesse). Nao haviam estruturas cristalograficas da
protease de YFV disponiveis no PDB até o inicio do projeto e, considerando a similaridade e
identidade entre as proteases, apds as analises estruturais conduzidas, apenas a protease de
DENV-3 foi selecionada para os estudos posteriores de acoplamento molecular, permitindo sua

comparag¢ao com dados obtidos dos compostos peptideomiméticos de Behnam et al. (2015).
4.1.4 Predigao dos sitios de ligacio da protease e campos de interacio molecular (MIF)

As estruturas selecionadas da protease de DENV e ZIKV, no formato PDB, foram
submetidas aos servidores FTSite e FTMap (“The FTMap family of web servers for
determining and characterizing ligand-binding hot spots of proteins. - PubMed - NCBI”, ),
buscando predizer cavidades da protease susceptiveis a atuarem como sitios de ligagdo e quais
tipos de ligagdes seriam propicios a ocorrerem nestes sitios, respectivamente. O servidor FTSite
resultou nos potenciais sitios de ligagdo e aa de interesse da protease, enquanto o servidor
FTMap resultou no grupamento de moléculas-sonda que interagem com os aa da protease,

divididos por cada sitio de ligagao.

Durante a caracterizagao do perfil de afinidade dessas regioes, foi utilizado o programa
Discovery Studio (BIOVIA, USA, 2016), em que foram observadas interacdes ocorrendo entre
cada grupo funcional das sondas moleculares e aa dos sitios de ligacdo da enzima. Dessa
maneira, foi possivel estimar quais aa fazem mais ligacdes, ou seja, interagem mais com alguma
molécula-sonda que esteja proxima, bem como quais sondas sdo mais importantes estarem

presentes em um inibidor € em qual cavidade da proteina poderiam se ligar, além dos tipos de
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ligagdo que ocorreriam. Na andlise da interacdo destas sondas com os aa da protease, foram
identificados quais aa interagem com determinada molécula-sonda e a quantidade de ligacdes
presentes pela sonda, divididas em aceptor de ligacao de hidrogénio (HBA), doador de ligagao
de hidrogénio (HBD), interacdo eletrostatica (idnica) e interagdes de van der Waals

(hidrofdbicas).

O programa AutoGrid (AutoDockTools) foi utilizado para caracterizagdo dos campos
de interacdo moleculares. Previamente, a proteina foi preparada de acordo com o tutorial “Using
AutoDock 4 and AutoDock Vina with AutoDockTools: A Tutorial” (HUEY ET AL., 2012),
seguindo os seguintes passos: 1) foram retiradas as moléculas de 4gua presentes na estrutura; ii)
foram deletados os dados de dupla ocupancia, ou seja, duas probabilidades de posi¢do de
atomos, removendo aqueles que apresentavam menor valor; iii) foram adicionados atomos de
hidrogénios; iv) foram calculadas as cargas atomicas parciais computadas para todo o ligante;

v) o arquivo preparado foi salvo utilizando a extensao .pdbqt.

A extensdo da caixa tridimensional foi definida em 20x20x20 A, com espagamento
padrio de 1 A entre os pontos do grid, sendo o centréide definido como o centro de massa do
ligante presente na estrutura. Nos calculos, foram selecionadas as seguintes sondas:
hidrofobica, representada pelo carbono alifatico (C); doadora de ligagdo de hidrogénio,
representada por um hidrogénio doador (HD); aceptora de liga¢ao de hidrogénio, representada
por um oxigénio aceptor (OA); e eletrostatica (E). Os resultados também foram visualizados no

programa PyMOL.
4.1.5 Acoplamento molecular (molecular docking): ligantes e peptideomiméticos

Os estudos de interacdo entre os ligantes selecionados e o alvo molecular (NS3pro)
foram realizados utilizando o método de acoplamento molecular (molecular docking). Somente
o modelo da proteina de DENV (PDB: 3U1I) foi selecionado para estes estudos e o sitio de
ligacdo foi definido ao redor do ligante co-cristlizado da protease, utilizando os programas

Surflex Docking e GOLD 5.1 (JAIN, 2003; VERDONK et al., 2003).

Os parametros intrinsecos dos programas, como fun¢ao de pontuacao, flexibilidade de
aa e atomos, além do ntimero de poses foram testados e avaliados previamente de forma a
melhor reproduzir o modo de ligacao experimental de ligantes conhecidos (VALLONE A, et
al. 2018). Nesse caso, foi feita a reproducdo do acoplamento molecular da molécula mais ativa

(62) do trabalho de Behnam et al. (2015), fornecendo dois resultados: uma pontuacao (baseada
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no algoritimo do programa) referente a afinidade com a proteina estudada (ranqueamento das
substancias) e o modo de ligacdo e suas interagdes intermoleculares (avaliacdo de interagdes

necessarias das substancias para inibir a enzima em estudo).

Ademais, interacdes de grupos funcionais com aa da protease de inibidores conhecidos
e utilizados neste trabalho foram comparados aos resultados dos mapas dos sitios de ligagao,
além dos mapas de contribui¢do quimica do HQSAR. Assim, o conjunto de dados permitiu
avaliar, junto ao docking, informagdes relevantes de cada estratégia na constru¢do do modelo

farmacoforico.
4.1.6 Construcio do modelo farmacoforico e triagem virtual (VS)

Utilizando as informagdes dos modelos de HQSAR construidos e validados, além do
mapeamento das estruturas dos alvos, acoplamento molecular (molecular docking) e
simulagdes de dindmica molecular, um modelo farmacofoérico foi construido no programa
UNITY, implementado na plataforma computacional SYBYL-X 2.1. O modelo representa um
conjunto de caracteristicas que definem um ou mais grupos funcionais ou subunidades
estruturais, necessarios para o melhor reconhecimento molecular de um ligante a um
determinado alvo, sugerindo maior afinidade (YANG, 2010). Esse compilado de varidveis e
informacdes nos resultados desse trabalho (HQSAR, FTSite, FTMap, AutoGrid, docking e
DM), possibilitou selecionar aa de interesse e definir centroides de interagdo molecular no
modelo, permitindo filtrar moléculas de interesse, como potenciais inibidores da protease de

DENYV utilizada (LEONEL et al., 2018).

As bibliotecas empregadas na triagem virtual foram: i) quimioteca de substincias
sintetizadas pelo Laboratorio de Quimica Farmacéutica e Medicinal (QF) da Faculdade de
Farmacia (FAFAR) da UFMG, que contempla mais de 1.200 substancias catalogadas; i1) um
subconjunto do banco de dados ZINC (https://zinc.docking.org/), com 7.586.000 moléculas,

previamente selecionadas baseado em propriedades “druglike” e/ou disponibilidade de

aquisicdo via MolPort (https://www.molport.com/shop/index); iii) NuBBE, Nucleo de

Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia da UNESP, contendo 2.712 produtos naturais; iv)
DrugBank, banco contendo 9.821 farmacos aprovados pelo FDA ou em fase experimental e
disponiveis comercialmente. O niimero de candidatos corresponde ao total de moléculas
disponiveis em cada banco de dados até a execugdo do protocolo de triagem virtual, em margo

de 2019.


https://zinc.docking.org/
https://www.molport.com/shop/index
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Na etapa inicial do protocolo de triagem, um filtro foi estabelecido baseado em
modifica¢des na regra dos cinco de Lipinksi (LIPINSKI, 1997) e nas regras de Veber (VEBER,
2002), além de alguns critérios especificos (centros quirais, carga total, solubilidade e
elementos permitidos) em razao dos métodos aplicados no estudo (HQSAR, docking e dinamica
molecular), buscando selecionar candidatos obedecendo a certos pardmetros de afinidade de
farmaco, a fim de obter moléculas que apresentassem, de uma maneira geral, maior

biodisponibilidade. Os parametros foram listados na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros definidos para o modelo de triagem virtual

Parametros Condigoes
Elementos permitidos C,O,N,H,P,S,F,Cl,Br,1
Doador de hidrogénio (HBD) 3as
Aceptor de hidrogénio (HBA) 0alo
LogP -2,0a5,5
Massa molecular (MM) 150 a 550
Carga total 0a+2
Centro quiral <2
Ligagdes rotacionaveis <10
Area de superficie polar (PSA) 0a300
Solubilidade Baixa (limitado a DMSO)

Algumas dessas varidveis foram modificadas buscando aprimorar o filtro de triagem
inicial. Uma margem de tolerancia de 10% foi ajustada para os pardmetros de massa molecular
(550 Da) e de log P (5,5), comparado com a regra de Lipinski, de at¢ 500 Da e 5,0,
respectivamente. Respeitando ao menos 3 dos 4 parametros da regra, a margem foi definida em
razdo das caracteristicas de tamanho e peso molecular dos protdtipos — peptideomiméticos
(LTPINSKI, 1997). Igualmente, esse ajuste considerou o nimero de doadores e aceptores de

hidrogénio limitados pelo farmaco6foro, buscando evitar excluir potenciais candidatos.

Ja comparado as regras de Veber, pouco mais do dobro da superficie polar foi
considerado (300 A2), em razdo do alto cariter polar dos compostos peptideomiméticos
utilizados (VEBER, 2002). Os 4tomos permitidos, por sua vez, foram limitados a carbono,
oxigénio, nitrogénio, hidrogénio, fésforo, enxofre, flaor, cloro, bromo e iodo, em razao do
campo de forca do ligante no docking e considerando maximizar a viabilidade sintética dos hits

obtidos neste trabalho. Neste caso, o acoplamento realizado no programa Surflex Docking se
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limita a auséncia de metais no calculo da funcdo score, sendo necessario adiciona-los

manualmente para as predigdes.

Dois centros quirais também foram delimitados, buscando reduzir a possibilidade de
enantidmeros e facilitar uma eventual viabilidade de sintese de moléculas. A carga total (0 a
+2), por sua vez, se baseia em uma maior disponibilidade de cargas positivas para interagir com
atomos no alvo, permitindo, por exemplo, interagdes i0nicas e ligagdes de hidrogénio. Contudo,
o numero nao pode ser elevado o bastante, haja visto que o estado de ionizagdo influencia
diretamente na solubilidade e, consequentemente, na permeabilidade em membranas celulares

(TEN BRINK; EXNER, 2009; H. BROOKS; C. GUIDA; G. DANIEL, 2011).

Por ultimo, um filtro de solubilidade das moléculas foi delimitado em dimetilsulfoxido
(DMSO), em razao da capacidade deste solvente em dissolver uma ampla gama de propriedades
fisico-quimicas, apresentar baixa volatilidade, miscibilidade com 4gua e outros solventes. Além
disso, DMSO apresenta relativa baixa toxicidade em culturas celulares e possibilidade de
congelamento abaixo de -196 °C em nitrogénio liquido, sendo op¢ao universal de solvente mais
favoravel, especialmente a manutencao da estabilidade das moléculas em solugcao (BALAKIN,

2003; BALAKIN et al., 2004; WAYBRIGHT; BRITT; MCCLOUD, 2009).

Foi novamente gerado o conformero de menor energia das cerca de 7.600.000 moléculas
e corrigido seu estado de ionizacdo de acordo com pH fisioldégico (ambos no pacote
computacional KNIME®). Dessa forma, o protocolo consistiu em sete etapas apresentadas no

esquema abaixo (Figura 16)
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HQSAR, Lipinski e Veber

Farmacoforo

Docking GLIDE

Predicao HQSAR

Figura 16. Esquema de etapas da triagem virtual. Paralelamente, os quatro bancos de dados foram filtrados nas

condi¢des dos parametros das propriedades moleculares de interesse (fragmentos arginina, lisina e modificagdes
das regras de Lipinski e Veber), utilizando pacote computacional KNIME® (1). As moléculas restantes foram
filtradas pelo modelo farmacofoérico na plataforma UNITY (2). Estudos de acoplamento molecular para selecionar
as moléculas com maior afinidade com a enzima foram realizados utilizando o programa Surflex (3). O docking
também utilizando o programa GLIDE foi realizado (4). Seguidamente, a predi¢do das moléculas com o modelo
de HQSAR selecionado foi realizada (5). Simulagdes de dindmica molecular foram empregadas para avaliar a
afinidade e estabilidade de interagdo das moléculas no sitio alvo (farmacé6foro) (6). Finalmente, predigdes de
biodisponibilidade (admetSAR) e toxicidade (Pred-hERG e ProTox-II) foram realizadas a fim de se desconsiderar

moléculas indesejaveis na aquisic¢do (7).

A ordem dos programas na abordagem Surflex > GLIDE > HQSAR também foi alterada
para GLIDE > Surflex > HQSAR e HQSAR > Surflex > GLIDE, empregando assim uma
abordagem complementar dentre os dois programas nas analises de acoplamento molecular e o
modelo de HQSAR, gerando maior diversidade de resultados. No final das quatro etapas, os
hits putativos identificados foram adquiridos e/ou sintetizados para validagdo e confirmacao da
atividade bioldgica nos testes in vitro. Posteriormente, complementando os resultados dessas
etapas e das moléculas obtidas outros MLT, como vizinhos mais proximos de “k” (do inglés,
como k Nearest Neighbours — kNN), floresta aleatoria (do inglés, random forest — RF) e
maquina de vetor suporte polinomial (do inglés, Support Vector Machine — SVM — polynomial)

foram empregados para predi¢ao da atividade biologica.
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Na construg@o do protomol ou cavidade filtro do modelo farmacoforico, dois parametros
foram considerados: (i) threshold (0,01-0,99), um limiar de volume méaximo a cavidade passivel
de encaixe de moléculas na protease; (ii) bloat (0-10,0), tamanho (A) do espago permissivel do
protomol, que teoricamente, quanto menor, mais estavel. Além dos critérios de orientagao e
volume selecionados, alguns pardmetros foram analisados comparativamente e selecionados
para padroniza¢do de um modelo 6timo baseado nas interagdes do ligante (SYBYL and related

Tripos modules ©, 2010,).

Os parametros analisados foram: (i) Surflex Docking (Screen, Geom e GeomX):
variantes do modelo de docking. Screen ¢ considerado o mais rdpido (densidade de spin
eletronico = 3, ou seja, probabilidade de encontro de um elétron), Geom o intermediario (spin
=6) e GeomX o0 mais exaustivo ou de maior acuracia (spin = 9); (ii) mobilidade de hidrogénios
(sim ou ndo): permite uma pré-simulacdo de interferéncia ou interagdo de ligagdes de
hidrogénio externas a cavidade ou dos 4atomos na cavidade ; (iii) conformacdes adicionais
iniciais (0-16): permite flexibilidade, com mais conformag¢des de grandes moléculas, cadeias
ou aa, sendo no minimo seis quando presentes argininas ou lisinas na molécula; (iv) expansao
de busca (A): limita a distancia de interagio entre cada atomo do ligante com o sitio/subsitios
(sendo 6A suficiente para as trés ligagdes possiveis: hidrogénio, idnica e hidrofobica); (v)
conformagdes maximas por fragmento (0-100): delimita a quantidade de conférmeros que o
ligante podera apresentar ao tentar interagir com a protease; (vi) ligagdes rotacionaveis
maximas (0-100): flexibilidade rotacional de cada 4&tomo ou grupo funcional ao interagir com
atomos da protease; (vii) spins por alinhamento de moléculas (12-36): controle de rotagdes dos
vetores de ligagdo, ou seja, o direcionamento da ligagdo e do momento polo-dipolo; (viii) poses
maximas por ligantes (3-100): nimero de posi¢des possiveis das moléculas na cavidade de
interacdo. Um numero menor favorece posicdes de flexibilidade controlada, reduzindo a
possibilidade de interagdes menos provaveis ou dificultadas; (ix) densidade de busca (3, 6 ou
9A): limita a uma triagem simples (3A), de maior acuracia (6A) ou exaustiva (9A); (x) RMSD
minimo (0,01-0,99): valor da média da distdncia das posi¢des atdmicas entre estruturas ou

ligagdes (AN, 2003, 2007).
4.1.7 Dinamica molecular

As dinamicas moleculares (DM) na protease de DENV, junto ao inibidor presente na
estrutura selecionada (PDB: 3U1I) ou moléculas obtidas na triagem foram preparadas ajustando

estados de ionizacdo de aa e corrigindo 4tomos ausentes de cadeias laterais (PrepWiz, Maestro
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v2019.1). Segmentos ausentes de NS3 foram modelados utilizando o programa Prime,
removendo sequéncias incompletas e ios sulfato. Moléculas de 4gua com trés ou mais ligagdes
de hidrogénio foram mantidas e foi delimitado Serl35 para simulagdes de interagdes
covalentes. Posteriormente, o sistema teve seu estado de protonacdo ajustado utilizando o
programa Epik, especificamente na triade catalica, além da minimizacdo da energia do sistema

(JACOBSON et al., 2004; SHELLEY et al., 2007; MAGILL et al., 2014).

As DM foram realizadas utilizando programa Desmond com o campo de forca OPLS3e
(BOWERS et al., 2006). O sistema simulado abrangeu o complexo ligante-alvo, um modelo de
agua predefinido (TIP3P) como solvente explicito e contra-ions (Na" ou CI") ajustados para
neutralizar a carga geral do sistema (em torno de 4 a 5 atomos de Na"). O sistema foi tratado
em uma caixa cubica com condi¢gdes de contorno periodicas, especificando a forma e o tamanho
da caixa a uma distancia de 13 A das bordas da caixa a qualquer 4tomo da proteina (cerca de
40.000 atomos entre proteina, ligante, solvente e ions). Um intervalo de tempo de 1 fs foi
utilizado, tratando as interacdes couldmbicas de curto alcance com um valor de corte de 9 A
(método de curto alcance), enquanto o método de malha suave de particulas de Ewald (do
inglés, Particle Mesh Ewald — PME) foi utilizado para interagdes couldmbicas de longo alcance

(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993).

Inicialmente, o relaxamento do sistema foi realizado usando os algoritmos de fase
estacionario (Steepest Descent) e de memoria limitada (Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno) de
maneira hibrida. Esta simulacdo foi realizada sob o conjunto por 5 ns, implementando os
métodos de termostato e barostato de Berendsen. Uma temperatura constante de 310 K
(Kelvin), equivalente a 36,85 °C, foi mantida durante toda a simulagdo usando o algoritmo do
termostato Nose-Hoover e o algoritmo Martyna-Tobias-Klein Barostat para manter 1 atm de
pressdo. Finalizada a minimizagao e relaxamento do sistema, foi realizada etapa de produgdo
de 1 ps. Todas as simulacdes de DM foram realizadas pelo menos em trés execucdes
independentes com sementes geradas aleatoriamente. Nas simulagdes, as estruturas
representativas da proteina foram selecionadas com base na inspegdo visual das interagdes
conservadas e na variacdo do RMSD. As interagdes ¢ distancias foram determinadas usando o
pipeline de andlise de eventos de simulagdo implementado no programa Maestro (Maestro

v2019.1).

Os critérios geométricos atuais para a ligacdo de hidrogénio (H) do ligante de proteina

foram: (i) distancia de 2,5 A entre os 4tomos doador (D) e aceptor (A) (D-H...A); (ii) angulo
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doador >120° entre os dtomos doador-aceptor de hidrogénio (D-H...A); e (iii) angulo aceptor
>90° entre os atomos ligados ao aceptor de hidrogénio (H...A-X). Quanto a ligagdo de
hidrogénio da proteina-agua ou do ligante 4gua: (i) distancia de 2,8 A entre os atomos doador
e acceptor (D-H...A); (i1) angulo doador >110° entre os atomos doador-aceptor de hidrogénio
(D-H...A); e (iii) angulo aceptor >90° entre os atomos ligados ao aceptor de hidrogénio (H...A-
X). As interagdes hidrofobicas inespecificas sdo definidas pela cadeia lateral hidrofobica a 3,6
A dos carbonos aromaticos ou alifaticos de um ligante e as intera¢des - requerem dois grupos
aromaticos empilhados frente a frente, a 4,5 A de distancia. As trajetérias da dinamica

molecular foram visualizadas e as figuras foram produzidas utilizando programa PyMOL.
4.1.8 Predicoes de toxicidade

As propriedades das moléculas referentes as caracteristicas farmacocinéticas
(biodisponibilidade) e toxicologicas foram preditas empregando os servidores admetSAR
(YANG et al., 2018; http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), ProTox-II (BANERJEE et al.,
2018; http://tox.charite.de/protox_II/) e Pred-hERG 4.2 (BRAGA, 2014;

http://predherg.labmol.com.br/). Todas as moléculas oriundas da triagem virtual foram

submetidas em formato sdf (do inglés, spatial data file) aos servidores, retornando dados de
predicao, a partir demoléculas ja descritas com uma ou mais propriedades associadas a

farmaconinética ou toxicidade.

4.1.9 Modelos de aprendizado de maquina (MLT) para prediciao da atividade inibitéria
da protease de DENV

Diversos modelos computacionais foram desenvolvidos para predicdo de pardmetros
envolvidos na farmacocinética, toxicidade de moléculas bioativas e da propria atividade
biologica. As MLT por exemplo, envolvem modelos matematicos que correlacionam uma
estrutura quimica e suas propriedades fisico-quimicas com determinados parametros em estudo

(BARREIRO, FRAGA, 2015; YANG et al., 2018).

As propriedades fisico-quimicas das substancias foram calculadas utilizando o pacote
computacional KNIME® (BEISKEN et al., 2013). Os dados foram analisados e comparados
com os parametros definidos pelas regras de Lipinski e de Veber, a fim de descrever o carater
druglike das moléculas obtidas na triagem. Foram utilizados para avaliar as propriedades
moleculares, seus respectivos céalculos preditivos, bem como sua classificagdo quanto as regras

empiricas.


http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/
http://tox.charite.de/protox_II/
http://predherg.labmol.com.br/
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Inicialmente, os mesmos compostos peptideomiméticos separados nos grupos
treinamento foram empregados para treinar MLT como arvores de decisdo (do inglés, decision
trees — DT), RF, multicamadas perceptron (do inglés, Multilayer Perceptron — MLP), kNN,
Naive Bayes (NB), do teorema de Bayes ¢ maquinas de vetores suporte, ambos utilizados
modelos de classificagdo. Ja os compostos dos conjuntos teste foram empregados na validacao

externa.

As propriedades citadas anteriormente (peso molecular, Log P, aceptores e doadores de
hidrogénio, ligacdes rotacionaveis e area de superficie polar), bem como doze conjuntos de
impressdes digitais, foram calculados com o descritor PaDEL: fingerprinter, fingerprinter
extendido, EState, graficos, MACCS, PubChem, subestruturas, contagem de subestruturas,
Kleklota Roth, contagem de Kleklota Roth, Atom Pair 2D e contagem de Atom Pair 2D (Y AP,
2011). Todos os conjuntos de impressdes digitais foram usados para gerar modelos baseados

em combinac¢ao com uma variagao de parametros intrinsecos de cada técnica.

Os modelos de DT foram construidos variando o numero minimo de registros por né (2
a 100). Os parametros de RF foram rastreados heuristicamente por nlimero variavel de niveis
(10 a 50, em etapas de 10 niveis) e varios modelos (10.000 a 50.000 em etapas de 10.000). Os
parametros de MLP também foram rastreados heuristicamente variando um niumero de camadas
(1 a 5, nas etapas de uma camada) e um numero de neurdnios ocultos por camada (20 a 100,
nas etapas de 20 neur6nios). Os modelos kNN foram gerados variando o ntimero de vizinhos
mais proximos de “k” entre 1 a 27, em nimeros impares. Modelos de kNN com vizinhos
ponderados por distancia também foram gerados usando mesma variagdo de parametro k. O

parametro de probabilidade de NB foi triado de 0,1 a 5 em etapas de 0,1.

Finalmente, os modelos de SVM foram treinados usando trés nucleos diferentes: fungao
de base radial (do inglés, Radial Basis Function — RBF), hiper tangente (do inglés, Hyper
Tangent — HT) e polinomial. Cada modelo conta com um conjunto de pardmetros rastreado e
variavel: sigma de 0,5 a 300 (RBF); kappa e delta de 1 a 50; viés e gama de 1 a 5 (polinomial).
Uma sobreposi¢ao de penalidade (do inglés, C parameter) também variou de 1 a 1500 para

todos os trés modelos de SVM (MALTAROLLO et al., 2019).
4.1.10 Validacoes e selecdo dos modelos de aprendizado de maquina

Todos os modelos gerados foram validados pelo coeficiente de correlacio de Mathew

(do inglés, Matthew’s Coeficient Correlation — MCC), score F1, area sob a curva (do inglés,
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area under curve — AUC) de uma curva caracteristica operacional do receptor (ROC) e taxa de
verdadeiros positivos (do inglés, true positive rate — TPR). Esses quatro parametros de
validacao selecionados foram obtidos para os compostos do grupo teste (métricas de validagao
externa) e em uma validagcdo cruzada (CV) de cinco vezes (métricas de validagdo interna)

(ROY; KAR; DAS, 2015).

Os modelos foram classificados de acordo com o MCC de validacao externa (extMCC)
calculado com o conjunto de testes, seguido por score F1, AUC e TPR também de validagdes
externas. As métricas calculadas cinco vezes na CV foram empregadas para verificar a
consisténcia dos modelos. Nesse caso, quando um modelo mais preditivo (valor extMCC mais
alto) apresentou um cvMCC baixo, também foi selecionado um modelo consistente ao
selecionar as médias mais altas das métricas somadas (cvMCC + extMCC) e com a menor

diferenga (AMCC) entre si.

Finalizados os treinamentos e validagdes dos modelos, apenas os trés que apresentaram
valores mais robustos de predi¢do (ROC mais proéximo de 1,0) e nas métricas de validagao
(superiores a 0,6), foram selecionados. Nestes modelos, as moléculas triadas foram

classificadas como ativas ou inativas a partir de um valor de corte de ICso equivalente a 10 uM.
4.2 Linhagens Celulares

A produgdo dos estoques virais e titulagdo de ZIKV e YFV, bem como a avaliagdo da
citotoxicidade (CCso) e determinacao da atividade antiviral (CEso) das substancias, foi feita em
uma linhagem celular aderente de epitélio renal de macaco-verde africano (Cercopithecus
aethiops), Vero (ATCC® CCL-81™). Ja para os virus DENV-2 e DENV-3, foi utilizada uma
linhagem celular aderente do epitélio renal de hamster-sirio (Mesocricetus auratus), BHK-21

(ATCC® CCL-10™),

As células foram cultivadas em meio minimo essencial de Eagle (do inglés, Eagles’s
Minimum Essential Medium — MEM) (Cultilab, Brasil). O meio foi suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), além de 100 UI/mL de penicilina (Cellofarm, Brasil),
100 pg/mL estreptomicina (Merck, Alemanha) e 0,25 pg/mL anfotericina B (Cultilab, Brasil).
As células permaneceram sob cultivo a 37 °C em atmosfera de 5% de COz. Posteriormente, as
células foram lavadas com com salina tamponada com tampao fosfato (do inglés, phospate-
buffered saline — PBS), homogeneizadas em tripsina acrescida de acido etilenodiaminoacético

(EDTA) (Sinapse Biotecnologia, Brasil) e contadas para realizagdo dos ensaios.
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4.3 Virus

4.3.1 Estoques

Virus foram obtidos da colecdo de virus do Laboratério de Virus, do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. ZIKV (PE243) [LOTE:
PE243/2015] foi isolado em Recife, Pernambuco, Brasil em 2015, na Fundag¢ao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). O paciente, do sexo masculino, apresentava sintomas classicos de Zika:
exantemas na face e membros, artralgia das maos, pulsos e tornozelos, além de edema nas maos
e pulsos, sem sintomas neuroldgicos, tendo o genoma desta linhagem Asidtica (Americana)
sido sequenciado (DONALD et al, 2016). DENV-2 (PI59), linhagem II [L.:
DENV2/P159/2006] e DENV-3 (P176) [L.: DENV2/P176/2006], foram identificados e isolados
de pacientes do sexo masculino durante um surto no Piaui, Brasil em 2006, como descrito
anteriormente (FIGUEIREDO, 2014). A vacina contendo YFV (17DD) foi gentilmente cedida
por Bio-Manguinhos, Brasil, 2008 (FIOCRUZ N. 980FB066Z).

4.3.2 Multiplicacao

Células Vero foram cultivadas em meio MEM suplementado com 5% de SFB e
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO», em frascos de cultura de 75 cm?. Logo apds
24h de incubagdo, as monocamadas celulares com aproximadamente 60 a 80% de confluéncia
foram lavadas com PBS para remog¢do de debris celulares e aminoacidos de soro, sendo
infectadas com uma multiplicidade de infeccao (MOI) de 0,01, ou seja, uma particula viral para
cada 100 células em cultivo (1:100), dos estoques virais (pool semente) de ZIKV e YFV em
2,0 mL de meio MEM sem adicao de SFB. A adsorgao foi feita com 1h de incubagao em estufa
a 37 °C e 5% de CO2, homogeneizando delicadamente os frascos a cada 10 minutos. Logo apos
o periodo de adsor¢do, foram adicionados 12 mL de meio MEM com 2% de SFB aos frascos,
incubados sob as mesmas condigdes, sendo observados diariamente em microscopio Optico para
visualizacdo da formagdo de efeitos citopaticos. Depois de visualizados efeitos em
aproximadamente 70 a 80% das células, o sobrenadante foi removido e centrifugado a 3.000
rpm em centrifuga RT6000B (Sorvall, Thermo Scientific, EUA) por 10 minutos a 4°C para
remocdo de debris celulares, sendo aliquotado em microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL,

congelado a -70°C e, posteriormente, titulado.

4.3.3 Titulacao
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As células Vero e BHK-21 foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo 8,0 x 10°
células/pocgo e incubadas a 37 °C e 5% de COx por 24h. Logo ap0s, as placas foram infectadas
com 100 pL de dilui¢des seriadas do virus em propor¢do 1:10 (107! a 107) e, apos 1h de
adsorc¢ao a 37 °C e 5% de CO., com homogeneizagdo delicada das placas a cada 10 minutos, o
meio foi desprezado, adicionando a cada pogo 1,0 mL de meio M199 (do inglés, Medium 199
— M199) (Cultilab, Brasil) suplementado com antibidticos e 2% de SFB, além de 1% de
carboximetilcelulose (CMC) (Synth, Brasil). As placas foram incubadas por cinco (ZIKV e
YFV) ou sete (DENV-2 e DENV-3) dias em estufa a 37 °C e 5% de CO: e, em seguida, foram
fixadas com formalina 10% overnight, lavadas e coradas com cristal violeta 1% por 20 minutos.
As placas foram novamente lavadas e colocadas para secar, contando a olho nu as placas de lise
formadas (COELHO et al., 2017). Pocos contendo cerca de 10 a 100 placas de lise foram
considerados para céalculo do titulo viral em unidades formadoras de placa (UFP/mL),
corrigindo o resultado pelo fator de correcio do volume de adsor¢do (10') e o inverso da

diluigdo seriada (10! a 10°) do(s) pogo(s) em que as placas foram contadas.

4.4 Ensaios biolégicos

4.4.1 Avaliacao da citotoxicidade: concentracao citotéoxica 50% (CCso)

Monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 96 pogos contendo 4,0 x 10*
células/poco em meio MEM com 1% de SFB, incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO»
por 24h. Logo apds a incubagdo, o meio foi descartado e foram adicionados 200 pL. de meio
MEM com 1% de SFB contendo dilui¢des seriadas das substancias (100 a 1,56 uM). Pocos
contendo uma diluigdo seriada de DMSO foram utilizados como controle do veiculo, contendo
uma solucao 10% de DMSO como controle de inibicao, contendo apenas meio como controle

de viabilidade celular e aqueles sem células como controle de esterilidade e branco.

Logo apods 72h de incubagdo sob as mesmas condigdes, a viabilidade celular foi avaliada
empregando o teste colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), que permite avaliar indiretamente a viabilidade celular (MOSMANN, 1983). Neste
teste, as mitocondrias celulares reduzem o MTT em cristais de formazana, o que permite avaliar
a concentragdo de cristais por densidade optica (D.O.) apos dissolver as células presente com
DMSO. Assim, quanto maior a leitura da concentragdo, maior ¢ a viabilidade (%) das células

em comparagao aos respectivos controles.



74

O meio foi removido e 100 pL. de uma solu¢do de MTT (ThermoFischer Scientific,
Estados Unidos) em meio com 1% de SFB (0,5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo. As
placas foram incubadas por 3h sob as mesmas condig¢des, seguido da remogao do meio e adigao
de 100 uL de DMSO a cada pogo, para dissolucdo dos cristais de formazana. Logo apds, as
placas foram agitadas por 20 minutos e a leitura da absorbancia foi realizada em aparelho
espectrofotometro VersaMax (Molecular Devices, Estados Unidos), a uma D.O. de 570 nm. Os
percentuais de inibicao da viabilidade celular foram calculados utilizando o controle de veiculo,
conforme Férmula 1, determinando os valores da concentragao citotoxica 50% (CCso) de cada

molécula.

- : A -A
Inibi¢do de crescimento = ( mostra bra““’) x 100 (1)
Ayeiculo—Abranco

Regressao linear foi utilizada para as analises, considerando validos os resultados com
valores de 1 superiores a 0,9. Todas as condi¢des foram testadas em triplicatas e em dois

ensaios independentes.
4.4.2 Avaliacao da atividade antiviral: concentracao efetiva a 50% (CEso)

Monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 96 pogos contendo 4,0 x 10*
células/pogco em meio MEM com 1% de SFB, incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO>
por 24h. Pogos ndo contendo células foram utilizados como controle de esterilidade e/ou
branco. Logo ap6s a incubacao, o meio foi descartado e foram adicionados 100 pL das diluigdes
das substancias (diluidas a partir dos valores de CCso) juntamente a 100 pL. da suspensao viral
de ZIKV, YFV, DENV-2 ou DENV-3, com uma MOI de 0,1, ambos preparados em meio MEM
com 1% de SFB. Po¢os contendo uma dilui¢ao seriada de DMSO e virus foram utilizados como
controle do veiculo, contendo dilui¢des de ribavirina ou acido micofendlico e virus como
controles de inibicdo, contendo apenas meio e células como controle de viabilidade celular e

aqueles sem células como controle de esterilidade ou branco.

Brevemente, apos 72h de incubagao sob as mesmas condi¢des, a viabilidade celular foi
avaliada empregando o teste colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), seguindo as mesmas etapas em 4.4.1 (TAKEUCHI; BABA;
SHIGETA, 1991). Nesse ensaio, a concentracao efetiva a 50% (CEso) € considerada como um
efeito de protecdo de uma substancia nas células infectadas, sendo calculada de acordo com a
Foérmula 2. Os indices de seletividade (IS) foram obtidos calculando a razdo entre a CCso € 0s

valores de CEsy.
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Inibigdo de multiplicagdo = (M

— )x 100 (2)

Avs: absorbancia de células infectadas com virus na presenc¢a das substancias;
Av: absorbancia de células infectadas com virus e ndo tratadas; e

Ac: absorbancia de células ndo infectadas e nio tratadas.

Regressao linear for utilizada para as analises, considerando validos os resultados com
valores de 12 superiores a 0,9. Todas as condi¢des foram testadas em triplicatas e em dois
ensaios independentes. Ensaios de redugdo de placas de lise serdo realizados para corroborar a

atividade antiviral avaliada por MTT, considerando uma redu¢ao minima de 50% de UFP/mL.
4.4.3 Avaliacdo da atividade virucida

Monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo 8,0 x 10*
células/pocgo e incubadas a 37 °C em atmosfera 5% de CO; por 24h. As dilui¢des das substancias
nos valores de ECso foram incubadas juntamente as suspensdes virais a contendo 8.000 UFP/mL
por 1h a 37 °C e 5% de CO». Virus incubado apenas com meio e DMSO, na propor¢do das
dilui¢des das substancias, foram considerados como controles. Logo apo6s as 24h, o meio das
placas foi removido e a monocamada celular lavada com PBS. As suspensoes virais, pré-
incubadas com as dilui¢cdes das substincias, foram diluidas em propor¢do 1:10 (10! a 107) e
100 pL plaqueados por pogo. A adsorc¢ao foi realizada por 1h com incubagdo em estufaa 37 °C
e 5% de CO,, homogeneizando delicadamente as placas a cada 10 minutos. Logo apos a
adsor¢do o meio foi desprezado, adicionando a cada poco 1,0 mL de meio M199 2% de SFB e
1% de CMC. As placas foram incubadas por cinco (ZIKV e YFV) ou sete dias (DENV-2 e
DENV-3) a 37 °C em atmosfera 5% de CO: por 24h e, posteriormente, fixadas com formalina
10% overnight, seguida por coloragdo com cristal violeta 1% por 20 minutos. As placas foram
lavadas e colocadas para secar, contando a olho nu as placas de lise formadas. O titulo foi
determinado como descrito no item 4.4.1. Foram consideradas ativas as moléculas que

apresentassem uma redu¢do minima de 50% de UFP/mL.
4.4.4 Ensaio de reduciao do numero de placas de lise

Monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 24 pocos contendo 8,0 x 10*
células/poco e incubadas a 37 °C em atmosfera 5% de CO> por 24h. Dilui¢des das substancias,
sendo em uma e duas vezes os valores de ECso, foram incubadas sob as mesmas condi¢des por

48h, juntamente as suspensdes virais em uma MOI de 0,1. Virus incubado apenas com meio e
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DMSO, na proporgao das diluigdes das substancias, foram considerados como controles. Logo
apos, os sobrenadantes foram coletados e titulados segundo item 4.4.1. Pogos contendo cerca
de 10 a 100 placas de lise foram considerados para célculo do titulo viral em unidades
formadoras de placa (UFP/mL), corrigindo o resultado pelo fator de diluicao do volume de

adsorcao (1:10) e o inverso da dilui¢do seriada do(s) pogo(s) em que as placas foram contadas.
4.4.5 Ensaios de pré-tratamento

Monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo 8,0 x 10*
células/poco e incubadas a 37 °C em atmosfera 5% de CO: por 24h. O meio foi removido, a
monocamada celular lavada com PBS e diluigdes das moléculas (nos valores obtidos de ECso)
foram adicionadas e incubadas sob as mesmas condi¢des por l1h. Logo apos este periodo de
incubacdo, o meio foi removido e a monocamada celular novamente lavada com PBS,
adicionando 100 pL das suspensdes virais a uma MOI de 0,1, diluidas em propor¢ao 1:10 (10
a107). Virus incubado apenas com meio e DMSO, na proporgdo das dilui¢des das substancias,
foram considerados como controles. A adsor¢do foi realizada conforme descrito acima. Logo
apos a adsorcao o meio foi desprezado, adicionando a cada poco 1,0 mL de meio M199 2% de
SFB e 1% de CMC. As placas foram incubadas por cinco (ZIKV e YFV) ou sete dias (DENV-
2 ¢ DENV-3) a 37 °C em atmosfera 5% de CO2 por 24h e, posteriormente, fixadas com
formalina e coradas com cristal violeta conforme descrito. O titulo foi determinado como no

item 4.4.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises in silico

5.1.1 Construgio e preparacio do conjunto de dados

Foram selecionadas, para constru¢ao dos modelos de HQSAR, 111 moléculas da
literatura derivadas de peptideos sintéticos (peptideomiméticos), com atividade inibitoria
determinada contra a protease de DENV-3 e confirmadas por ensaios de reducao de placas de
lise (BEHNAM etal., 2015; WEIGEL et al., 2015). Alguns fatores favoreceram a sele¢cdo destas
moléculas para as andlises de HQSAR, como a estrutura geral conservada e variedade de
substituintes (Figura 17), atividade inibitéria (ICso) descrita contra a protease de DENV-3 e
atividade antiviral (ECso) confirmada contra o virus. O conjunto das estruturas utilizadas estdo
dispostos no Apéndice A. Destes, 86 (numeradas de 1 a 86) compostos pertencem ao trabalho

de Behnam e 25 (numeradas de 87 a 111) aos estudos de Weigel.

NH
A X OR B NH,

H ) : N N
N° Cap R KL
87
4 Yol e
i, oy ct;' e NH
1 N I
lx.;:-T - HENA“NH
T~ o, ———
62 0
~F e, s 88
M
4 e -OCH; P
63 M |8 In P o
s Cl
. ﬁ 90
64 TS
L;.E:I:‘:"f:’. NHz

Figura 17. Estrutura geral das moléculas utilizadas na construcio do conjunto de dados. (A). Estrutura
referente aos 86 compostos de BEHNAM et al., 2015 e exemplos de substituintes Cap (vermelho) e R (azul). (B).
Estrutura dos 25 compostos de WEIGEL et al., 2015 e exemplos do substituinte X.

Cada uma das 111 moléculas construida foi individualmente conferida quanto a sua
estereoquimica. Essa etapa denota uma importancia para o modelo de HQSAR, uma vez que a

estereoquimica pode estar diretamente relacionada a atividade biologica de uma molécula.
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Além disso, a configuracdo do estereocentro, ou seja, a orientacdo R (sentido horario) ou S
(sentido anti-horario) dos grupos substituintes ligados molécula, quando incorreta, poder
induzir um modelo a erros de predi¢cdo da atividade e/ou de contribuicdo quimica da estrutura

(WINKLER, 2002).

Logo apds a construgao da estrutura tridimensional (3D), um banco de conférmeros foi
criado, obtendo a conformagdo de maior estabilidade de cada molécula. Essa etapa também ¢
importante em analises computacionais como HQSAR, uma vez que, quanto maior o numero
de moléculas e conférmeros em um banco de dados, maior sdo, por exemplo, as variagdes de

coordenadas atomicas de hidrogénios nas moléculas (BORODINA et al., 2007).

Finalmente, cada molécula também teve seu estado de ionizagdo corrigido de acordo
com pH fisiologico. Obtendo o estado i6nico mais favoravel, um melhor perfil das interagdes
possiveis e maior confiabilidade de um modelo ¢ obtido, favorecendo, por exemplo, analises
posteriores de acoplamento molecular (BOLCATO et al., 2019). Dentre as 111 moléculas, 14
delas (6 de Behnam e 8 de Wiegel) foram retiradas do conjunto de dados, uma vez que nao
apresentaram atividade inibitoria na protease de DENV ou nao foram avaliadas
experimentalmente. Dessa forma, a sepracao dos grupos no método de HQSAR foi realizada

com as 97 moléculas restantes.

5.1.2 Selecao do modelo de relacio quantitativa entre a estrutura quimica e atividade

biologica por holograma (HQSAR)

As 97 moléculas restantes foram divididas aleatoriamente em dois conjuntos,
treinamento (n = 77) e teste (n = 20), removendo do conjunto teste as moléculas mais ativas de
cada série de compostos nos dois estudos, 62 (Behnam et al. 2015; ICso = 0,018 uM) e 106
(Weigel et al. 2015; ICs0= 0,21 uM). Os modelos de HQSAR foram criados fixando o tamanho
do fragmento em relacdo ao numero de atomos (4 a 7) (Tabela 10), sendo selecionados os
quatro modelos com maior valor de q°. Essa métrica ¢ considerada uma prova de robustez de
um modelo selecionado em técnicas de QSAR, quando apresentados altos valores estatisticos e
obedecendo a alguns critérios de valida¢do, como g*>> 0,5 (GOLBRAIKH; TROPSHA, 2002).
Nesse aspecto, também se faz necessaria a validagdo da capacidade de estimar a atividade
predita do método, com valores minimos de r*> > 0,6 e, idealmente, superiores 0,65 e nio muito
distantes de q2 (TROPSHA; GRAMATICA; GOMBAR, 2003; GRAMATICA; SANGION,
2016). Nesse sentido, os quatro modelos superaram os valores minimos de q* (0,629; 0,61;

0,609 e 0,584) e ideias de r* (0,929; 0,735; 0,736 € 0,915).
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Tabela 10. Relacio quantitativa entre a estrutura quimica e atividade biolégica por holograma

(HQSAR) do conjunto de dados. A: atomos; B: ligagdes; C: conectividade; HA: hidrogénios; Ch:

quiralidade; DA: aceptores e doadores. Tamanho de fragmentos 4 a 7 atomos. g’ coeficiente de

validagdo; r*: coeficiente de correlagdo ndo-validado; SEE: erro padrdo da estimativa; SEV: erro padrio

da validacao; BL: extensao do holograma; COMP: componentes principais. Quatro modelos (valores de

q%) selecionados em negrito.

4 a 7 atomos q? r’ SEV SEE BL COMP
A, C 0,629 0,929 0,38 0,166 307 13
A, Ch 0,610 0,735 0,365 0,301 401 4
A 0,609 0,736 0,365 0,3 401 4
A,C,Ch 0,584 0,915 0,397 0,18 307 11
A,B,Ch 0,572 0,754 0,385 0,292 61 5
A,C,HA,Ch 0,566 0,824 0,393 0,25 307 7
A B 0,560 0,797 0,393 0,267 353 6
A,C,HA 0,553 0,806 0,402 0,265 71 8
A,B,HA 0,552 0,918 0,425 0,182 71 15
A,B,C,Ch 0,550 0,784 0,392 0,271 353 4
AB,C 0,549 0,796 0,395 0,266 353 5
A,HA,Ch 0,546 0,782 0,399 0,277 151 6
A,B,HA DA 0,543 0,887 0,419 0,208 83 12
A, DA 0,540 0,834 0,408 71 8 3
A, HA 0,537 0,786 0,403 0,274 151 6
A,B,C,HA 0,532 0,938 0,434 0,158 353 15
A HA,DA 0,525 0,927 0,437 0,171 257 15
A,B,C,HA,Ch 0,524 0,747 0,406 0,296 401 5
A,B,Ch,DA 0,522 0,752 0,404 0,291 83 4
A,B,HA,Ch 0,522 0,705 0,407 0,32 199 5
A,B,DA 0,519 0,789 0,411 0,272 59 6
A,C,HA,DA 0,519 0,94 0,44 0,155 307 15
A,Ch,DA 0,517 0,819 0,418 0,256 71 8
A,C,.DA 0,486 0,921 0,441 0,173 307 11
A,B,C.HA, DA 0,482 0,944 0,457 0,15 353 15
A,B,C,.DA 0,480 0,949 0,458 0,144 353 15
A,C,Ch,DA 0,464 0,933 0,457 0,162 307 13
A,HA,Ch,DA 0,462 0,848 0,441 0,234 307 8
A,B,HA,Ch,DA 0,460 0,755 0,435 0,293 53 6
A,C,HA,Ch, DA 0,454 0,885 0,451 0,207 307 10
A,B,C,Ch,DA 0,432 0,729 0,44 0,304 151 4
A,B,C,HA,Ch,DA| 0,428 0,54 0,439 0,394 83 3
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A andlise de HQSAR com tamanho fixo dos fragmentos (4 a 7 4tomos) apresentou
atomos ¢ conectividade (A, C) como o modelo mais robusto, com maior valor da métrica de g>
(0,629). Esse resultado indica que a conectividade, ou seja, o estado de hibridiza¢ao dos a&tomos
na molécula, sdo suficientes para predizer a atividade biologica. Além disso, apresentar somente
uma distin¢do além de atomos torna este um modelo mais simples para predigdes. Ja o segundo
modelo mais robusto envolve atomos e quiralidade (A, Ch; q* = 0,610), indicando que a
estereoquimica da molécula (orientagdo R ou S) também ¢ importante para a predi¢ao da
atividade bioldgica. Curiosamente, o quarto melhor modelo une ambas as distingdes dos dois
melhores modelos (A, C e Ch; g> = 0,584), o que pode sugerir uma correlagdo importante entre
a presenga da conectividade dos atomos e a estereoquimica da molécula na predicdo da

atividade.

Pensando nisso, os quatro modelos de maiores valores de g também foram submetidos
a variagoes dos tamanhos dos fragmentos, em intervalos de 2, 3 ¢ 4 atomos (1 a3 até¢ 11 a 13;
lad4at¢ 10a13;e1 a5 até9al13), mantendo sempre os descritores de cada modelo. Dentre
todos estes modelos, 20 foram selecionados (5 de cada), considerando, novamente, os maiores
valores de g (Tabela 11). Essa abordagem permite avaliar todos os fragmentos possiveis no
holograma, incluindo sobreposi¢des e a contagem de cada vez que um fragmento ocorre. Dessa
forma, com todas as possbilidades de fragmentos com tamanhos entre 4tomos cobertas no
fingerprint, os hologramas codificam as informacdes quimicas das moléculas, incluindo sua
topologia, representando dados mais robustos de correlacio de um modelo de predigao

(HERITAGE; LOWIS, 1999; GARCIA; HONORIO, 2011a).
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Tabela 11. Variacio do tamanho dos fragmentos dos quatro modelos de HQSAR. (5 ou 6) do
tamanho dos fragmentos de cada. A: atomos; B: ligagdes; C: conectividade; HA: hidrogénios; Ch:
quiralidade; DA: aceptores e doadores. Tamanho de fragmentos 4 a 7 atomos. q* coeficiente de
validagdo; r’: coeficiente de correlagido ndo-validado; SEE: erro padrio da estimativa; SEV: erro padrdo

da validagdo; BL: extens@o do holograma; COMP: componentes principais.

Distingio Tamanho q r? SEV SEE BL coMmp
A 11 13 0,672 0,809 0,334 0,255 59 4
A 10 12 0,668 0,851 0,34 0,231 53 7
A 7 11 0,664 0,869 0,348 0,218 83 8
A 8 10 0,664 0,905 0,351 0,186 353 9
A 8 11 0,663 0,908 0,352 0,183 353 9
A,C 8 10 0,677 0,879 0,337 0,206 257 6
AC 9 12 0,677 0,873 0,339 0,213 59 7
A,C 8 11 0,673 0,853 0,336 0,226 353 5
AC 7 11 0,671 0,87 0,34 0,214 353 6
AC 7 10 0,669 0,861 0,341 0,221 199 6
A, Ch 9 13 0,691 0,918 0,342 0,176 83 11
A, Ch 7 10 0,684 0,914 0,343 0,179 257 10
A, Ch 6 10 0,681 0,914 0,345 0,179 257 10
A, Ch 9 12 0,674 0,91 0,349 0,183 97 10
A, Ch 8 10 0,668 0,915 0,352 0,178 257 10
A, C, Ch 8 11 0,687 0,878 0,332 0,207 199 6
A, C, Ch 10 12 0,676 0,876 0,337 0,209 199 6
A, C, Ch 7 11 0,675 0,873 0,338 0,211 199 6
A, C, Ch 79 0,674 0,867 0,338 0,216 199 6
A, C, Ch 10 13 0,669 0,868 0,341 0,215 151 6

A variagio do tamanho dos fragmentos resultou em modelos mais robustos (q*> = 0,691)
comparados aqueles com tamanho fixo de 4 a 7 atomos (q* = 0,629). Similarmente aos
resultados anteriores, 0 modelo mais robusto ao realizar a variagdo de tamanho dos fragmentos,
envolve quiralidade (A, Ch de 9 a 13 atomos; q*> = 0,691), resultado que também corrobora a
importancia da esteroquimica de uma molécula nos modelos de predicdo. Nessa andlise
também, a presenca da conectividade ¢ evidenciada no segundo modelo mais robusto (A, C, Ch
de 8 a 11 4tomos; > = 0,687), denotando também a relevancia dessa distingdo nos modelos de
HQSAR, novamente sugerindo uma correlacdo com a quiralidade, igualmente aos resultados

da analise anterior.
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Ainda que as variagdes de tamanho dos fragmentos moleculares dentre as quatro
distingdes obtidas apresentem um maior valor geral de g, esta é uma métrica que pode
subestimar a qualidade preditiva de um modelo ao avaliar apenas as moléculas que foram
utilizadas na constru¢ao do modelo, necessitando de demais validagdes para se obter um modelo
confiavel (GOLBRAIKH, 2002). Nesse caso, uma valida¢do externa e outros métodos de
validagdes cruzadas sdo indispensaveis para se obter os melhores parametros de caracterizacao

e validagao da preditividade dos modelos de QSAR (GRAMATICA; SANGION, 2016).

Os 20 modelos foram submetidos a uma validagdo externa no pacote computacional
KNIME®, em que se obteve um modelo 6timo q*> = 0,675 e 1> = 0,873 (A, C, Ch de 7 a 11
atomos) (Tabela 12). Embora nio apresentasse os maiores valores de q° e r°, outras métricas
sdo usadas em conjunto para avaliar o modelo, como menores valores de RMSE e MAE, que
distribuem igualmente as diferencas individuais de um grupo analisado ¢ a média da magnitude
do erro em um grupo, respectivamente, indicando um modelo que apresenta o menor erro
preditivo (CHAIL; DRAXLER, 2014). Esses dois parametros acabam corroborando as métricas
de correlagdo por regressao obtidas nos testes, a exemplo dos testes de coeficientes de validagao
de q* (coeficiente de correlagio preditiva quadratico) e médias de r?, ambos importantes
individualmente e em concordancia, testificando a robustez de um modelo nos métodos de
QSAR (KIRALJ; FERREIRA, 2009; CHIRICO; GRAMATICA, 2011; CHAI, DRAXLER,
2014).
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Tabela 12. Validacio externa dos modelos de HQSAR selecionados por g2 Modelo selecionado (A,

C,Ch de 7 a 11 atomos) assinalado em negrito. F: coeficiente de correlagio preditiva quadratico. CCC:

coeficiente de correlagdo de concordancia. AVG r’m: teste de Roy (médias de pardmetros r’m e r’m’).

A: diferenga entre as médias r’m e r’m’ (erro). RMSE: erro quadratico médio. MAE: média do erro

absoluto.

Modelo q? r? BL ¢*F1 ¢’F2 ¢*F3 CCC rm rm> AVGrm Ar‘m RMSE MAE
A/C/Ch7_11 | 0,675 0,873 199 | 0,866 0,859 0,877 | 0,932 | 0,837 0,782 0,809 0,055 0,203 0,161
A/C/Ch8 11 | 0,687 0,878 199 | 0,856 0,848 0,868 | 0,926 | 0,821 0,771 0,796 0,050 0,210 0,168

A/C/Ch7_9 0,674 0,867 199 | 0,840 0,832 0,854 | 0,916 | 0,764 0,787 0,775 0,023 0,221 0,172
A/C/Ch 10 12 | 0,676 0,876 199 | 0,830 0,821 0,844 | 0,901 | 0,658 0,815 0,736 0,157 0,228 0,173
A8 11 0,663 0,908 3531 0,829 0,820 0,844 | 0,911 | 0,768 0,760 0,764 0,008 0,229 0,170
A/Ch8 10 0,668 0915 257 0,826 0,817 0,841 ] 0,918 | 0,834 0,694 0,764 0,140 0,231 0,188
A/Ch7_10 0,684 0914 2571 0,806 0,796 0,823 ] 0,910 | 0,814 0,663 0,738 0,151 0,244 0,198
A/Ch6 10 0,681 0914 257 {0,790 0,779 0,808 | 0,905 | 0,793 0,635 0,714 0,158 0,254 0,212
A7 11 0,664 0,869 83 [ 0,789 0,778 0,807 | 0,891 | 0,735 0,700 0,717 0,036 0,254 0,187
A/Ch9 12 0,674 091 97 10,789 0,778 0,807 | 0,892 | 0,732 0,689 0,711 0,044 0,254 0,179
A/C8 10 0,677 0,879 2571 0,766 0,754 0,786 | 0,866 | 0,586 0,725 0,655 0,139 0,268 0,204
A/C7_10 0,669 0,861 199 | 0,761 0,748 0,781 | 0,878 | 0,698 0,659 0,679 0,039 0,271 0,214
A/C8 11 0,673 0,853 353 10,752 0,739 0,773 | 0,851 | 0,523 0,740 0,632 0,217 0,275 0,197
A/ICT 11 0,671 0,87 353 0,744 0,730 0,765 ] 0,843 | 0,494 0,722 0,608 0,228 0,280 0,202

All 13 0,672 0,809 59 [ 0,727 0,712 0,750 | 0,869 | 0,724 0,604 0,664 0,119 0,289 0,225
A/C/Ch 10 13 | 0,669 0,868 151 ] 0,684 0,667 0,710 | 0,810 | 0,448 0,636 0,542 0,187 0,311 0,252

A8 10 0,664 0905 3531 0,677 0,660 0,704 | 0,849 | 0,700 0,540 0,620 0,160 0,315 0,261

A/C9 12 0,677 0,873 59 | 0,660 0,642 0,689 | 0,803 | 0,454 0,604 0,529 0,150 0,323 0,236
A/Ch9 13 0,691 0918 83 | 0,394 0,361 0,445 ] 0,721 | 0,447 0,320 0,384 0,127 0,431 0,324
A10 12 0,668 0,851 53 | 0,182 0,138 0,251 | 0,618 | 0,287 0,235 0,261 0,052 0,501 0,289

Embora, comparativamente, o modelo 6timo ndo tivesse os maiores valores de

correlagdo (q°) e regressdo (1) dentre os modelos validados, as métricas dos testes e coeficientes

de validagdo, bem como testes dos erros, o colocam como modelo ideal dentre aqueles obtidos

na etapa anterior, demonstrando, comparativamente, uma maior preditividade do modelo 6timo

selecionado (Tabela 13).
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Tabela 13. Comparacio dentre trés modelos 6timos de HQSAR. Comparativo determinado pelas
métricas do método predito e da validagdo externa aplicada (g r?, SEE, SEV, BL e COMP comparado
aq’Fl, > F2, ¢* F3, CCC, AVG r’m, A r’m, RMSE ¢ MAE).

Técnica HQSAR
Distin¢do do Fragmento | A/C/Ch  A/Ch A/C
Tamanho do Fragmento 7all 9al3 8alo

q2 0,675 0,691 0,677
r2 0,873 0,918 0,879
SEV 0,338 0,342 0,337
SEE 0,211 0,176 0,206
BL 199 83 257
COMP 6 11 6
q*F1 0,866 0,394 0,766
q* F2 0,859 0,361 0,754
q*F3 0,877 0,445 0,786
CCC 0,932 0,721 0,918
AVG r’'m 0,809 0,384 0,655
A r'm 0,055 0,127 0,139
RMSE 0,203 0,431 0,268
MAE 0,161 0,324 0,204

5.1.3 Validacoes do modelo 6timo de HQSAR selecionado

O modelo 6timo selecionado também foi submetido a testes de validagao independentes,
sendo: (1) um coeficiente de validacdo cruzada (do inglés, cross validation — CV) (Figura 18A),
em que foi excluida uma molécula do conjunto, construindo um novo modelo, assim predizendo
o valor desta varidvel dependente do modelo original, ou seja, uma correlagdo entre a qualidade
do modelo original e dos modelos aleatorios; (i1) aleatorizagao de Y (Y scramble ou y-
randomization) (Figura 18B), em que foi avaliada a robustez (q?) e o erro de predigio (SEV)
na probabilidade de ocorrer uma correlagdo dependente de cada varidvel no modelo, ou seja,
parametros estatisticamente correlacionados a Y, mas sem uma relagdo de causa e efeito direta
a atividade biologica; e (iil) leave many out (LMO) ou leave-N-out (Figura 19), no qual as
amostras (moléculas) do conjunto treinamento foram divididas em subgrupos multiplos de 5,
avaliando a robustez do modelo em fungdo de diferentes tamanhos de subgrupos de validagao

(KIRALJ; FERREIRA, 2009).
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Figura 18. (A) Coeficiente de validacio cruzada de Y. Teste de validagdo por exclusdo de moléculas do grupo
teste do modelo. Cada novo modelo (azul) prediz o efeito da remogdo de uma variavel (molécula excluida)
comparado ao valor do modelo original (vermelho). Valor de correlagdo entre modelos: r2 = 0,608. (B)
Aleatorizacio de Y (Y scramble). Grafico da probabilidade da correlagdo de varidveis (azul) no modelo
selecionado, indicando a aleatoriedade do conjunto de moléculas no grupo teste em relagdo a sua atividade

biolégica, comparado ao valor do modelo original (vermelho). Valor da correlagdo entre modelos: r*> = 0,8702.
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Figura 19. Leave many out (LMO). Correlacdo estatistica da aleatorizagdo das moléculas do grupo treinamento
em grupos (multiplos) de 5. Modelo realizado em triplicata, representando desvios-padrio das analises. Média

geral das 15 aleatorizag¢des = 0,6676 + 0,0057.

Reunidos, os testes superam os requisitos minimos (q> > 0,5 e r* > 0,6) propostos e
permitem validar a correlacdo da qualidade do modelo selecionado (A, C, Ch de 7 a 11 atomos)
com os modelos aleatorios, bem como sua confiabilidade de predi¢ao. Uma vez validado, o
modelo pode ser testado, correlacionando, por exemplo, dados obtidos experimentalmente
(resultados da atividade biologica), com dados preditos computacionalmente (valores

calculados pelo grupo teste).

Foi observada uma correlagdo com perfil semelhante entre as frequéncias de distribuigao
do grupo treinamento comparado ao grupo teste (Figura 20). Esses resultados corroboram a
similaridade entre os grupos treinamento e teste, mesmo aleatorizados, também testificando o
modelo de HQSAR selecionado. Nesse histograma, a maior quantidade de erros de predigao

(eixo X) estd proxima de zero, o que indica uma boa qualidade do modelo.
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Figura 20. Grafico de frequéncia de compostos por bloco de distribuicio do modelo selecionado de HQSAR.

Modelo comparativo da similaridade de distribuigdo das amostras dos grupos treinamento e teste.
5.1.4 Interpretacao fisico-quimica do modelo de HQSAR selecionado

Foram gerados os mapas de contribui¢do quimica das moléculas mais ativas da série no
modelo 6timo de HQSAR: 62, 65, 63, 64 ¢ 66 (Figura 21); e menos ativas, 101, 3, 105,93 ¢
109 (Figura 22), juntamente aos respectivos valores calculados de poténcia da atividade (pICso)
das moléculas avaliadas experimentalmente na protease de DENV-3, segundo Behnam et al.

(2015) e Wiegel et al. (2015).
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Figura 21. Mapas de contribuicio quimica das cinco moléculas mais ativas (menores valores de ICso)
experimentalmente na protease DENV-3. Foram identificados fragmentos especificos de maior contribui¢do
positiva nos compostos peptideomiméticos do conjunto de dados. Valores de ICso calculados a pICso. Formatagao
condicional das estruturas em escala de cor: verde a vermelho (contribuigdo positiva a negativa, respectivamente.

Estruturas em branco representam uma contribui¢do neutra.
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Figura 22. Mapas de contribuicio quimica das cinco moléculas menos ativas (maiores valores de ICso)
experimentalmente na protease DENV-3. Nio foram identificados fragmentos de maior contribuigdo negativa
nos compostos peptideomiméticos do conjunto de dados. Valores de ICsy calculados a pICso. Formatagdo
condicional das estruturas em escala de cor: verde a vermelho (contribuigdo positiva a negativa, respectivamente).

Estruturas em branco representam uma contribui¢do neutra.
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De uma maneira geral, dentre os mapas de contribui¢ao, pode se observar a importancia
de dois fragmentos na estrutura das moléculas: as cadeias laterais dos aa arginina e lisina
(Figura 23). Estas informacdes estruturais serdao utilizadas para o filtro na triagem virtual e
construgdo do modelo de um farmacoforo, apods triagem baseada em modificagdes dos
parametros de biodisponibilidade oral na “regra dos 5 de Lipinski (Ro5) (Lipinski et al. 2001;
Lipinski and Hopkins, 2004) e as propriedades das “regras de Veber” (Veber et al. 2002).

Figura 23. Mapas de contribuicio quimica das moléculas mais ativas (62 e 65) e respectivos fragmentos
moleculares de maior importincia. Fragmentos de arginina (62) e lisina (65) assinalados em vermelho e

representados em suas estruturas quimicas.

5.1.5 Selecao da estrutura da protease (NS3pro) de DENV

Incialmente, para DENV, quinze estruturas (2FOM, 2M9P, 2M9Q, 2VBC, 2WHX,
2WZQ, 3L6P, 3LKW, 3U1IL 3U1J, 4MOI, 4M9IF, 4MIK, 4MOM e 4MIT) foram importadas e
submetidas ao programa PyMOL, removendo moléculas de dgua e sulfatos. A sobreposi¢ao das
estruturas permitiu evidenciar a similaridade conformacional dentre elas, o que também

corrobora a conservagao estrutural dentre as diferentes estruturas (Figura 24).
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Figura 24. Visualizacio em modelo de carfoon da sobreposicio das 15 estruturas da NS3 de DENV
importadas do PDB. Por¢des NS3 C-terminal (verde); NS3 N-terminal (cobre); NS2B (roxo); alcas linker
(laranja); triades (hisS1, asp75 e ser135) cataliticas (ciano); ligantes em modelo de sticks (magenta); e fracdes da
helicase (pastel). No canto inferior esquerdo se encontra um inserto mostrando, em maior aumento, a sobreposi¢ao

das regides do sitio ativo (triades cataliticas).

Posterior a andlise das estruturas que atendessem os quatro critérios de eleigao
delimitados (item 4.1.3), duas estruturas da protease de DENV-3 foram selecionadas, sob os
cddigos do PDB 3U11 e 3U1J. Embora 3U1J possuisse a aprotinina como ligante, um inibidor
conhecido de serina-proteases, a estrutura 3U11 (Figura 25) foi selecionada, uma vez que este
cristal também foi utilizado como modelo nas andlises computacionais nos trabalhos de

Behnam (2015) e Weigel (2015) com os 111 compostos peptideomiméticos.
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Figura 25. Estrutura tridimensional do complexo da protease NS2B-NS3 do dengue virus depositada no
PDB sob o codigo 3U1IL. NS2B (verde escuro), NS3 (verde claro) e al¢a /inker. O sitio catalitico (triade) da enzima
¢ mostrado: aa histidina 51 (His51), aspartato 75 (Asp75) e serina 135 (Ser135).

5.1.6 Mapeamento da estrutura de DENV selecionada

Seguidamente, a predi¢do e caracteriza¢ao dos sitios de ligagdo da protease de DENV
selecionada (3U1I) foi realizado nos servidores FTSite e FTMap. O servidor FTSite fez a
predicdo de trés possiveis sitios de ligacdo da protease (Figura 26A). Neste resultado ¢
ressaltada a importancia de observar as cavidades proximas ao sitio ativo da protease (triade
catalitica), em que um ligante poderia interagir para atuar como um efetivo inibidor,
representadas pelos sitios 1 (rosa), 2 (laranja) e 3 (azul). O arquivo resultante do processo no
FTMap, por sua vez, apresenta agrupamentos de moléculas-sonda divididos por sitios de
ligacdo (Figura 26B), as quais interagem com os aa daquele sitio da protease delimitados no
FTSite. Foram selecionados para analise somente os aa localizados nos sitios preditos pelo

FTsite.
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Figura 26. (A) Protease (NS2B-NS3) de DENV-3 e suas cavidades representando sitios de ligacio. Predicao
dos sitios calculada pelo servidor FTSite. Sitio 1 ou S1 (rosa), sitio 2 ou S2 (laranja) e sitio 3 ou S3 (azul)
representados em redes tridimensionais. (B) Protease (NS2B-NS3) de DENV-3 e grupamentos de moléculas-
sonda. Agrupamentos de moléculas calculado pelo servidor FTMap. Grupamentos 00 (ciano), 01 (magenta), 02

(amarelo), 03 (rosa), 04 (branco), 05 (roxo), 06 (laranja) e 07 (marrom).
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Os grupamentos 01, 03, 04 e 06 estdo localizados proximos aos sitios de ligagdo S1 e
S3 identificados no resultado do FTSite. Juntamente aos resultados dos campos de interacao
molecular, os pontos de complementaridade molecular entre a protease € o peptideo inibidor
NDL (ligante de origem) (Figura 27) foram observados e apresentados por tipo de interacao

(Figuras 28 a 31).
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Figura 27. Peptideo inibidor NDL (ligante de origem) da protease NS2B-NS3 de DENV-3. Estrutura
molecular de N-benzoil-L-norleucil-6-amonio-L-norleucil-N-5-[amino(imino)metil]-N-[(2S)-5-carbamidamido-

1-hidroxipentan-2-il]-L-ornitinamida. Fonte: NOBLE et al. 2012

Os dados obtidos no FTSite para predi¢ao dos sitios de ligagao para interacdes aceptoras
de hidrogénio indicaram seis aa: um para por¢ao NS2B, Met84; e cinco para por¢cdo NS3,
Gly133, Thr134, Ser135, Gly153 e Tyr161; sendo Gly133 e Ser135 com maior frequéncia (34
e 37%) nas interacdes das moléculas-sonda (Figura 28A). Os resultados nos campos de
interacdo molecular corroboram a essas observagdes, indicando uma interacao do tipo aceptor

(vermelho) proximo ao aa Ser135 (Figura 28B).
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Figura 28. (A) Percentual de interagdes de hidrogénio (HBA) por aminoacidos (aa) no sitio de ligacio da
protease de DENV-3 (3U1I). A estrutura da protease de DENV-3, obtida sob cddigo de acesso 3U11 no PBD, foi
submetida ao programa FTMap para predicdo dos sitios de ligacdo e as estruturas visualizadas utilizando o
programa DiscoveryStudio. O grafico apresenta Glyl33 e Serl35 preditos como aa interagindo mais
frequentemente com as moléculas-sonda. (B) Campo de interagdo molecular do tipo aceptor de hidrogénio
(vermelho) préximo ao aminoacido (aa) Ser13S. Os campos de interagdo do tipo aceptor de hidrogénio

corroboram os dados de intera¢des das sondas com o aa Ser135.

As predi¢des para interagdes doadoras de hidrogénio, por sua vez, indicaram oito aa:
um para por¢ao NS2B, Asp81; e sete para por¢do NS3, Val36, Val72, Phel30, Lys131, Glyl51,
Asnl52 e Glyl53; sendo Asp81 com maior frequéncia (41%) nas interagdes das moléculas-
sonda (Figura 29A). Os resultados nos campos de interagdo molecular também corroboram

essas observagdes, indicando uma interacao do tipo doador (azul) préximo ao aa Asp81 (Figura
29B).
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Figura 29. (A) Percentual de intera¢des doadoras de hidrogénio (HBD) por aa no sitio de ligacao da protease
de DENV-3 (3U1I). A estrutura da protease de DENV-3, obtida sob co6digo de acesso 3U11 no PBD, foi submetida
ao programa FTMap para predigdo dos sitios de ligagcdo e as estruturas visualizadas utilizando o programa
DiscoveryStudio. O grafico apresenta Asp81 predito como aa interagindo mais frequentemente com as moléculas-
sonda. (B) Campo de interacio molecular do tipo doador de hidrogénio (azul) préximo aos aa Asp75 e Asp81.
Os campos de interagdo do tipo doador de hidrogénio corroboram os dados de interagdes das sondas com o aa

Asp81. Também se encontra assinalado o aa Asp75.

As predicdes para interagdes eletrostaticas, por outro lado, indicaram somente Asp75
em interacdo com as moléculas-sonda na NS3 (Figura 30A). Os resultados nos campos de
interagdo molecular também corroboram essa observacdo, indicando uma intera¢do do tipo

i0nica (amarelo) proximo ao aa Asp75 (Figura 30B).
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Figura 30. (A) Percentual de interacoes eletrostaticas (i6nicas) por aa no sitio de ligacdo da protease de
DENYV-3 (3U1I). A estrutura da protease de DENV-3, obtida sob cdodigo de acesso 3U1I no PBD, foi submetida
ao programa FTMap para predicdo dos sitios de ligacdo e as estruturas visualizadas utilizando o programa
DiscoveryStudio. O grafico apresenta Asp75 predito como Unico aa interagindo com as moléculas-sonda. (B)
Campo de interacido molecular do tipo eletrostatica (amarelo) préximo a Asp75. Os campos de interagdo do
tipo eletrostatica corroboram os dados de intera¢des das sondas com o aa Asp75. Também se encontra assinalado

outro aa da triade catalitica, His51.

Por ultimo, a predi¢do das interacdes de van der Waals indicaram seis aa em interacao
com as moléculas-sonda, todos na por¢ao da protease: Val36, His51, Val52, Pro132, Tyr150 e
Tyrl61 (Figura 31A). Os resultados nos campos de interagdo molecular também corroboram
essa observagdo, indicando uma interagao do tipo hidrofobica (laranja) proximo ao aa Val52

(Figura 31B).
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Figura 31. (A) Percentual de interacdes de van der Waals (hidrofébicas) por aa no sitio de ligacdo da
protease de DENV-3 (3U1I). O grafico apresenta Val52 predito como aa interagindo mais frequentemente com
as moléculas-sonda. (B) Campo de interacio molecular do tipo hidrofébica (laranja) proximo a Val52. Os
campos de interagdo do tipo hidrofébico corroboram os dados de orientagdo das interagdes das sondas com o aa

Val52. Assinalados também se encontram os residus da triade Ser135 e His51.

Os dados de interacao de cada sonda com os aa, bem como os campos de interacao
apresentam sitios e aa potencialmente importantes para as interacdes entre uma molécula
(ligante) e a protease (alvo). Aguilera-Pesantes et al. (2017), por exemplo, demonstraram os aa
His51, Val52, Asp75 e Ser135 interagindo com diversas moléculas, entre os sitios S1 e S3 da
protease. Nesse trabalho também foram compilados diversos aa de interesse ja identificados, da
literatura, em interagdes com ligantes da protease de DENV. Dentre os 22 aa identificados, a
maioria das moléculas em interagdo também foram preditas em associagdo aos aa da triade

catalitica, His51, Asp75 ou Ser135 (AGUILERA-PESANTES et al., 2017).
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Streuer et al. (2011), identificaram compostos cetoamida especialmente interagindo ao
bolso S1 da protease de DENV. Nesse estudo, as moléculas interagiam especialmente com o
oxigénio de Ser135, formando diferentes conformeros quirais na interagao. Dentre os melhores
ranqueados, foi observada uma ligagao covalente com Ser135 em todas as conformacdes, além
de interagdes frequentes com His51 e Tyr161, os quais também foram identificados interagindo
com sonda nos resultados apresentados nas intera¢des de van der Waals (Figura 31). Também
em concordancia com o trabalho de Aguilera-Pesantes et al. (2017), ndo foram observadas

interacaos no sitio S2 da protease (STEUER etal., 2011; AGUILERA-PESANTES etal., 2017).

Esses dados, em conjunto, permitem obter informacgdes importantes acerca de regioes
de ligacdo nos sitios da protease, bem como dos aa de maior relevancia ou frequéncia de
interagdes com ligantes como inibidores ou potenciais moléculas com atividade na protease.
Juntamente aos resultados do HQSAR, essas informagodes foram utilizadas na construgdo do

modelo farmacoforico para triagem virtual de moléculas com potencial atividade em DENV.
5.1.7 Selecao e mapeamento da estrutura da protease de ZIKV

Posterior a andlise da estrutura da NS3 de DENV-3 (3U11), o mesmo foi realizado para
protease de ZIKV (PDB: 5YOF), buscando comparar os dados em DENV e aprimorar a
construgdo do farmacoforo. A estrutura da protease de ZIKV, juntamente com a posi¢ao dos aa

da triade catalitica (His51, Asp75 ou Ser135) ¢ mostrada na figura abaixo (Figura 32).
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Figura 32. Estrutura tridimensional do complexo da protease NS2B-NS3 de ZIKV depositada no PDB sob
0 cédigo SYOF. NS2B (roxo), NS3pro N-terminal (verde), NS3pro C-terminal (oliva), alga /inker (laranja) e triade

catalitica (ciano) composta pelos aa His51, Asp 75 e Ser135.

O servidor FTSite fez a predi¢ao de trés possiveis sitios de ligacdo da protease (Figura
33A). Assim como em DENV, se ressalta a importdncia em observar quais cavidades se
encontram proximas ao sitio ativo da protease (triade catalitica), em que um ligante poderia
interagir para atuar como um efetivo inibidor, agora representados pelos sitios 1 (rosa), 2
(verde) e 3 (azul). O arquivo resultante do FTMap, por sua vez, apresenta agrupamentos de
moléculas-sonda divididos por sitios de ligagdao (Figura 33B), as quais interagem com os aa
daquele sitio da protease delimitados no FTSite. Foram selecionados para analise somente os

aa localizados nos sitios preditos pelo FTsite.
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Figura 33. (A) Protease NS2B-NS3 de ZIKYV e suas cavidades representando sitios de ligacdo. Predigdo dos
sitios calculada pelo servidor FTSite. Sitio 1 ou S1 (rosa), sitio 2 ou S2 (verde) e sitio 3 ou S3 (azul) representados
em redes tridimensionais. (B) Protease NS2B-NS3 de ZIKV e grupamentos de moléculas-sonda.
Agrupamentos de moléculas calculado pelo servidor FTMap. Grupamentos 00 (oliva), 01 (magenta), 02 (amarelo),

03 (rosa), 04 (branco), 05 (verde), 06 (laranja), 07 (lilas) e 08 (vermelho).

Os grupamentos 01, 02, 04 e 05, se localizam proximos aos sitios de ligacao S2 e S3,
identificados no resultado do FTSite. Na analise da interagdo destas sondas com os aa da
protease, também foram identificados quais aa interagem com determinada molécula-sonda e a

quantidade de ligacdes presentes pela sonda, divididas em aceptor de ligacdo de hidrogénio
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(HBA), doador de ligagcao de hidrogénio (HBD), interagdo eletrostatica (idnica) e interagdo de
van der Waals (hidrofobica). Juntamente aos resultados dos campos de interagdo molecular, os
pontos de complementaridade molecular entre a protease e o ligante de origem (Figura 34)

também foram observados e apresentados por tipo de interacao (Figuras 35 a 38).

NH;"

Hzrxl)\NHz+

Figura 34. Dipeptideo inibidor da protease (SYOF) de ZIKYV. Estrutura molecular de (S)-2-acetamido-6-amino-
N-((S)-5-guanidino-1-oxopentan-2-il)hexanamida. Fonte: LI et al. 2018.

Os dados obtidos no FTSite para predi¢ao dos sitios de ligagdo para interacdes aceptoras
de hidrogénio indicaram nove aa na protease: GIn74, Thr134, Ser135, Tyr150, Asn152, Gly153,
Tyrl61, Thr166 ¢ GInl67; sendo Tyr161 com maior frequéncia (40%) nas interagdes das
moléculas-sonda (Figura 35). Dentre eles, quatro dos seis aa preditos em DENV foram

identificados em ZIKV (Thr134, Ser135, Gly153 e Tyr161).
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Figura 35. Percentual de interacdes de hidrogénio do tipo aceptor (HBA) por aa no sitio de ligacido da
protease de ZIKV (5YOF). O grafico apresenta Tyrl61 predito interagindo mais frequentemente com as

moléculas-sonda.

As predigdes para interagdes doadoras de hidrogénio, por sua vez, indicaram doze aa na
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porc¢do da protease: Val72, Lys73, GIn74, Asp75, Prol131, Thr134, Glyl51, Asnl152, Glyl53,
Alal64, Tle165 e GInl67; sendo Prol31 e Glyl51 com maiores frequéncias (18 e 20%) nas
interacdes das moléculas-sonda (Figura 36). Quatro destes aa foram os mesmos preditos na
protease de DENV (Val72, Glyl51, Asnl52 e Glyl153), além de uma quinta posi¢ao idéntica
(131), porém com aa diferente (Gly>Pro).
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Figura 36. Percentual de interacées de hidrogénio do tipo doador (HBD) por aa no sitio de ligacdo da
protease de ZIKV (5YOF). O grafico apresenta Pro131 e Gly151 preditos interagindo mais frequentemente com

as moléculas-sonda.

As predi¢des para interagdes eletrostaticas em ZIKV, por outro lado, indicaram cinco
aa interagindo com as moléculas-sonda: um para por¢cao NS2B, Asp83; e quatro para NS3pro,
His51, Asp75, Prol31 e Tyrl61; sendo Asp75 com maior frequéncia (33%) de interagdes
(Figura 37). Destes, somente Asp75, unico aa com interacdo eletrostatica em DENV, foi

igualmente predito em ZIKV.
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Figura 37. Percentual de interacdes eletrostaticas (idnicas) por aa no sitio de ligaciio da protease de ZIKV

(SYOF). O grafico apresenta Asp75 predito interagindo mais frequentemente com as moléculas-sonda.



104

Por ultimo, a predi¢do das interagdes de van der Waals indicaram nove aa em interagao
com as moléculas-sonda: dois para NS2B, Leu78 e Phe84; e sete para NS3pro, His51, Ile123,
Prol131, Alal32, Tyr150, Tyr161 e Alal64; sendo Ile126 e Tyr161 com maior frequéncia (28 e
31%) de interacdes (Figura 38). Destes, His51, Tyr150 e Tyr161 foram igualmente preditos
em DENV comparado a ZIKV.
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Figura 38. Percentual de interacées de van der Waals (hidrofébicas) por aa no sitio de ligacido da protease
de ZIKYV (5YOF). O grafico apresenta I[le123 e Tyr161 preditos como aa principais interagindo com as moléculas-

sonda.

5.1.8 Comparacio entre as estruturas de DENV e ZIKV

Comparativamente, Ser135 (DENV) e Tyrl61 (ZIKV) apresentaram maior
porcentagem de interacdo como ligagdo de hidrogénio do tipo aceptor, identificadas com a
presenca do campo de interacdo molecular das sondas. Embora distintos, a regido de interacao
em ambos os aa ¢ similar, o que configura, estruturalmente, um sitio de ligacdo de hidrogénio
equivalente em ambas as proteases (Figura 39). Isso representa uma caracteristica importante,
por exemplo, para a constru¢do de um modelo farmacoférico Ginico para ambos os alvos em

uma triagem virtual (YANG, 2010).
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Figura 39. Campos de interagao de ligacio de hidrogénio do tipo aceptor nas proteases de DENV-3 (3U1I)
e ZIKV (5YOF). Sitio de ligacdo predito da protease de ZIKV (ciano) e DENV (verde) sobrepostas. Campos de

interacdo de ligacdo de hidrogénio com os aa Ser135 (rosa) e Tyr161 (vermelho).

Uma mesma observagdo pode ser feita para Asp75 em DENV e ZIKV. Este aa
apresentou maior porcentagem de intera¢do ionica predita com as sondas nas duas proteases,
visualizado na presenga do campo de interagdo eletrostatica localizado proximo a ambos os aa
nas duas estruturas (Figura 40). Igualmente, durante o planejamento de um farmaco6foro tnico,
estes sitios também podem ser considerados como /ot spots ou pontos de acesso de ligacao e,

neste caso, equivalentes em ambas as estruturas (BARILLARI; MARCOU; ROGNAN, 2008).

Figura 40. Campos de interagdo do tipo eletrostatico nas proteases de DENV-3 (3U1l) e ZIKV (5YOF).
Estrutura do sitio de ligagdo predito da protease NS2B-NS3 de ZIKV (ciano) e estrutura da mesma regido do sitio
de ligacdo da protease NS2B-NS3 de DENV (verde). Campo de interacdo com o aa Asp75 da protease de DENV

(amarelo claro) e campo de interagdo com o aa Asp75 da protease de ZIKV (amarelo escuro).
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Adicionalmente, esses dados refor¢am a escolha das proteases de DENV e ZIKV como
alvos moleculares de interesse, haja vista sua similaridade entre os flavivirus e papel essencial
na multiplicag@o destes virus (NEUFELDT et al., 2018). Além disso, corroborando os dados
das analises descritas, também foi realizada uma comparagdo das caracteristicas estruturais das

proteases de DENV e ZIKV, empregando analises das coordenadas por calculos de MIF.

As andlises das coordenadas dos centros de cada uma das caixas (grids), utilizada para
os calculos de MIF, indicam, além de uma semelhanga estrutural, uma correspondéncia dos
sitios de ligagdo das proteases. Foram observadas regides favoraveis em comum, haja vista a
sobreposi¢ao das estruturas (Figura 41), corroboradas pela proximidade das coordenadas nos
eixos X, Y e Z (Tabela 14). Esses resultados corroboram também para os pontos de acesso (ot
spots) equivalentes em ambas proteases, tornando possivel a constru¢do de um tnico modelo

farmacoforico e conveniente o planejamento de um unico inibidor para ambas proteases.

Figura 41. Sobreposicio das caixas tridimensionais utilizadas nos calculos de campo de interacio molecular
(MIF) das proteases de DENV (3U1l) e ZIKV (5YOF). Protease de DENV (verde-lima); protease de ZIKV
(ciano); grid referente a protease de DENV (preto); e grid referente a protease de ZIKV (magenta).
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Tabela 14. Coordenadas dos centréides dos grids utilizados nos calculos de campo de interagio

molecular (MIF) de DENV e ZIKV.

DENV ZIKV
Eixo X 23,186 23,200
Eixo Y -20,512 -19,206
Eixo Z 8,114 9,057

5.1.9 Analises de acoplamento molecular

Juntamente aos dados obtidos dos modelos de HQSAR e do mapeamento dos sitios de
ligagdo das estruturas, o acoplamento molecular (docking) do ligante de origem (NDL) da
protease em estudo (3U1I), bem como dos compostos mais ativos do conjunto de dados
utilizado (62-66), além do docking do trabalho Behnam et al. (2015), foram realizados como
estratégia para evidenciar quais aa apresentavam interacdo mais frequente na protease alvo.
Posteriormente, estes ligantes também foram submetidos a dindmica molecular, buscando

complementar as andlises de docking.

O trabalho de Behnam et al. (2015), além de base para o conjunto de dados deste
trabalho, forneceu informagdes importantes em relagdo as interagdes dos compostos
peptideomiméticos na protease de DENV (3U1I). A estratégia empregada foi baseada nos
fragmentos de estruturas, direcionando a sintese € modificagdes de compostos semi-peptidicos,
a fim de se obter moléculas com atividade inibitoria nas proteases de DENV e WNV. Essa
estratégia também ja obteve sucesso em outros estudos de inibidores de proteases virais, como
no desenvolvimento de farmacos inibidores das proteases de HCV, telaprevir e boceprevir, além

da protease de HIV, como ritonavir e lopinavir (DE CLERCQ, 2009; AU; POCKROS, 2014).

de 4-hidroxifenilglicina foram usados como esqueletos ndo-peptidicos para uma sintese em trés
etapas: (i) extensdo de um fragmento C-terminal de éter-benziloxi; (ii) otimizagdo C- e N-
terminal; e (ii1) mistura ou fusdo de fragmentos com diferentes grupos funcionais substituintes
(Apéndice A). Esta gama de modificagdes estruturais dos compostos permitiu obter, por
exemplo, moléculas com atividade na faixa de nanomolar (moléculas 62, ICsp = 18 nM e 65,

ICs0=28 nM) (BEHNAM, 2015).

Sabendo disso, neste trabalho foi realizada uma reprodugdo e comporagao do docking

da molécula 62 no programa Surflex Docking (Figura 42), com a estrutura da protease (3U1I)
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importada do PDB. A reprodugdo do acoplamento molecular da pose de maior score da
molécula 62 resultaram na identificagdo de nove aa interagindo com essa conformagdo do

ligante avaliado: Val36, His51, Val52, Asp75, Asp129, Phel30, Gly133, Tyr150 e Gly151.

Score 13.848

Figura 42. (A) Analise comparativa do docking da molécula 62 na protease de DENV-3 (3U1I). (A)
Reproducgiao do acoplamento molecular utilizando programa Surflex Docking. Molécula 62 interagindo com
aa Val36, His51, Val52, Asp75, Asp129, Phel30, Gly133, Tyr150 e Glyl51. Estrutura da protease em modelo se
sticks (verde), estrutura do ligante: atomos de carbono (branco), nitrogénio (azul), oxigénio (vermelho), flGor
(verde-lima), enxofre (amarelo) e tracejados de interagdes moleculares (amarelo). Pontuacdo (score) = 13,848. (B)
Docking do composto 62 na protease (3U1I) de DENV-3. Acoplamento molecular utilizando programa
AutoDock Vina. Superficie da proteina delimitada em regides hidrofilicas (azul) e hidrofobicas (laranja). Ligante
em representacao de sticks (magenta). Sitios de ligagdo 1 a 4 (S1 a 4) e aa relevantes na interagdo com o composto

(His51, Asp75, Ser135 e Vall55) foram assinalados. Fonte: BEHNAM et al., 2015. (adaptado)
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Dentre os aa identificados na reproducao do docking, somente His51 e Asp75 foram
concomitantes as interacdes na pose do trabalho de Behnam et al. (2015). Por outro lado, na
reproducao somente Aspl129 nao foi identificado como aa em potencial para interacdes com
este ligante, quando comparado aos resultados do FTSite. A pose do ligante no alvo no
acoplamento de Behnam et al. (2015), demonstra o anel de fenilglicina ocupando o bolso S1,
com a arginina em S2 e a por¢do cap em S3, potencialmente se extendendo a S4. A cadeia de
lisina, por sua vez, ocupa espagos entre os bolsos, denotando uma liberdade de interagao com
o alvo ou ligante, como ja observado em outras simulacdes de acoplamento de
peptideomiméticos na protease de DENV (BEHNAM et al., 2015). Ademais, mesmo com as
inimeras modificagdes e substituintes das moléculas utilizadas, ainda se preserva uma
similaridade estrutural do esqueleto dos compostos peptideomiméticos, o que implica em

poucas alteragdes nas poses ou interagdes dessas moléculas com o alvo.

Além dos aa da triade catalitica serem essenciais a atividade da protease, ha uma
preferéncia por fragmentos moleculares de carater basico nos sitios S1 e S2, como arginina e
lisina, dados que reforcam aqueles observados por Behnam, bem como os resultados obtidos
previamente nos modelos de HQSAR deste trabalho (CREGAR-HERNANDEZ et al. 2011).
Estes e outros grupamentos de carater polar, usualmente apresentam baixa permeabilidade
celular e perfil farmacocinético desfavoravel ao desenvolvimento de inibidores, ainda que
moléculas com boa atividade in vitro. Dados similares ja foram demonstrados na protease de
WNV e, paralelamente as diversas classes de inibidores peptidicos e ndo-peptidicos,
favoreceram o desenvolvimento de moléculas bioativas como inibidores de protease, por

exemplo, inibidores sintéticos em DENV-2 (MUELLER et al., 2007; WU et al., 2015b).

O aa valina (Vall55) identificado nos estudos de Behnam et al. (2015), interage com o
anel benzil do ligante. A auséncia desse aa estd associada, por exemplo, a uma redugdo da
afinidade da aprotinina na protease de WNV quando comparado a de DENV. Ademais, esse aa
¢ conservado nos quatro sorotipos de DENV, bem como nas proteases de ZIKV, WNV e JEV,
além de apresentar homologia em YFV (isoleucina; 1155), além de outros flavivirus, como
exemplificado na Figura 43 (ALESHIN et al., 2007; NOBLE et al., 2012b). Por estes motivos,
esse aa também se mostra importante como um potencial sitio de ligagcdo a ser considerado, por

exemplo, na constru¢ao de um farmacoforo para triagem virtual.
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Figura 43. Sequéncias de NS3 de diferente flavivirus: DENV-1 a 4, JEV, WNV e YFV. Sequéncias de
estruturas depositadas no banco de dados PDB. Identidade (caixas vermelhas) e similaridade (letras vermelhas)

dos aa das sequéncias. Asterisco representa o aa Ser135. Fonte: ALESHIN et al. 2007. (adaptado)
5.1.10 Dinamicas moleculares

Complementando os dados sugeridos pelos estudos de docking, foi realizada dinamica
molecular (DM) dos ligantes originais de ambas proteases, bem como da molécula mais ativa
(62), a fim de se simular os movimentos de atomos a nivel molecular, analisando possiveis
alteragdes estruturais proteicas (alvo), conformacionais (ligantes) e interagdes entre os
complexos ligante-alvo. Dessa forma foi possivel confirmar pontos de interagdo preditos
anteriormente (FTSite e docking), fragmentos com maiores interacdes (HQSAR) e ainda

determinar o percentual de interacao de cada aa da protease com as moléculas avaliadas.

Inicialmente, uma simulagdo de DM de 1 us do ligante (Bz-Nle-Lys—Arg—Arg-H)
original da protease de DENV-3 (3U1I) foi realizada em duplicata, resultando em mapas dos
contatos (interagdes) do ligante na proteina (Figura 44). Na primeira replicata (Figura 44A)
foram preditos contatos de diferentes grupamentos quimicos em sete aa da protease: His51
(56%), Asp75 (40 e 59%), Aspl129 (55, 65 e 97%), Phel30 (54%), Glyl51 (51%), Asnl52
(43%) e Tyrl61 (52%). O aa Asp75 interage com um fragmento de arginina, assim como
Asp129, Phel30 e Tyrl61 a outro fragmento de arginina. Aminoacidos podem apresentar
interagdes superiores a 100%, em razdo de contatos multiplos de um mesmo tipo com atomos
do ligante, por exemplo, Asp129. Na segunda replicata (Figura 44B), resultados similares
foram preditos, com contatos em His51 (45 e 58%), Asp75 (71, 78 € 92%), Asp129 (41 e 87%),
Phel30 (84%), Tyrl6l (76%) e Asp81 (36%), além de Thr83 (36%), este interagindo por
contato com uma molécula de 4gua. Novamente, Asp129, Phel30 e Tyr161 interagem com um
fragmento de arginina, além de Asp81 e Thr83 a outra arginina. Nesta replicata, Asp75 interage
com a amina da lisina, diferentemente da simulacdo anterior. Abaixo os histogramas

representando graficamente as fragdes de interagao.
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Figura 44. (A) Esquema de contatos de atomos do peptideo inibidor (ligante de origem) nos aa da protease
de DENV-3 (3U1I). Simulacdes de 1 ps. Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulagdo sdo
representadas. Linhas de tendéncia de interacdo: carga ou negativa (vermelho), polar (azul) e hidrofébica (verde).
(B) Esquema de contatos de atomos do peptideo inibidor (ligante de origem) nos aa da protease DENV-3
(3U1I) (duplicata). Simulagdes de 1 ps. Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulagdo sdo
representadas. Linhas de tendéncia de interacdo: ligacdo de hidrogénio ou polar (azul), iénica ou carga negativa

(vermelho) e hidrofobica (verde).

Essas interacdes do ligante com a proteina também podem ser monitoradas durante a
simula¢do, o que permite caracterizar cada tipo de contato, sendo categorizados em quatro tipos:
ligagdes de hidrogénio ou de 4gua e interagdes hidrofobicas ou idnicas. Dessa forma, foi
possivel obter um histograma da frequéncia de interagdes dos aa do alvo com a molécula
(Figura 45). Nesta andlise, Asp81, His51, Asp75, Aspl29, Glyl51 e Tyrl6l foram
identificados com fra¢des de interagdo superiores a 1 (IF>1.0), resultados que podem indicar
um aa realizando multiplos contatos de um mesmo subtipo com o ligante avaliado, indicando,
por exemplo, uma possivel inibicdo e maior estabilidade da interagdo da molécula no alvo

(BOWERS, 2006).
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Figura 45. Frequéncia de interagdes do ligante (peptideo) com aa da protease de DENV-3 (duplicatas A e
B). Barras representam as frequéncias de interagdo (IF) por tipo de cada aa: ligagdo de hidrogénio (azul), idnica
(magenta), hidrofobica (verde) e ligacdo de agua (cinza). Valores normalizados de acordo com as trajetorias de
interacdo, ou seja, 1.0 sugere 100% de uma interagdo especifica sendo mantida ao longo do tempo da simulagéo.

A: cadeia da NS2B; B: cadeia da NS3.

As DM na protease de ZIKV também ¢ similar as de DENV, sendo preditos no mapa de
contatos os aa Asp83 (93%) interagindo com fragmento de lisina, Phe84 (37%) e Gly151 (88%),
além de Tyrl161 (32%), Asp129 (97%) e Tyr130 (96%), ambos interagindo com fragmento de
arginina (Figura 46A). A tirosina (Tyr130), por sua vez, possui mesmo carater quimico de
fenilalalina (Phel30), mantendo um perfil similar de interagdo com os ligantes entre as
proteases de ZIKV e DENV. Na analise de frequéncia dos contatos (Figura 46B), Asp83,
Asp129, Tyr130, Gly153 e Tyr161 foram identificados com fra¢des de interagao superiores a 1
(IF>1.0), resultados que podem indicar um aa realizando multiplos contatos de um mesmo
subtipo com o ligante avaliado. Curiosamente, embora ndo evidenciado na representacdo de
contatos, o aa Asp75 apresenta IF>0.8, ressaltando, também em ZIKV, seu importante papel

nas interagdes com ligantes.
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Figura 46. (A) Esquema de contatos de atomos do inibidor dipeptidico (ligante de origem) nos aa da protease
de ZIKV (SYOF). Simulagdes de 1 pus. Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulacdo s@o
representadas. Linhas de tendéncia de interacdo: ligagdo de hidrogénio ou polar (azul), i6nica ou carga negativa
(vermelho) e hidrofébica (verde). (B) Frequéncia de interacdes do ligante (dipeptideo) com aa da protease de
ZIKV. Barras representam as frequéncias de interagdo (IF) por tipo de cada aa: ligagao de hidrogénio (azul), idnica
(magenta), hidrofobica (verde) e ligagdo de agua (cinza). Valores normalizados de acordo com as trajetorias de
interacdo, ou seja, 1.0 sugere 100% de uma interagdo especifica sendo mantida ao longo do tempo da simulag@o.

A: cadeia da NS2B; B: cadeia da NS3.

Por tltimo, dindmicas moleculares de 1 pus das duas moléculas mais ativas da série, 62
e 65 (ambas em DENV e 62 em ZIKV), foram realizadas a fim de se comparar as interagdes
entre os ligantes originais dos cristais das proteases com os compostos peptideomiméticos. Nos
mapas de contatos (Figura 47A), curiosamente foram preditos apenas trés aa da protease:
Asp75 (51 e 56%), Asp79 (42%) e Asnl152 (41%). O aa Asp75 interage com um fragmento de
arginina, enquanto Asp79 a um fragmento de lisina. Novamente, um aa apresentou interagdes
superiores a 100% (Asp75), em razdo de contatos multiplos de um mesmo tipo com atomos do
ligante. J& para a frequéncia de interagdes (Figura 47B), Asp75 e Tyr161 foram identificados
com fragdes de interagdo superiores a 1 (IF>1.0), resultados que também podem indicar um aa

realizando multiplos contatos de um mesmo subtipo com o ligante avaliado.
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Figura 47. (A) Esquema de contatos de atomos de 62 nos aa da protease de DENV-3 (3U1I). Simulagdes de
1 ps. Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulagdo sdo representadas. Linhas de tendéncia de
interacdo: ligagdo de hidrogénio ou polar (azul), idnica ou carga negativa (vermelho) e hidrofébica (verde). (B)
Frequéncia de interacdes do ligante 62 com aa da protease de DENV-3. Barras representam as frequéncias de
interacdo (IF) por tipo de cada aa: ligag@o de hidrogénio (azul), idnica (magenta), hidrofobica (verde) e ligacao de
agua (cinza). Valores normalizados de acordo com as trajetorias de interacdo, ou seja, 1.0 sugere 100% de uma

interacdo especifica sendo mantida ao longo do tempo da simulacdo. A: cadeia da NS2B; B: cadeia da NS3.

Nas analises de contatos com a molécula 65 (Figura 48A), por sua vez, foram preditos
contatos em sete aa da protease: Asp75 (96 e 97%), Phel30 (57%), Tyr150 (54%), Gly151 (76
e 84%), Asnl152 (54%), Gly153 (74%) e Tyr161 (45 € 73%). O aa Asp75 mais uma vez interage
com um fragmento de arginina e, novamente, aa (Asp75, Glyl51 e Tyrl61) apresentam
interagdes superiores a 100%, em razdo de contatos multiplos de um mesmo tipo com atomos
do ligante. Ja para a frequéncia de interacdes (Figura 48B), novamente Asp75 e Tyrl61, além
de Glyl51 e Gly153, foram identificados com fragdes de interagdo superiores a 1 (IF>1.0),

sugerindo multiplos contatos de um mesmo subtipo destes aa com o ligante avaliado.
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Figura 48. (A) Esquema de contatos de atomos de 65 nos aa da protease de DENV-3 (3U1I). Simulagoes de
1 ps. Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulacdo sdo representadas. Linhas de tendéncia de
interacdo: ligagdo de hidrogénio ou polar (azul), idnica ou carga negativa (vermelho) e hidrofébica (verde). (B)
Frequéncia de interacdes do ligante 65 com aa da protease de DENV-3. Barras representam as frequéncias de
interacdo (IF) por tipo de cada aa: ligag@o de hidrogénio (azul), idnica (magenta), hidrofobica (verde) e ligacao de
agua (cinza). Valores normalizados de acordo com as trajetorias de interagdo, ou seja, 1.0 sugere 100% de uma

interacdo especifica sendo mantida ao longo do tempo da simulacdo. A: cadeia da NS2B; B: cadeia da NS3.

A DM da molécula 62 em ZIKV, na anélise de contatos (Figura 49A), foram preditos
os aa Val36 (54%), Tyr161 (50%), His51 (36%) e, pela primeira vez dentre as simulagdes,
Ser135 (35%). Os aa Ser81 (61%), Asp83 (38, 51 e 53%), Asp75 (56%) e Asnl52 (56%) se
mostraram interagindo com um fragmento de arginina. Novamente, um aa apresentou
interagdes superiores a 100% (Asp83), em razdo de contatos multiplos de um mesmo tipo com
atomos do ligante. Ja para a frequéncia de interagdes (Figura 49B), Asp83, His51 e Asp75
foram identificados com fragdes de interacao superiores a 1 (IF>1.0). Estes resultados, assim
como os anteriores, podem indicar um aa realizando multiplos contatos de um mesmo subtipo

com o ligante avaliado.
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Figura 49. (A) Esquema de contatos de Atomos de 62 nos aa da protease de ZIKV (5YOF). Simulagdes de 1
us. Interacdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulag@o sfo representadas. Linhas de tendéncia de

interacdo: ligacdo de hidrogénio ou polar (azul), idnica ou carga negativa (vermelho) e hidrofébica (verde).
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(B) Frequéncia de interacdes do ligante 62 com aa da protease de ZIKV. Barras representam as frequéncias
de interacdo (IF) por tipo de cada aa: ligagcdo de hidrogénio (azul), i6nica (magenta), hidrofébica (verde) e ligacdo
de 4gua (cinza). Valores normalizados de acordo com as trajetorias de interagdo, ou seja, 1.0 sugere 100% de uma

interagdo especifica sendo mantida ao longo do tempo da simulagdo. A: cadeia da NS2B; B: cadeia da NS3.

Essa abordagem por simula¢des permite, como ja mencionado, avaliar ndo somente a
estabilidade de um ligante no alvo, mas a frequéncia de interagdes com aa potencialmente
importantes na atividade inibitéria de uma molécula (BOWERS, 2006). Ademais, a
combinagdo de estratégias computacionais distintas permite reforgar a robustez de métodos
almejando obter inibidores seletivos ou corroborar dados preditos, por exemplo, em um

acoplamento molecular.

Ainda sim, a poténcia de um sistema computacional pode limitar o uso de uma DM
como estratégia majoritaria no planejamento de firmacos, especificamente na capacidade de
minimizagdes, calculos (especialmente energéticos), predi¢do de interagdes e, acima destes, a
reducdo do tempo gasto nos ensaios computacionais, permitindo longas simulagdes de eventos
bioquimicos. Contudo, esses fatores, da mesma forma, favorecem o uso dessas simulacdes
como uma importante ferramenta na descoberta de novas moléculas bioativas e no

desenvolvimento de potenciais farmacos (CASE, 2005; BOWERS, 2006).

Diversas abordagens que combinaram as DM com outras estratégias computacionais ja
obtiveram sucesso na busca de moléculas bioativas, por exemplo, com atividade antibacteriana.
Rehnam et al. (2019), por exemplo, utilizaram dinamicas moleculares para analises
comparativas de inibidores oriundos de uma triagem virtual tendo NDM-1, uma beta-lactamase,
como alvo. As DM permitem avaliar a estabilidade das moléculas testadas no complexo da
proteina, o que permitiu, nesse estudo, indicar interagdes no sitio ativo da enzima, corroborando
ligacdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas (i6nicas) e hidrofobicas, resultados que foram
validados confirmando a inibi¢do enzimatica em ensaios in vitro determinando a ICso dos hits
triados. Uma abordagem semelhante também demonstrou o potencial de simula¢des de
dinamica molecular na validagao de um potencial inibidor de bomba de efluxo de Acinetobacter

baumanii predito em analises de docking (VERMA; TIWARI; TIWARI, 2018).

Ajmi et al. (2018) também demonstraram a vantagem de aplicagdes da dindmica
molecular na identificacdo de produtos naturais como inibidores de uma quinase (PLK-1)
associada a diversos tipos de cancer. Novamente, as DM permitiram validar, a partir de uma

triagem virtual, a estabilidade de moléculas bioativas no sitio ativo do receptor, bem como
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corroborar os aa associados a interacdo dos ligantes. Similarmente, essa estratégia ja havia
auxiliado no planejamento de potenciais inibidores dessa mesma classe de enzimas, analisando

semelhangas estruturais dos receptores e das moléculas (JANI; DALAFAVE, 2012).

Na virologia, por outro lado, estudos com dindmicas moleculares usualmente
apresentavam enfoque nas interagdes virus-hospedeiro, buscando elucidar, por exemplo, o
papel de proteinas no ciclo de multiplicacdo e/ou respostas imunolédgicas, como ja demonstrado
na constru¢do de um modelo estrutural de CCRS, um co-receptor para HIV-1 (MAEDA et al.,
2008; ODE et al.,, 2012). Paralelamente, estratégias com simulagdes na descoberta e
desenvolvimento de farmacos antivirais ja obtiveram sucesso, podendo permitir simulagdes
mais longas de sistemas mais complexos com o avango dos recursos disponiveis e velocidade
de processamento dos computadores no futuro (DURRANT; MCCAMMON, 2011;
BORHANI; SHAW, 2012).

Por exemplo, Schames et al., ainda em 2004, aplicaram essa técnica em analises da
integrase de HIV, identificando uma regido de interagdo na enzima ainda ndo identificada em
estruturas de cristais disponiveis na época. Lee et al. (2006), indicaram a influéncia desse sitio
adjacente com estudos de mutagénese induzida nessa regido, permitindo auxiliar,
posteriormente, no desenvolvimento de inibidores de integrase, como o farmaco Raltegravir,
pela Merck, o primeiro inibidor de integrase aprovado pelo FDA no tratamento de HIV

(HAZUDA et al., 2004; SCHAMES et al., 2004; LEE; ROBINSON, 2006).

No mesmo ambito, DM ja foram capazes de demonstrar uma cavidade universal no sitio
de adesdo da neuraminidase do virus influenza, como HIN1, H5N1 e H2N2, auxiliando, por
exemplo, no desenvolvimento de farmacos contra estes virus (AMARO et al., 2011; DE LIMA
NETO et al., 2018). Voltado para os flavivirus, interesse desse trabalho, estudos como os de
Lima Neto et al. (2018) j& haviam proposto dinamicas moleculares para o refinamento de
andlises de acoplamento molecular de moléculas comercialmente disponiveis e com atividade
descrita em DENV, sendo reposicionadas como potenciais inibidores da NS3, NS5 ou proteina

E de ZIKV.

Considerando a importancia das dinamicas moleculares, suas associagdes com
estratégias de triagem, as informagdes obtidas nesse trabalho, além daquelas apresentadas
acerca das sequéncias da NS3, estrutura da protease e interagdes com ligantes permitem, por
exemplo, considerar a constru¢do de um farmacoforo para triagem virtual de moléculas com

potencial atividade antiviral em DENV, YFV e ZIKV. Além disso: (1) a auséncia de uma
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estrutura de cristalografia da protease de DENV-2 em complexo com um inibidor, (ii) a alta
taxa de conservagdo da protease entre os demais sorotipos de DENV e espécies do género
Flavivirus; (ii1) a qualidade do cristal de DENV-3 (3U1I); (iv) os estudos de Behnam; (v) a
similaridade dos sitios de ligacdo entre a protease de ZIKV e DENV-3; e (vi) a auséncia de uma
estrutura de cristalografia de YFV, reforcam a sele¢do da protease de DENV-3 (3U1I) como

alvo unico nessa abordagem.
5.1.11 Construc¢io do modelo farmacoforico e triagem virtual

Uma estratégia de triagem virtual na busca de potenciais inibidores ou moléculas
bioativas, permite, por exemplo, reduzir tempo e custos com novas rotas de sintese e tentativas
de modificagdes estruturais, identificando diretamente moléculas de rapida ou facil obtengao,
ao se aplicar diferentes filtros de triagem. Nesse caso, a constru¢do de um modelo farmacofoérico
permite filtrar compostos de interesse que possam interagir em regides especificas de um alvo,

como a protease de DENV em estudo (LEONEL, 2018).

Tratando dessa estratégia, com o compilado de varidveis e informagdes nos resultados
desse trabalho (HQSAR, FTSite, FTMap, AutoGrid, andlises de docking e DM), um modelo
farmacoforico da protease de DENV-3 foi construido para aplicacdo em uma triagem virtual,
sendo selecionados aa de interesse e definidos centroides de interacao molecular. O modelo
para triagem dos potenciais inibidores (ligantes) foi definido e construido via plataforma
UNITY no programa SYBYL-X 2.1, consistindo nos trés aa da triade (His51, Asp75 e Ser135),
além de Asp79, Asnl152 e Vall55, além de quatro centroides de interagdo molecular, sendo um
hidrofobico ( ), um doador de hidrogénio (DONOR ATOMI1) e dois
positivos (POSITIVE N1 e POSITIVE N2), sendo o segundo em condicao de partial match,
ou seja, correspondéncia parcial de interagdes (Figura 50). Os aa Asp129, Phel30 e Tyrl61
foram desconsiderados, haja visto uma certa inconsisténcia da presenca de interagdes
apresentadas em um tipo de ligante ou protease nos diferentes métodos avaliados. Além disso,
uma substituicao presente na posi¢do 130 entre as proteases de ZIKV e DENV e a ocupagdo

proxima dos outros dois aa (aspartato e tirosina), reforcaram essa escolha.
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Figura 50. Modelo farmacoférico construido utilizando a estrutura do complexo entre a protease de DENV-
3 e o ligante de origem. O modelo apresenta quatro centroides de interagdo sendo: um hidrofébico (ciano), um
doador (azul) e dois positivos (vermelho). Aa assinalados (sticks): His51, Asp75, Asp79, Ser135, Asnl152 e Vall55

(azul). Estrutura da protease em modelo de cartoon (PDB: 3U1I; em verde).

Construido o modelo farmacoforico, filtros foram aplicados aos quatro conjuntos de
moléculas, buscando otimizar a triagem virtual a ser executada. Inicialmente, modifica¢des dos
parametros baseados na Ro5 de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) e regras de Veber (VEBER et

al., 2002) foram aplicados, como ja apresentados e discutidos anteriormente.

Além dessas variaveis iniciais, foi estabelecido um segundo filtro baseado nos
resultados preditos no modelo de HQSAR, especificamente nos dois fragmentos moleculares
de interesse, arginina e lisina. Dessa forma, dentre as 7.600.000 moléculas dos quatro conjuntos
de dados (MolPort/ZINC, DrugBank/FDA, NuBBE e QF/UFMGQG), foram selecionadas apenas
aquelas que apresentassem fragmentos similares ou do tipo arginina e/ou lisina de acordo com
o filtro estrutural delimitado na triagem pelo KNIME®, haja visto sua importancia na atividade

inibitoria das proteases observada nos resultados anteriores e em estudos anteriores ja citados

(CREGAR-HERNANDEZ, 2011; WU, 2014; BEHANM, 2015).
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Os quatro bancos de dados utilizados foram submetidos ao mesmo tratamento dos
compostos peptideomiméticos realizados no pacote computacional KNIME®, para criacdo de
quatro respectivos bancos de moléculas contendo o conféormero de menor energia.
Posteriormente, cada molécula também teve seu estado de protonagado corrigido de acordo com

pH fisiolégico, também utilizando o pacote computacional KNIME®.

As aplicacdes desses comandos permitiram, para todas as moléculas e potenciais
ligantes a serem triadas no alvo, a obtencdo de uma unidade conformacional de maior
estabilidade e estado i6nico mais favoravel, consequentemente, com um melhor perfil
energético e de possiveis interagdes. Seguidamente, ambos os filtros também foram executados
no pacote computacional KNIME®, descrevendo cada varidvel dos parametros definidos e
propriedades fisico-quimicas das moléculas a serem triadas, filtrando, etapa a etapa, os quatro

bancos de dados paralelamente.
5.1.12 Triagem virtual: filtros e crossdocking

Na execug¢do do primeiro filtro, avaliando os parametros de biodisponibilidade (regras
de Lipinski e Veber), dentre as 7.600.000 moléculas oriundas do MolPort, DrugBank, NuBBE
e QF, cerca de 820.000 moléculas restaram. Logo apds, com o segundo filtro, considerando os
fragmentos arginina e lisina, aproximadamente 220.000 substancias resultaram da triagem.
Finalmente, com os candidatos restantes, a triagem pelo farmacoéforo foi realizada (Figura 51),
resultando em 2.775 moléculas, oriundas somente dos bancos MolPort (2.763) e DrugBank
(12). Nenhuma molécula dos bancos NuBBE e QF foi obtida ao final da triagem pelo

farmacoforo.
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Figura 51. Pose de docking de um potencial inibidor triado pelo farmacéforo. Modelo farmacoférico
construido na estrutura da protease de DENV-3 (3U1I) (verde). O modelo apresenta quatro centroides de interagéo
sendo: um hidrofébico (ciano), um doador (azul) e dois positivos (vermelho). Ligante (sticks) representativo de

uma simulacdo de interagdes da molécula no farmacéforo da protease durante a triagem.

A fim de reduzir o nimero de moléculas triadas, uma estratégia de docking foi
implementada em dois protocolos distintos (P1 e P2), uma abordagem que permite selecionar
apenas os potenciais inibidores com melhor fit ou interagdes na protease, mais especificamente
em uma cavidade especifica do alvo. Essa abordagem também permite contornar algumas
variagdes que podem ocorrer em diferentes algoritmos ou programas, como polarizagdes
incorretas, dessolvatacdo aquosa, influéncias idnicas, pouca entropia entre a proteina e o alvo,
bem como concentragdes insuficientes de ambos, além de estados de 1onizagdo e protonagao
desfavoraveis, presuncdes incorretas da rigidez de uma proteina e defici€éncias na pontuacao de

moléculas acopladas (MARSDEN et al., 2004; HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007).

O primeiro protocolo (P1) foi realizado no programa Surflex (modelo Geom), em que
um protomol ou cavidade foi entdo padronizado e delimitado baseado na ocupancia do ligante
de origem (peptideo NDL) da protease de DENV. Assim, foram definidos um limiar de 0,5 e
um volume igual a 0 (espago minimo de ocupancia), para delimita¢ao do envelope de interagdes
(Figura 52). Além destas caracteristicas, foram testados 66 modelos distintos com o ligante de
origem (NDL), variando diversos parametros, até a defini¢do de um modelo 6timo para o
crossdocking: limiar (0,5); tamanho (0); movimento de hidrogénios (n2o); movimento de
hidrogénios de 4tomos (ndo); CScore (sim); poses otimizadas (ndao); nimero de conformagdes
(8); expansio de busca (6A); maximo de conformacdes (60); maximo de ligagdes rotacionaveis

(100); densidade de busca (6); nimero de spins possiveis (24); Poses (20); e RMSD (0,5).
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Figura 52. Modelo do protomol ou envelope de interacdes. O envelope inicial é composto de atomos de C, O,
N e H, delimitando pontos possiveis de interagdo, considerando os centroides do farmacoforo: hidrofébico (ciano),
um doador (azul) e dois positivos (vermelho). O modelo ¢é entdo renderizado com o tamanho da ocupéncia e limiar

do volume méximo do protomol (verde).
5.1.13 Analise e classificacio das moléculas obtidas na triagem

Selecionado o modelo, o crossdocking das 2.775 moléculas foi relizado (P1),
selecionando os 100 melhores Aits do banco MolPort de acordo com os valores de score (>8,7),
além das 12 moléculas triadas no DrugBank, independentemente de score (6,788 a 8,968).
Destas 112 moléculas resultantes, foi feita uma inspecao visual dos resultados do crossdocking,
uma a uma (Figura 53A), estabelecendo um ranqueamento a partir de uma pontuagao arbitraria
de quatro critérios: (1) tipo de interagdo com aa da protease; (ii) interagdo ocorrendo na regidao
dos centroides; (iil) interagdes com aa do farmacdforo, incluindo a triade catalitica; e (iv)
interagdes com demais aa da protease (Figura 53B). Segundo esses critérios, a pontuagao
arbitraria recebeu pesos de acordo com a forca da ligacdo estabelecida ou aa especifico de
interacao do farmacoforo (maior importancia), sendo: i6nica = 2, hidrogénio = 1, hidrofobica =
0,5, além do dobro de pontos quando houvesse posicionamento exato em um centroide ou uma

interagdo com His51, Asp75 e Serl35, Asp79, Asnl52 ou Vall55.
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Figura 53. (A) Exemplo de analise de interacdes do docking no sitio do farmaco6foro. Molécula interagindo

com aa da protease. Centroides do farmacoforo: hidrofobico (ciano), um doador (azul) e dois positivos (vermelho).
(B) Exemplo aumentado do modelo de pontuacio das intera¢ées. Aminoacido Phel30 realizando uma
interagdo ionica (ion amonio). Paralelamente, outra interagdo ocorre no centroide hidrofobico. Considerando os

quatro critérios de pontuag@o: uma interag@o ionica (2) + uma intera¢do no centroide hidrofébico (2) = 4.

Dentre as 112 substancias selecionadas (100 oriundas do MolPort e 12 do DrugBank),
ao menos 20% do conjunto ou aquelas que apresentassem soma total minima maior que 10
pontos (pontuagdo padrao baseada nos resultados do ligante de origem da protease), foram
selecionadas. No primeiro protocolo (P1), 33 moléculas foram selecionadas, sendo 25
moléculas oriundas do MolPort € 6 do DrugBank, como demonstrado na Tabela 15. Dessas,

apenas 31 apresentaram soma superior a 10, sendo selecionadas as etapas seguintes.
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Tabela 15. Pontuacgées dos 33 hits (protocolo 1) no farmacoéforo. A tabela apresenta a identificagio
de cada molécula, junto ao valor de Score resultante do crossdocking. Ocupagdo nos centroides positivo
(P*), doador (D), hidrofobico (H) e positivo partial match (P’’). Pontos de interagdes possiveis com aa
do farmacoforo (His51, Asp75, Ser135 e Asn152). Pontos de interagdes possiveis com aa relevantes no
completo ligante-alvo. ST: soma total das pontuagdes (demais aa ndo apresentados). Valores em
vermelho correspondem a mais de uma interagdo ocorrendo em um mesmo aa. Linhas destacadas (cinza)

correspondem a moléculas desconsideradas desta etapa.

Moléculas Centroides Farmacoforo Aminoacidos relevantes

Codigo seore P> D H P”| His51 Asp75 Serl135 Asnl52 | Asp129 Phel30 Glyl51 Glyl153 Tyrlé6l | ST
112 9,140 2 4 1 10
113 8,895 4 2 12
114 8,714 2 6 1 13
115 8,776 2 6 1 1 1 14
116 8,800 2 2 1 1 10
117 8,748 | 1 4 4 2 1 1 12
118 9,690 1 1 1 11
119 9,466 4 2 2 10
120 8,795 4 3 10
121 9,008 2 11
122 9,004 2 5 2 11
123 9,613 1 4 1 10
124 10,458 4 4 2 13
125 9,320 4 1 10
126 11,174 1 4 2 2 1 1 11
127 8,765 1 2 4 2 11
128 8,975 2 4 1 1 12
129 8,941 1 4 2 10
130 8,810 2 2 4 1 2 2 11
131 8,975 4 2 2 1 1 10
132 8,708 | 1 6 1 10
133 10,572 | 1 1 4 4 2 11
134 10,512 1 4 4 2 11
135 8914 | 1 4 2 2 1 1 12
136 8,807 | 1 4 1 10
137 8,799 1 1 4 4 4 2 14
138 9,232 2 2 2 10
139 8,664 2 1 1
140 7,567 | 1 2
141 8,317 4 4 2 11
142 8,585 4 4 1 2 15
143 8,968 4 4 1 2 14
144 8,293 4 2 4 2 14
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Curiosamente, ndo houveram pontos de interagdes possiveis nos aa Asp79 e Vall55 do
farmacoforo. No entanto, os aa Aspl129, Phel30, Glyl51, Glyl153 e Tyrl61 apresentaram
inimeros pontos de interagdes possiveis dentre as moléculas, dados que corroboram os
resultados observados previamente nas analises das predigdes de sitios, docking e dinamica
molecular. No geral, dentre os demais, Ser135 apresentou o maior nimero pontos somados de
interagdes totais e o maior nimero de pontos de interagdes em um Unico aa. Esse resultado pode
sugerir o potencial inibitorio dessas moléculas, uma vez que o aa serina da triade catalitica ¢
essencial para funcdo da enzima, atuando como o gatilho que desencadeia a atividade

proteolitica (TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016).

Posteriormente, um segundo protocolo (P2) de crossdocking das 2.775 moléculas foi
realizado no programa Glide, utilizando somente o farmacoforo, sem outras condigdes
limitantes de poses ou conformagdes (parametros de P1), bem como quaisquer delimitagdes no
alvo (protomol), considerando todos os tautdmeros preditos, estados de ioniza¢dao das moléculas
e presenca de moléculas de 4gua na estrutura do alvo molecular. Dessa forma, isdmeros em
equilibrio dindmico interagindo na protease, além da presenga ou auséncia de seus respectivos
estados ionizados e moléculas de dgua no alvo foram analisados, aumentando as variaveis
possiveis de cada composto interagindo no sitio (cerca de 7000 possibilidades relativas as 2775
moléculcas do protocolo anterior). O protocolo 2 resultou em 18 Aits, submetidos & mesma
inspecao visual de interagdes, restando 8 moléculas selecionadas com valores superiores a 10

(Tabela 16).
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Tabela 16. Pontuagio dos 18 hits (protocolo 2) no farmacéforo. A tabela apresenta a identifica¢do
de cada molécula, junto ao valor de score resultante do crossdocking. Ocupagdo nos centrdides positivo
(P*), doador (D), hidrofobico (H) e positivo partial match (P’’). Pontos de interagdes possiveis com aa
do farmacoforo (His51, Asp75, Ser135 e Asnl152). Pontos de interagdes possiveis com aa relevantes no
completo ligante-alvo. Soma total das pontuagdes (demais aa ndo apresentados). Valores em vermelho
correspondem a mais de uma interacdo ocorrendo em um mesmo aa. Linhas destacadas (cinza)

correspondem a moléculas desconsideradas desta etapa.

Moléculas Centroides Farmacoforo Aminoacidos relevantes

Cédigo (VS) seore P> D H P” | His51 Asp75 Serl35 Asnl52 | Asp129 Phel30 Glyl51 Glyl153 Tyrl6l | ST
145 6,425 4
146 9,3502 2 2
147 6,9365 4 4 2 11
148 7,9251 2 1 4
149 7,7360 4 4 2 11
150 8,4199 4 4 2 13
151 7,9467 | 1 4 4 1 2 12
152 9,4513 4 2 4 15
153 5,8769 2 2 2 9
154 7,6906 7 1 1 11
155 8,2129 7 1 10
156 7,3833 2 4 2 11
157 7,4902 | 1 2 2 2 7

Nos resultados de P2, se evidencia uma tendéncia de interacdo nos aa considerados
relevantes, aquém daqueles do farmacéforo, em que ndo ocorreram interagdes, por exemplo,
com His51, além de menos interagcdes com Ser135. Esse perfil pode sugerir um efeito limitante
dos parametros utilizados em P1, condicionando interagdes especificas, ou uma tendéncia

inespecifica de interagdes de um modelo potencialmente menos seletivo de triagem (P2).

Curiosamente também, nenhuma molécula foi obtida concomitantemente em ambos
protocolos, o que valoriza a estratégia executada com modelos em paralelo. Pensando nisso,
um segundo filtro foi aplicado, realizando um crossdocking reverso dos resultados de P1 e P2
entre os dois programas (Surflex e Glide), buscando evidenciar possiveis moléculas de

caracteristicas mutuas em ambos os protocolos.
5.1.14 Filtrando os protocolos de triagem

Assim, o docking dos hits de cada protocolo foi realizado no segundo programa, ou seja,

os compostos oriundos do docking no Surflex foram submetidos ao Glide (P1°’) e aqueles
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oridundos do docking no Glide foram submetidos ao Surflex (P2’”). Assim, um duplo filtro com
as varidveis de dois programas distintos foi estabelecido, considerando agora, para ambos: (i)
presenga e auséncia de tautomeros, estados de ionizagdo e moléculas de agua; (i1) presenga e
auséncia de todos os pardmetros de orientacdo e interagcdo dos ligantes (poses, spins, RMSD,
expansao e densidade de busca, etc.); (iii) ranqueamento por inspe¢do visual individual de cada

molécula.

Os resultados dos #its no Surflex (31) e Glide (8) foram analisados comparativamente
dentre as poses similares e interagdes da molécula com aa equivalentes. Evitando desconsiderar
moléculas triadas por apenas um dos programas, estas foram comparadas de acordo com os
resultados recuperados dos acoplamentos (crossdocking) do protocolo oposto. As analises,
também por inspe¢des visuais, dos dois protocolos foram realizadas no programa
DiscoveryStudio, obtendo um total de 18 substincias, sendo 10 oriundas do protocolo

Surflex>Glide (P1°) e 8 do Glide>Surflex (P2’) (Figura 54).

GLIDE

Figura 54. Comparacio entre os resultados dos protocolos de docking nos programas Glide (P2) e Surflex
(P1). Exemplo de analise entre ambos os protocolos. A conformagéo e orientacdo das poses devem ser respeitadas
(amarelo), bem como as interagdes com os aa identificados (vermelho). Estrutura da protease de DENV em modelo

de cartoon (ciano).

Contrario a diferenca de perfil de interagdes observada entre os protocolos P1 e P2, na
qual P1 demonstrou mais interagdes com variados aa, especialmente da triade catalitica, o duplo
filtro P2° acabou se mostrando mais conservador mesmo ap6s acoplamento no Glide seguido
de Surflex. O protocolo denominado P1°’, por outro lado, foi mais seletivo quando realizado

Surflex>Glide, umas vez que apenas 10 moléculas restaram das 31 selecionadas em P1. Assim
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se reforga a importancia de uma abordagem mais extensa de docking, que aborde dois ou mais
programas e algoritimos distintos nas andlises de acoplamento molecular. As moléculas

selecionadas nos dois protocolos estdo dispostas na Tabela 17.

Tabela 17. Estrutura das moléculas selecionadas na analise de duplo filtro dos protocolos 1 e 2

(P1”’ e P2”°). Protocolos distinguidos por coloracdo em sombreamento : P1°’ (verde) e P2*’ (ciano).
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Tabela 17. Estrutura das moléculas selecionadas na analise de duplo filtro dos protocolos 1 e 2

(P1” e P2”). Protocolos distinguidos por coloracdo em sombreamento : P1°’ (verde) e P2*’ (ciano).
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Finalmente, as 18 substancias selecionadas foram submetidas a dindmicas moleculares
inicialmente de 100 ns e porteriormente de 500 ns, a fim de se avaliar a estabilidade de interacao
na protease, sob o0 mesmo protocolo utilizado anteriormente com o ligante de origem (NDL).
Essas diferengas nos tempos de simulagdes sdo importantes para avaliar eventos de dobramento
e desdobramentos proteicos, bem como o quio divergente sdo as interagdes de um complexo,
quando comparados ao ligante de origem e moléculas (potenciais inibidores) de interesse em
um alvo. Assim, ¢ possivel observar tais variacdes em diferentes condigdes experimentais,
podendo ou ndo refletir estruturalmente no alvo e, consequentemente, na estabilidade de

interagcdes do complexo (KRESTEN LINDORFF, 2011).
5.1.15 Simulag¢des de DM dos hits e sele¢ao dos candidatos

Os 18 potenciais ligantes foram analisados com a simulagcdo dos movimentos de 4&tomos
a nivel molecular, analisando possiveis alteragcdes estruturais proteicas no alvo e/ou
conformacionais dos ligantes, bem como as interacdes entre os complexos ligante-alvo. Dessa
forma, foi possivel corroborar os pontos de interacdo observados nos protocolos de
crossdocking (P1, P2, P1>’ e P2”’) e ainda determinar o percentual de interacdo de cada aa da

protease com as substancias avaliadas nas DM.

Os aa Val36, His51, Lys73, Asp75, Met84, Asp129, Phel30, Ser135, Glyl51, Gly 153,
Asnl52, Tyr161 foram evidenciados com (IF>1,0). Exceto Val36, Lys73 e Met84, omitidos
anteriormente na Tabela 17, todas as interagdes corroboram com os resultados observados no
crossdocking, bem como aquelas interacdes preditas nas DM do ligante de origem (peptideo)
da protease de DENV-3, além daquelas respectivas as interacdes dos compostos
peptideomiméticos 62 e 65. Na primeira dindmica (100 ns), com objetivo de filtrar ligantes
menos estaveis, dentre as 18 substancias, apenas nove, sendo seis do MolPort (Tabela 18) e
trés do DrugBank (Tabela 19), se mostraram com alta estabilidade de interacdo ao longo de
toda simulacdo. Submetidas a segunda DM (500 ns), as seis substancias oriundas do MolPort e
apenas uma do DrugBank mantiveram estabilidade da interacdo com a protease e foram

selecionadas para as etapas seguintes (Tabela 18).

Tabela 18. Simula¢des das substiancias do banco MolPort selecionadas nas DM. Simulagdes de 100
ns. As figuras representam os esquemas de contatos de atomos de cada substancia nos aa da protease de
DENV-3 (3U1]). Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simula¢do sdo representadas.
Linhas de tendéncia de interagdo: ligacdo de hidrogénio ou polar (azul), idnica ou carga negativa

(vermelho) e hidrofobica (verde).
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Embora as trés substincias do DrugBank (Tabela 19) tivessem apresentado boa
estabilidade na primeira simulagdo de 100 ns, ao serem replicadas a 500 ns, as substancias 662
e 663 se deslocavam consideravelmente do sitio. Esses dados observados reforcam a
importancia de variagdes das condigdes de simulacdes nas predigdes de interagdes no complexo
ligante-alvo, como ja discutido previamente (LINDORFF-LARSEN et al., 2011). A substancia
653, por sua vez, embora apresentasse resultados estdveis em ambas dindmicas, viria a ser

reprovada nas predi¢des de toxicidade (imunotoxicidade).

Tabela 19. Simulac¢ées das substincias do banco DrugBank selecionadas nas DM. Simulagdes de
100 ns. As figuras representam os esquemas de contatos de atomos de cada substancia nos aa da protease
de DENV-3 (3U1]). Interagdes que ocorrem em tempo superior a 30% da simulag@o sdo representadas.
Linhas de tendéncia de interacdo: ligacdo de hidrogénio ou polar (azul), i6nica ou carga negativa

(vermelho) e hidrofébica (verde).
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Encerrada a triagem virtual e analises complementares dos 4its obtidos, somente seis
substancias, dentre mais de sete milhdes foram selecionadas para compra. Deste ponto, cada

substancia recebeu um codigo de identificagdo, sendo: 128; 134; 136; 151; 154; ¢ 156.
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Todas as substincias sdo sintéticas e, dentre elas, 151, 156, 134, 154 ¢ 128 nio
apresentam, até o0 momento, quaisquer atividades descritas na literatura. A substancia 136, no
entanto, ja foi descrita e validada como modulador de receptor de estrogénio (YANG; SHEN,
2005). Dentre as 12 substancias triadas do DrugBank, dois firmacos apresentavam um mesmo
alvo molecular que a substancia 136. As substancias apresentadas anteriormente (Tabela 15)
sob os codigos 158 e 140, correspondem a raloxifeno e bazedoxifeno, respectivamente. Ambos
sao farmacos comercializados como medicamentos na prevencao e tratamento de osteoporose
em mulheres na menopausa, atuando como moduladores seletivos dos receptores de estrogénio
(do inglés, selective estrogen receptor modulator — SERM) (ARUN; ANTHONY; DUNN,
2002; YANG; SHEN, 2005).

Devido a sua facilidade de obtencdo e por ja terem ultrapassado etapas de estudos
clinicos, ambos foram incluidos no estudo a fim de se comparar potenciais atividades inibitorias
junto a substincia 136 contra os trés flavivirus de estudo (DENV, YFV e ZIKV). Ademais,
raloxifeno apresentou atividade antiviral contra DENV-1 e 3, além de YFV ¢ HCV em uma
triagem fenotipica, sugerindo inibi¢des em processos de fusdo durante o ciclo de multiplicagdo
destes virus (MAZZON et al., 2019). Curiosamente, neste estudo de Mazzon et al. (2019),
somente para ZIKV a atividade deste farmaco nao foi determinada, deixando uma lacuna de

interesse a ser investigada.

Portanto, incluindo raloxifeno (158) e bazedoxifeno (140), oito substincias foram
selecionadas para os modelos de predi¢do de biodisponibilidade, toxicidade e atividade
inibitoria, bem como validagdes experimentais quanto as suas atividades biologicas in vitro.
Paralelamente, as outras 12 substancias desconsideradas também foram avaliadas nestas

predicdes durante a execugdo das dindmicas, sendo incluidas a seguir.

5.2 Predicoes das atividades biologicas

5.2.1 Cardiotoxicidade

Paralelamente as andlises de dindmica, as 18 substancias triadas nos protocolos P1°’ e
P2>’ foram submetidas a predi¢des de toxicidade e biodisponibilidade, visando obter maiores
informacdes preditivas dos Aits e potencialmente excluir candidatos desfavoraveis, como perfis
farmacocinéticos inadequados ou toxicidade elevada (PATRICK, 2005; WERMUTH, 2008).
No primeiro software utilizado, Pred-hERG 4.2, um modelo de QSAR-2D convencional de

cada substancia ¢ realizado para delimitar mapas de contribui¢do de atomos ou fragmentos
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possivelmente capazes de bloquear canais para potassio em células cardiacas e,

consequentemente, avaliarem a possibilidade de toxicidade seletiva neste tecido.

Esses canais i0nicos sdo importantes na transmissao de sinais elétricos que controlam
contragdes do miocardio. Substancias que inibem a proteina codificada por hERG sao
potenciais cardiotoxicos, podendo interferir na repolarizagao do potencial elétrico das células e
transmissdo desse sinal, causando problemas, por exemplo, de arritmia cardiaca
(SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006). O FDA, por exemplo, exige ensaios de
inibi¢cdo das proteinas oriundas da hERG para potenciais farmacos a serem registrados (FDA,

2005).

Os parametros utilizados nessa técnica apresentam uma contribuigdo positiva no
modelo, em que cada nova substancia submetida ao céalculo promove um aprendizado no
servidor, contribuindo para um banco de dados agrupando cada contribuicdo de cada nova
substancia avaliada, aprimorando a sensibilidade da predi¢do. Dessa forma, serdo apresentados
dois resultados possiveis: (i) bindrio, que resulta no percentual do mapa de contribuigdo
individual da substancia avaliada como um potencial bloqueador; e (i1) multi-classe, gerando
um percentual comparativo da substancia as substancias ja submetidas ao servidor, avaliando-

a como potencial bloqueador ou nao bloqueador.

Estes modelos sdo comparados a um banco de substancias bioativas associadas com
alguma atividade inibitéria (bloqueio) ou interagdes conhecidas em canais para potéssio,
especialmente hERG, sendo 11.958 substancias orginicas somadas a farmacos, produtos
naturais isolados e estruturas sob investigacdo, atualizadas periodicamente (BRAGA et al.,
2014, 2015). No periodo das analises (maio/2019), constavam 16.932 substincias no banco de

dados.

O modelo prevé que quaisquer substancias que superem 90% em um ou ambos o0s
parametros (binario ou multi-classe), devem ser desconsideradas do um grupo de estudo, devido
a possibilidade de toxicidade cardiaca. Dentre as 18 substancias triadas nos protocolos P1°’ e
P2’’, nenhuma foi predita como potencial bloqueador (>90%) na predi¢ao binaria, enquanto

todas foram preditas como ndo bloqueador na predigao multi-classe (Tabela 20).
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Tabela 20. Percentual predito das substincias triadas e selecionadas nos parametros do servidor
Pred-hERG. Codigo das substancias triadas: trés digitos finais (MolPort) ou letras (kits selecionados).
Predi¢ao binaria e multi-classe em percentuais (%) de predicdo. Valores superiores a 90% sugerem

potencial bloqueador de hERG.

MolPort Binario Multi-classe 8 hits Binario Multi-classe
(bloqueador) (nfo bloqueador) (bloqueador) (no bloqueador)

113 70% 70% 134 70% 70%
155 70% 60% 151 70% 60%
152 70% 70% 154 70% 70%
130 70% 70% 156 70% 70%
115 70% 70% 136 60% 70%
149 70% 70% 128 70% 60%
150 70% 70% 140 80% 60%
133 70% 70% 158 70% 70%
147 70% 70%

142 70% 70%

143 70% 70%

141 70% 70%

Essa ferramenta ja foi utilizada de forma complementar em outros estudos que
envolviam estratégias de descoberta e desenvolvimento de substincias bioativas, como o
trabalho de Lima et al. (2018), que identificou antimaldricos empregando uma estratégia
baseada em QSAR e analises de docking, além da validagdo experimental (LIMA et al., 2018).
Paixdo et al. (2019), por sua vez, também utilizaram Pred-hERG na identificacdo e avalia¢do
produtos naturais como inibidores da redutase de tripanotiona de Trypanosoma cruzi, mais uma
vez permitindo avaliar o potencial cardiotoxico de substancias bioativas, prévio aos modelos in

vivo (DA PAIXAQ; PITA, 2019).

Apesar dos avangos nas predicdes de modelos de aprendizado de méaquina e QSAR,
como Pred-hERG, ndo ha uma garantia de que novas substdncias bioativas e potenciais
inibidores ndo induzam alguma toxicidade celular especifica. Nesse aspecto, o continuo
desenvolvimento e aprimoramento de métodos alternativos, especialmente in silico, sao
importantes nos processos de descoberta ou desenvolvimento de farmacos. Da mesma maneira,
a expansao de dados de toxicidade disponiveis em bancos de dados computacionais e diferentes
estratégias utilizadas em conjunto, também favorecem triagens e predigdes de substancias

(ALVES et al., 2018).

Além de predi¢des especificas como hERG, também foi realizado um modelo de

predicao de toxicidade oral, submetendo as substancias as analises no servidor ProTox-II. Neste
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modelo, pardmetros como potenciais de carcinogenicidade, citotoxicidade, hepatotoxicidade,
imunotoxicidade, mutagenicidade e valores tedricos de dose letal mediana (do inglés, lethal
dose — LD50) sdo preditos baseados em modelos de aprendizagem de bibliotecas de dados,
como substancias que interagem em vias de sinalizagcdo e receptores, farmacos e compostos
testados in vitro e in vivo, painéis de seguranca de toxicidade como FDA, NIH e Novartis. Sdo
preditas classes (ativa ou inativa) para determinado alvo (toxicidade a um tecido ou receptores
especificos), com uma probabilidade calculada entre similaridade da substancia com o banco

de dados, determinando também a acuracia de predigao do modelo (BANERIJEE et al., 2018).
5.2.2 Toxicidade oral

Nas predigoes feitas no ProTox-II, nenhuma das 18 substancias apresentou potencial
mutagénico, carcinogénico, citotoxico ou hepatotoxico. Esta baixa probabilidade de efeitos
citotoxicos e hepatotdxicos sdo promissores, especialmente sabendo do tropismo hepatico nas
infecgdes por flavivirus (COUVELARD et al., 1999; REYES-DEL VALLE et al., 2014).
Nenhuma das substancias também apresentou valores de DL50 de classe V ou inferior. O
servidor classifica esse parametro de acordo com o grau de toxicidade previsto no Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (do inglés,
Globally Harmonized System — GHS), de I a VI, em que classe I indica que uma substancia ¢
fatal se ingerida (DL50 < 5,0 mg/kg), até¢ VI, na qual o composto ¢ considerado nio toxico

(DL50 > 5.000 mg/kg) (COUVELARD et al., 1999).

A maioria das substancias apresentou baixo grau de periculosidade (classes IV, V e VI),
0 que sugere uma baixa toxicidade oral (DRWAL et al., 2014). Contudo, dentre as 18
substancias triadas, além de bazedoxifeno e raloxifeno, a substancia 141 (DrugBank)
apresentou uma predi¢do ativa de imunotoxicidade, com acuracia de 97%. Além dessa, foi

predita toxicidade para o receptor de hidrocarboneto arilico (RHA), com 66% de acuracia.

Os resultados, quando preditos como ativos para determinados alvos, também sdo
representados em um modelo de radar, demonstrando graficamente a probabilidade de
toxicidade de uma substancia, a exemplo da substancia 141. Havendo uma probabilidade de
toxicidade superior aquela da média geral do painel do banco de dados, a substincia deve ser

rejeitada ou cautelosamente analisada nos ensaios in vitro e in vivo (BANERJEE et al., 2018).

A imunotoxicidade de uma substancia ou composto quimico condiz em uma reducao da

resisténcia imune de um individuo, especialmente frente a infec¢gdes ou exposi¢do a antigenos
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alergénicos. Esse contato com uma substincia potencialmente imunotdxica, por exemplo, um
xenobidtico, pode ocasionar efeitos histopatolégicos diversos no sistema imune e até danos
teciduais, por exemplo, alteracdo na maturagao e funcao de células imunocompetentes, variagao
na populacao de linfocitos, reagdes imunes inespecificas e falha nas respostas imunologicas

(GERMOLEC et al., 2017).

Paralelamente, o receptor de hidrocarboneto arilico (RHA) atua como fator de
transcri¢do que associam em um individuo, mediante intera¢des por ligantes, os efeitos do
ambiente, dieta, microbiota ¢ metabolismo. Neste contexto, as interagdes de substancias com
AHR influenciam diretamente no organismo, como no desenvolvimento e progressdo de
doengas, além de perturbar o sistema imune, podendo estar associado a doengas auto-imunes,
neoplasias e acometimentos neuroldgicos, além de disfungdes imunoldgicas e de controle do
trato digestorio. Essas substancias usualmente sdo xenobidticos, como contaminantes do
ambiente, pesticidas, metabolitos, antigenos microbianos e alergénicos, além de farmacos e
produtos naturais (LAMAS; NATIVIDAD; SOKOL, 2018; ROTHHAMMER; QUINTANA,
2019). Nesse sentido, também se evidencia por essa predigao ativa o risco de toxicidade celular
e tecidual, corroborando a predicdo de imunotoxicidade e, consequentemente, reforcando a

desconsideracao da substancia 653.

Essa abordagem com o programa ProTox-II também ja foi utilizada em estudos in silico
por Supandi et al. (2018), em que derivados de aminoquinazolinas foram avaliados para
predicao de toxicidade. Esses derivados ja haviam sido confirmados como inibidores do fator
de crescimento de fibroblastos em células tumorais de leucemia, cancer gastrico, renal e
pulmonar. As predi¢des permitiram avaliar comparativamente e de forma complementar com
outros servidores e programas, aprimorando uma triagem computacional da toxicidade dessas

substancias (LAZAR; PREDICTOR SUPANDI; MERDEKAWATI, 2018).

Karim et al. (2019), por outro lado, compararam diversos servidores de predicdo de
toxicidade junto a modelos de aprendizado de maquina, como arvores de decisdo, para um
mesmo grupo de moléculas. Nas andlises, ProTox-II apresentou um desempenho mais robusto,
com valores superiores a 0,9 nas curvas ROC (Caracteristica de Operagao do Receptor) de
validagdo e a quarta maior média geral de todas as curvas ROC (0,85) comparada dentre os 21

modelos (0,593 a 0,862) avaliados nas predigoes (KARIM et al., 2019).

5.2.3 Caracteristicas farmacocinéticas (biodisponibilidade)
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Além da toxicidade ser um fator de relevancia na sele¢do de hits selecionados, suas
propriedades fisico-quimicas em relacao a biodisponibilidade, especialmente via oral, também
sdo importantes para garantia do sucesso no desenvolvimento de um farmaco. Pensando nessa
proposta, as propriedades referentes as caracteristicas farmacocinéticas (biodisponibilidade)
das oito substancias selecionadas na triagem foram preditas empregando um modelo de QSAR

no servidor admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), correlacionando cada

propriedade dos hits selecionados a um banco de milhares de substancias (YANG et al. 2018).

No modelo avaliado, quatro pardmetros foram preditos, sendo: (i) absor¢do intestinal;
(i1) permeabilidade na B.B.B.; (iii) biodisponibilidade via oral; e (iv), localizagao intracelular.
Nos resultados, todas as substancias foram preditas positivamente para possibilidade de serem
absorvidas no trato intestinal (86,52 a 99,3%) e em atravessarem a barreira hematoencefalica
(96,97 a 98,12%). Quanto a biodisponibilidade oral, somente as substancias 134, 136 ¢ 128
foram preditas positivamente, com valores de probabilidade entre 51,43 e 62,86%. Os dados de

predicao por admetSAR estdo dispostos na Tabela 21.

Tabela 21. Parametros farmacocinéticos preditos pelo servidor admetSAR para as oito
substincias selecionadas. B.B.B. Barreira hetamo-encefalica; + predicdo positiva; — predigdo negativa.

admetSAR [Condi¢ao/Probabilidade (%)]
Substincias ; ; . -
Absorcdo intestinal B.B.B. Biodisponibilidade oral

128 + 86.52 + 98.00 + 58.57
134 + 97.18 + 9697 - 61.43
136 + 99.28 + 9812 + 51.43
151 + 95.86 + 9698 + 62.86
154 + 97.41 + 9771 - 64.29
156 + 99.09 +  98.05 - 51.43
140 + 99.07 + 9637 - 76.87
158 + 99.30 + 9744 - 88.57

Nesses resultados, dentro os parametros avaliados, a predicao de absorcao intestinal e
biodisponibilidade oral, de forma qualitativa ou quantitativa, por meio de modelos de anélise
estrutural ou por QSAR sdo estratégias favorareis na descoberta e desenvolvimento de fArmacos
(YANG et al., 2018). A predi¢do de permeabilidade na barreira hematoencefalica (B.B.B.), por

sua vez, também pode ter implicagdes importantes nessas etapas.

A B.B.B., uma estrutura de capilares sanguineos permeavel presente SNC e responsavel

pela protecdo contra agentes de diversas etiologias, como substidncias neurotoxicas ou


http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/
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patdgenos, avaliar a capacidade de permeabilidade nesta barreira pode auxiliar na avaliagdo de
possiveis farmacos atuantes no SNC ou prever uma provavel neurotoxicidade das substancias
(DANEMAN; PRAT, 2015). Todas as substancias avaliadas apresentaram predi¢gdes positivas
com alta probabilidade de atravessarem a barreira hematoencefalica (> 96,97%), o que pode ser
interessante no desenvolvimento de antivirais contra os flavivirus em estudo, devido a
possibilidade da presenca destes virus no sistema nervoso central em infec¢des, como nos casos

de meningoencefalites (SILVA MARINHO; KROON, 2019).

Ja o modelo para predicao de absor¢do no tecido intestinal humano ¢ baseado em valores
experimentais de substancias avaliadas in vivo, comparando descritores moleculares utilizados
no modelo de QSAR, de acordo com os dados de excrecdo de vias comuns (bile, fezes e urina).
Os valores de predi¢do indicam uma baixa (0 a 20%), média (20 a 70%) e alta probablilidade
absorcao (70 a 100%) (ZHAO et al., 2001). Todas as substancias avaliadas apresentaram alta
probabilidade de serem absorvidas no trato intestinal (> 86,52%). Esses resultados corroboram
a lipofilia das estruturas e reforcam a discussdo acerca das regras de Lipinski, em que
substancias mais apolares sdo capazes de atravessar a membrana celular por transporte passivo,

facilitando sua absorc¢ao (LIPINSKI, HOPKINS, 2004).

Esses resultados também podem reforcar aqueles observados para disponibilidade oral,
uma vez que uma alta lipofilia resultaria em baixa solubilidade em 4gua e, por consequéncia,
baixa biodisponibilidade nesta via. O fato do filtro para predicdo dessa propriedade
farmacocinética em substancias bioativas se limitar somente a essa via de administra¢ao, acaba
excluindo substancias que podem ser administradas em outras vias, como intraperitoneal e
intramuscular. Alguns farmacos baseados em produtos naturais ja aprovados pelo FDA nao
seguiam, por exemplo, essa regra proposta por Lipinski, o que ndo excluiu tais candidatos e/ou

impediu seu desenvolvimento a farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Veber et al. (2002), também mencionam, por outro lado, a importancia da éarea de
superficie polar e o numero de ligacdes rotaciondveis de substancias, associados a
permeabilidade de substancias em membranas celulares. Valores maiores que 10 ligagdes
rotacionaveis estipulados empiricamente podem estar associados a uma dificuldade na absor¢ao

e, consequentemente, na biodisponibilidade oral de substancias.

5.2.4 Predicdo da atividade biologica
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Finalmente, finalizadas as predigdes de toxicidade e biodisponibilidade, uma predicao
de atividade bioldgica (inibi¢ao enzimatica da protease) somente das oito substancias finais foi
realizada empregando diferentes modelos de aprendizado de maquina no pacote computacional
KNIME®, buscando avaliar, computacionalmente, se as substancias preditas no alvo teriam
potencial atividade inibitoria in vitro. Dentre todos os modelos avaliados e parametros
utilizados, apenas trés superaram os valores das métricas de validacdo (maior que 0,6): kNN
considerando massas moleculares (kNNw; cvMCC = 0,725 e extMCC = 0,825), RF (cvMCC =
0,638 e extMCC = 0,734) ¢ SVM polinomial (cvMCC = 0,734 e extMCC = 0,631). Estes trés
modelos foram selecionados para as predi¢des de atividade inibitoria para separagdo entre

moléculas preditas como ativas e inativas.

As curvas ROC dos trés MLT selecionados superam 0,8, tendo o modelo de floresta
aleatdria (RF) apresentado o maior valor de curva ROC (0,976). Contudo, somente a predi¢ao
empregando SVM polinomial apresentou cinco substancias classificadas como ativas (classe
1): 136 (51,6%), 158 (59%), 140 (59,6%), 151 (59,9%) e 154 (76,2%). Novamente, os trés
moduladores de receptor de estrogénio (136, 140 ¢ 158) foram preditos para uma mesma
caracteristica, neste caso, em uma mesma classe (ativos) para atividade bioldgica. A substancia
156, por sua vez, ndo resultou em quaisquer predi¢cdes no modelo de SVM empregado. J4 os
modelos kNNw e RF predizeram todas as substincias como inativas (classe 0), com valores

variando entre 69,4 ¢ 80% e entre 60,8 a 97,3%, respectivamente (Tabela 22).

Tabela 22. Predicio de atividade biolégica das oito substancias: KNNw, SVM polinomial e floresta
aleatoria (RF). As substancias sdo preditas em duas classes distintas em cada modelo: inativo (0) e

ativo (1). Percentuais de predicao de cada classe sdo representados em valores decimais.

Substancias kNNw SVM polinomial RF
(VS) Classe 0 1 Classe 0 1 Classe 0 1
128 0 0,790 0,210 0 0,837 0,163 0 0,972 0,028
134 0 0,771 0,229 0 0,579 0,421 0 0,963 0,037
136 0 0,694 0,306 1 0,484 0,516 0 0,608 0,392
151 0 0,709 0,291 1 0,401 0,599 0 0,963 0,037
154 0 0,764 0,236 1 0,238 0,762 0 0,973 0,027
156 0 0,800 0,200 - - - 0 0,956 0,044
140 0 0,794 0,206 1 0,404 0,596 0 0,934 0,066
158 0 0,694 0,306 1 0,410 0,590 0 0,658 0,342
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Modelos como o de floresta aleatéria (RF), por sua vez, realizam combinacdes dos
parametros aplicando algoritmos de aprendizado aos dados ou repetindo os mesmos algoritimos
variando os parametros. Essa combinagcdo de multiplas decisdes individuais, acerca das
caracteristicas avaliadas, pode ocorrer de diferentes maneiras, como por valores médios ou
regras de ranqueamento por votacdo (POLIKAR, 2006). As maquinas de vetores suporte, por
sua vez, consistem em gerar um hiperplano otimizado, ou seja, uma superficie de decisdo em
que se garante a melhor separagdo entre objetos (substancias) de duas classes diferentes. Neste
modelo, SVM projetam dados a um espago e, em seguida, utilizam fungdes lineares para
discriminacdo dos dados em classes distintas. Assim, hd uma probabilidade de um dado
(substancia) novo ser diretamente alocado ao lado correspondente ao seu perfil ou caracteristica

principal, por exemplo, ativo e inativo (MALTAROLLO et al., 2019).

Maltarollo et al. (2019), ja descreveram a aplicag@o de diversos modelos de aprendizado
de maquina para inibidores e ndo-inibores de uma enzima do metabolismo de acidos graxos de
Staphylococcus aureus (Fabl). Dentre esses MLT, SVM e RF foram comparadas a outras
técnicas de predigdes de classe, apresentando valores do coeficiente de correlagdo de Matthews
(do inglés, Matthews correlation coefficient — MCC) superiores aos demais. MCC sao
calculados por matrizes de confusdo, analisando taxas de verdadeiros e falsos positivos e
negativos. Na ocasido, o0 modelo de RF também pode corroborar andlises de QSAR que

sugeriram grupos funcionais e sitios de interagdo com aa da enzima.

Embora kNN seja um importante modelo de classificacdo para predicao de atividade
bioldgica, sua funcdo € mais lenta que os outros dois modelos, adiando os calculos das classes
até a obtengdo dos resultados. J4 o modelo de RF combina parametros em arvores de predi¢ao
e avalia individualmente qual melhor categoriza substancias em classes distintas, podendo ser
utilizado para classificagdo de substancias ou andlises de regressdao. SVM, por sua vez,
representa cada conjunto de dados (substancias) como pontos, construindo um hiperplano que
divide os candidatos em diferentes categorias de acordo com suas caracteristicas, aumentando
a acuracia da predigdo, uma vez que evita agrupar amostras de uma mesma natureza
(GERTRUDES et al., 2012; MALTAROLLO et al., 2015). Somente SVM foi capaz de predizer
substancias classificadas como ativas (136, 151, 154, 140 ¢ 158). Finalizadas as predi¢des
propostas, as oito substancias selecionadas foram adquiridas e os ensaios para validacdo in vitro
da potencial atividade antiviral foram realizados. Os resultados das atividades biologicas estao

dispostos a seguir.



5.3 Ensaios biologicos

5.3.1 Avaliacao da citotoxicidade das substancias
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Diversos métodos computacionais foram aplicados para a triagem e obten¢do das oito

substancias (Tabela 23) a serem testadas contra as trés espécies de flavivirus: DENV-2 (PI59),

DENV-3 (P176), YFV (17DD) e ZIKV (PE243).

Tabela 23. Estrutura quimica das oito substiancias selecionadas na triagem para avaliacido da

atividade biolégica in vitro: 134, 151, 154, 156, 136, 128, 140 e 158.

Substancia (134) Substancia (151) Substancia (154)
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Nos ensaios de MTT em Vero e BHK-21 (100 até 1,56 uM), as substancias 134, 151,

156 e 128 apresentaram os maiores valores da concentragdo citotoxica a 50% em Vero (67,21

+ 3,04, >50, 141,74 + 4,64 ¢ 47,59 £ 2,9 uM, respectivamente), enquanto 154, 136,
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bazedoxifeno e raloxifeno, os menores valores (<1,56; 16,87 £1,49; 21,38+ 1,07¢ 17,3+ 1,67
uM, respectivamente). J& na avaliacdo da CCso em células BHK-21, as substancias 134, 151,
156 ¢ 128 também apresentaram os maiores valores (48,77 + 8,0; 35,95 + 1,33; 106,71 + 7,76
e 30,05 £+ 4,09 uM, respectivamente), enquanto 154, 136, 140 ¢ 158, novamente, exibiram os
menores valores (1,67 £+ 0,03; 9,5 + 0,66; 11,14 = 0,34 e 11,33 £ 0,07 uM, respectivamente).
No geral, os resultados de CCso em BHK foram similares, mas inferiores aqueles para células

Vero.
5.3.2 Avaliacao da concentragao efetiva a 50% (CEso)

Logo apos a avaliagdo da citotoxicidade, buscando avaliar a potencial atividade antiviral
das substancias, outro ensaio de MTT foi realizado sob as mesmas condi¢des, utilizando
dilui¢des seriadas a partir dos valores de CCso obtidos no ensaio anterior, adicionando agora
uma suspensdo viral (MOI = 0,1) de ZIKV, YFV, DENV-2 e DENV-3. Dentre as oito
substancias avaliadas, cinco demonstraram algum efeito de prote¢do (atividade

antiviral/inibi¢ao) nas células infectadas, em pelo menos uma das trés espécies de flavivirus.

Apenas a substancia 136 foi ativa em ZIKV, com uma concentragdo efetiva a 50% de
11,86 = 0,43 uM e indice de seletividade de 1,42 em células Vero. A avaliagdao em YFV, por
sua vez, resultou em quatro candidatos com atividade antiviral, sendo: novamente a substancia
136 (CEs0 =4,79 £ 0,17 e IS = 3,52), além de 128 (CEso = 24,15 + 1,15; IS = 1,97), 140 (CEso
=6,37+0,12; IS=3,36) ¢ 158 (CEs0 =4,62 +0,13; IS = 3,74), com estes indices de seletividade
determinados também em células Vero. Nos resultados avaliando os dois sorotipos de DENV,
novamente as substancias 136 (CEso =4,21 £0,14 ¢ IS =2,26) ¢ 128 (CEs0 = 9,51 £ 0,12 ¢ IS
= 3,16) apresentaram atividade, agora em DENV-2. Por outro lado, a substancia 156, foi ativa

somente em DENV-3 (CEso =37,51+ 0,8 e IS = 2,85).

Trés das cinco substancias (136, 140 ¢ 158) que apresentaram atividade antiviral nos
ensaios biologicos haviam sido preditas como ativas contra a protease no modelo de SVM
polinomial. Por outro lado, as substancias 156 e 128 foram preditas como inativas nos trés
modelos avaliados (kKNNw, RF e SVM), o que contrapde aos resultados observados nos ensaios
de MTT para YFV, DENV-2 e DENV-3. Os resultados de todas as atividades bioldgicas

avaliadas nos ensaios de MTT estdo resumidos na Tabela 24.
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Tabela 24. Avaliacio da atividade antiviral das oito substincias selecionadas na triagem em trés Flavivirus: Zika virus (ZIKV), Yellow fever virus (YFV)

e Dengue virus (DENYV). *Indice de seletividade. Corresponde & razio entre concentragdo citotoxica e concentragio efetiva (CCso/CEso). NA: ndo ativa.

ZIKV (PE243) YFV (17DD) DENV-2 (PI59) DENV-3 (PI76)
Vero Vero (MOI 0,1) Vero (MOI 0,1) BHK-21 BHK-21 (MOI 0,1) BHK-21 (MOI 0,1)

Subtancias | CCso (uM) | CEso (uM) IS ® CEso (uM) IS® CCso (uM)  CEso (uM) IS ® CEs (uM) IS ®
134 6721 = 3,04 NA ; NA ; 48,77+ 8.0 NA ; NA ;
151 >5() NA ; NA ; 35,95+ 1,33 NA ; NA ;
154 <1,56 NA ; NA ; 1,67+ 0,03 NA ; NA ;

156 141,74 + 4,64 NA ; NA ; 106,71 + 7,76 NA ; 37,51+ 0,8 2.85

11,86 +
136 16,87 + 1,49 o3 1,42 479+0,17 3,52 05+0,66 421+0,14 2.6 NA ;
128 4759+2.9 NA ; 24,15+ 1,15 1,97 30,05+£4,09 9,51+0,12 3,16 NA ;
140 2138+ 1,07 NA ; 6,37 0,12 3,36 11,14+ 0,34 NA ; NA ;
158 173 + 1,67 NA ; 4,62 +0,13 3,74 11,33+0,07 NA ; NA ;
, Acido >100 NA ; NA - <1,56 NA ; NA ;
micofendlico

Ribavirina >100 4,1+035 >24.39 40,9+ 525 >2.44 25,08+ 0,19 NA - NA -
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Vero e BHK-21 sdo células de epitélio renal, embora oriundas de organismos modelo
diferentes (macaco-verde africano e hamster-sirio, respectivamente). Os resultados de
citotoxicidade foram similares nas duas linhagens celulares, com BHK-21 apresentando valores
inferiores de toxicidade aqueles em Vero. Na literatura, resultados similares de CCso foram
demonstrados por Lani et al. (2015), nessas mesmas linhagens celulares ao avaliar o efeito
citotoxico de flavonoides, evidenciando maior toxicidade destas substancias em BHK-21
(305,4 ¢537,3 ug/mL) do que em células Vero (425,1 e >1000 pg/mL, respectivamente) (LANI
et al., 2015).

Arpornsuwan et al. (2006), também evidenciaram efeitos citotoxicos similares de
extratos do fruto noni (Morinda citrofolia Linn.) em BHK-21 e Vero. Novamente, as
substancias avaliadas foram mais toxicas nas células de murino (2,5 pg/mL) do que de primata
nao humano (3,0 pg/mL). Kovacik et al. (2012), avaliaram o efeito de diversos antimicrobianos
macrolideos em ambas as células, também evidenciando resultados similares, mas com maior
toxicidade em BHK-21 do que em Vero, respectivamente: tilmicosina, 50 pg/mL e 300 pg/mL;
Tylosin, 500 pug/mL e 750 pg/mL; e espiramicina 150 pg/mL e 500 pg/mL (ARPORNSUWAN;
PUNJANON, 2006; KOVACIK et al., 2012).

A sensibilidade de BHK-21 comparada a Vero também ja foi demonstrada em modelos
de infeccdo, por exemplo, efeitos citopaticos observados em infecgdes por Mycoplasma spp.,
mais intensos no inicio de cultivo das monocamadas e significativamente maior comparado a
Vero, com maiores percentuais de reducdo do crescimento celular e em dilui¢des maiores da
bactéria (NETTO et al., 2014). Esses achados corroboram aos efeitos citotoxicos mais intensos
e frequentes das oito substancias observados nas primeiras 24h de infeccio em BHK-21
comparados as células Vero, por exemplo, de arredondamento e afilamento de células (dados

nao mostrados).

Vero e BHK-21 ja haviam demonstrado permissividade similar a infecdo por isolados
brasileiros de ZIKV, com titulos produzidos de ambas linhagens variando entre 1 a 48 UFP/mL,
sendo um isolado de Pernambuco, Brasil, produzindo maior titulo em ambas células
(NIKOLAY et al., 2018). Paralelamente, BHK-21 e Vero foram demonstradas como bons
modelos celulares para plataformas de isolamento de DENV-2 ¢ DENV-4, sem apresentar
diferencas significativas entre as linhagens (PHANTHANAWIBOON et al., 2018). Esses dados
similares de toxicidade e permissividade corroboram a escolha destas linhas celulares como

modelos nos ensaios deste trabalho.
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Dentre as substancias ativas contra esses virus, a substancia 136 apresentou atividade
em ZIKV e YFV, o que poderia sugerir um possivel efeito multiflavivirus. Dentre as quatro
substancias ativas para YFV, 136 também apresentou a segunda maior atividade (CEso = 4,79
+ 0,17 uM), com valor equivalente aquele do raloxifeno (CEso = 4,62 + 0,13 uM) e semelhante
ao obtido para bazedoxifeno (CEso = 6,37 £ 0,12 uM). Como ja discutido anteriormente, a
substancia 136 ja foi descrita e validada como modulador seletivo do receptor de estrogénio por
Yang et al. (2005), mesmo alvo molecular dos farmacos raloxifeno e bazedoxifeno (DUNN,
2002). Esses dados poderiam sugerir um mecanismo de agdo similar dentre essas trés

substancias em YFV.

O trabalho citado de Mazzon et al. (2019), corrobora os dados observados, em que
raloxifeno apresentou atividade antiviral contra DENV-1 e 3, além de YFV. Neste estudo foram
sugeridas inibigdes em processos de fusdo durante o ciclo de multiplicacdo destes virus, o que
ndo se descarta nos resultados até entdo observados nos ensaios de MTT. Por outro lado, nido
haviam sido relatados atividade antiviral em ZIKV, demonstrado pela primeira vez nos
resultados obtidos neste trabalho, em que raloxifeno apresentou algum efeito inibitoério na
infegdo por ZIKV, protegendo a células ao interferir em alguma etapa do ciclo de multiplicagao

desse virus.

No entanto, esses resultados ndo foram equivalentes dentre todos os flavivirus.
Possivelmente, a insercao do substituinte dimetil em uma das extremidades da substancia pdde
ser o diferencial que aferiu atividade da substancia 136 em ZIKV e DENV-2, enquanto
raloxifeno e bazedoxifeno nao foram ativos nestes dois virus. J& foi demonstrado que a inser¢ao
deste grupamento pode levar a formagdo de agregados moleculares em interacdes com
estruturas de azometinas. Os substituintes terminais dimetil podem, nesse caso, interferir no
arranjo de substincias alinhadas nos eixos de cada interacdo, variando as conformacdes
estruturais e permitindo novos arranjos moleculares (JINDO et al., 2015). Por outro lado, se
evidencia a presenca de um éter espacador entre os grupos terminais azepano (bazedoxifeno) e
piperidina (raloxifeno), diferenciando ambos de seu andlogo sintético. Amicangelo et al.
(2008), ja haviam demonstrado que éteres dimetilicos, especialmente direcionados a um anel
aromatico, aumentam as for¢as de interagdo moleculares de uma substancia, podendo ser

explicado por potenciais eletrostaticos do éter e do anel (AMICANGELO et al., 2008).

Caso a protease fosse confirmada como alvo do mecanismo de agdo dessas substancias,

empregando ensaios enzimaticos, os dados de Amicangelo et al. (2008) e Jindo et al. (2015)
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poderiam sugerir a diferenca de atividade observada entre DENV-2 e ZIKV com YFV,
considerando, por exemplo algumas diferencas de aa entre os sitios da protease. Nesse caso, a
variacdo na posicao 155, entre Vall55 (DENV e ZIKV) e Ile155 (YFV), poderia permitir um
deslocamento das interagdes em YFV, com a presenca de um maior potencial eletrostatico,
devido ao éter presente no bazedoxifeno e raloxifeno. Igualmente, limitaria as interagdes em
ZIKV e DENV, em razao das possiveis variagdes nas conformacdes e arranjos estruturais da

presenca do substituinte dimetil.

Behnam et al. (2015), por outro lado, ja haviam demonstrado uma redugao significativa
do titulo viral de DENV-2 e WNV ao avaliar a antividade antiviral dos compostos
peptideomiméticos utilizados no inicio deste trabalho. Na tentativa de sustentar a evidéncia de
uma caracteristica mais especifica entre a estrutura molecular e a atividade biologica, foi
estabelecida uma correlagdo linear entre os resultados de atividade antiviral e atividade
inibitoria na protease, apresentando valores robustos do coeficiente de r* (0,945). No entanto,
nenhuma conclusdo foi observada, haja vista a diversidade de radicais nas substancias e uma
baixa variabilidade dos valores de ECso, limitando as analises de QSAR. Uma analise
experimental dos tempos de retencdo das substancias, por outro lado, pdde enfim sugerir uma
relagdo do carater lipofilico das substancias e de uma sensibilidade a fracao éter-benzil com a
atividade antiviral, empregando uma técnica tempo de retengdo em coluna de HPLC
(GIAGNIS, 2007; BEHNAM, 2015). Esse mesmo perfil ja havia sido proposto por Noble et al.
(2012), em que o carater lipofilico de ligantes resultava em interagdes mais favoraveis de
ligantes e maiores valores de inibicdo em uma protease de DENV (GIAGINIS; TSANTILI-
KAKOULIDOU, ).

Cinco das oito substancias avaliadas apresentaram atividade contra um ou mais
flavivirus, resultados que corroboram dados da literatura, como a atividade de raloxifeno e o
carater lipofilico das substincias citados acima. Ademais, essas substancias também foram
preditas positivamente para absorcao intestinal e negativamente para biodisponibilidade oral, o
que reforca o perfil de lipofilia evidenciado. Posteriormente, todas as substincias foram
avaliadas em ensaios de reducao de placas de lise, a fim de se corroborar a atividade observada

nos ensaios de MTT.
5.3.3 Ensaios de reducio do nimero de placas de lise

Buscando corroborar a atividade de atividade antiviral/inibicdo obtidos nos testes de

MTT, ensaios de redu¢do de placas de lise foram realizados. Além disso, alguns ensaios foram
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propostos para tentar elucidar as possiveis etapas de agdo das substancias, avaliando a potencial
atividade virucida e o efeito do pré-tratamento. Inicialmente, os Aits foram avalias nos ensaios
de placa nos valores da ECso e em duas vezes essas concentragdes. A substancia 136 reduziu
cerca de 1 logio (UFP/mL) do titulo viral de ZIKV (PE243) a 12 uM, enquanto na concentragao

de 24 uM nao foi observada uma redugao significativa do titulo viral.

Além disso, as substancias 136 (10 uM), 128 (50 e 25 uM) e raloxifeno (5 puM)
reduziram cerca de 0,5 a 1,5 logio do titulo viral YFV (17DD). Bazedoxifeno, por outro lado,
nao demonstrou redugdo do titulo viral em YFV nas concentragdes testadas. Ja para DENV-2,
136 (20 e 10 uM) e 128 (30 uM) também reduziram cerca de 0,5 a 1,5 logio do titulo viral.
Finalmente, ndo houve reduc¢ao significativa do titulo de DENV-3 quando avaliada a substincia

156. Esses resultados estdo dispostos na Figura 55.
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Figura 55. Avaliacio da atividade antiviral das cinco substincias ativas por ensaios de reducio de placas
de lise. Substancias 136, 128, 140 ¢ 158 avaliadas em YFV. Substancia 136 avaliada em ZIKV. Substancias 128
e 136 avaliadas em DENV-2, além de 156 em DENV-3.

Nas avaliagdes dos ensaios de reducao de placas de lise, foram confirmadas trés de oito

substancias com atividade antiviral em ZIKV, YFV ¢ DENV-2. Curiosamente, a substancia 156

ndo apresentou reducdo dos titulos virais de DENV-3, contrariando os resultados dos ensaios

de MTT. Igualmente, bazedoxifeno (140), também ndo inibiuo titulos de YFV. As substancias

128 e, especificamente, 136, apresentaram atividade em dois e trés dos flavivirus avaliados,

respectivamente, corroborando os resultados obtidos nos ensaios de MTT. Esse resultado ja

sugere um potencial de acdo multi-flavivirus, proposto ao longo de todo trabalho desenvolvido.

Isso reflete a importidncia e relevancia das aplicagdes dos métodos computacionais na
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descoberta e desenvolvimento de inibidores e potenciais farmacos, especificamente com uma

atividade amplo-espectro.

Nesse cendrio, se tratando de DENV, apenas quatro substancias chegaram as fases
clinicas I e II nos ultimos anos, sendo uma descontinuada, outra incerta e as duas restantes
apresentando atividade inferior a esperada (NORMILE, 2013; TIAN et al., 2018). Essa busca
por substancias bioativas com atividade antiviral, especificamente em flavivirus, requer ainda
algumas particularidades que podem dificultar o processo de desenvolvimento. A inibi¢do, nos
casos de DENV precisa atingir aos quatro sorotipos do virus, além de abranger os diferentes e
variados gendtipos. Idealmente, essas substdncias sdo mais promissoras caso apresentem um
efeito panflavivirus, em razdo da similaridade genética entre os membros deste género e os
problemas associados ao diagnoéstico clinico-laboratorial (TAKAHASHI, 2012; NORMILE,
2013; LEONEL, 2018).

Embora os DENV apresentem, assim como os demais flavivirus, variados alvos para o
planejamento de fArmacos, como NS2B-NS3, NS3 helicase, proteina E, NS5 metiltransferase,
RdRp e até fatores do hospedeiro, sao poucos aqueles associados a inibidores eficazes ou casos
de maior sucesso em estudos in vitro, especialmente por variagdes genéticas dentre as espécies,
sorotipos e genotipos, bem como das variagdes conformacionais das estruturas dos alvos. Ainda

assim, o complexo da protease se mostra promissor, especialmente nos casos de sucesso ja

abordados em HCV e HIV-1 (ZHU, 2012; TIAN, 2018).

Inibidores de protease propostos nesse estudo, especificamente peptideos, ja foram
relatados desde o inicio dos anos 2000. Leung et al. (2001), obtiveram peptideos lineares com
atividade inibitoria na protease de DENV. A partir desde trabalho, juntamente ao interesse e
incentivo de industrias farmacéuticas, diversas modificag¢des estruturais destes peptideos foram
realizadas buscando aprimorar a atividade e, potencialmente, a biodisponibilidade das
substancias. Destes partiram trabalhos com modificacdes de grupos substituintes, como 0s
estudos de Yin et al. (2006), membro da Novartis, que também obteve compostos
peptideomiméticos com atividade inibitoria da protease de DENV (LEUNG et al., 2001; YIN
et al., 2006).

Avancos nessa area identificariam ligantes ainda mais ativas em DENV, a exemplo dos
peptideos de Xu et al. (2012), com valores de ICso = 2,2 uM. Pouco depois, estudos liderados
pela companhia Shionogi empregariam andlises de QSAR para melhorar estes mesmos

peptideos, obtendo compostos combinando argininas e aa hidrofébicos como substituintes nas
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novas estruturas. Essa estratégia resultou em duas novas substancias com atividade inibitoria
enzimatica e confirmacdo de inibicdo da multiplicagdo viral in vitro, com valores na faixa de

micromolar e indices de seletividade superiores a 10 (XU et al., 2012; TAKAGI et al., 2017).

Os avancos nos estudos com inibidores nao peptidicos, por sua vez, foram favorecidos
pelas técnicas computacionais baseadas na estrutura de ligantes ou do alvo. Triagens in silico
também auxiliaram na busca de grandes bibliotecas, permitindo uma avaliacdo rapida em
ensaios in vitro. Dentre os métodos utilizados nessas abordagens, policresulen foi identificado
com atividade inibitéria na protease de DENV-2 (ICso = 0,48 pg/mL), além de inibir a
multiplicagdo em células BHK-21 (ECso = 4,99). Essa substancia ainda apresentou baixa

toxicidade em BHK-21 (CCso = 459,45), com IS superior a 92 (WU, 2015).

Paralelamente, sulfonamidas, derivados quaterndrios de amonio, estruturas analogas as
quinolonas e até biliverdina também apresentaram alguma atividade anti-DENV, ressaltando a
importancia dessas abordagens computacionais na descoberta e/ou desenvolvimento de
substancias bioativas (TTAN, 2018). Nesse ambito, empregando uma triagem virtual, Pambudi
et al. (2013), também identificaram um inibidor (SK-12) tendo a interacdo da NS2B com a NS3
como alvo, apresentando atividade nos quatro sorotipos de DENV, obtendo valores de ECso =
0,98 uM e IS = 68,63. Estudos de Mirza et al. (2016), avaliando mais de 18 milhdes de
substancias do ZINC, também permitiu identificar algumas substancias com atividade em um
ou mais dos quatro sorotipos de DENV, mais uma vez demonstrando as vantagens das

abordagens computacionais (PAMBUDI et al., 2013; MIRZA et al., 2016).

A combinagdo dessas analises computacionais e experimentais também identificou a
aprotinina (NOBLE, 2010) e ribavirina (LIM, 2013) inibidores de DENV. Abordagens mais
aprofundadas, como o trabalho de Chu et al. (2015), também identificou substancias com uma
alta permeabilidade de membrana e baixa toxicidade celular, associadas a uma redugdo da
infeccdo viral. Nesta abordagem, substancias como a antraquinona, a uma concentracdo de 1
uM, reduziram titulos virais de DENV em mais de 1 logio de UFP/mL. Esses estudos
corroboram as abordagens empregadas neste trabalho, ndo somente a diversidade de técnicas
computacionais disponiveis para triagem de substancias bioativas, bem como dos métodos de
avaliacdo da atividade antiviral in vitro, resultando em substancias com atividade em

concentragdes similares, na faixa de micromolar (CHU et al., 2015).

Igualmente, a combinagdo de analises in silico e in vitro também resultaram em algumas

substancias com atividade multi-flavivirus, a exemplo da ivermectina, com atividade em
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DENV,JEV e YFV (SWEENEY, 2015). Calleit et al. (2014), também haviam identificado uma
série de compostos com atividade em DENV, YFV ¢ WNV, mas descartadas nos testes pré-

clinicos, com alta toxicidade em murinos e caes (CALLEIT et al. 2014).

Modificagdes sintéticas também identificaram novas substancias com atividade multi-
flavivirus, especialmente em DENV, YFV e WNV. Alguns derivados apresentaram atividade
inibitoria na protease sem estudos subsequentes, enquanto outros foram descontinuados por
problemas como baixa biodisponibilidade ou elevada toxicidade em modelos celulares e
murinos (GARCIA; PADILLA; CASTANO, 2017). No entanto, poucos sio os relatos do
amplo-espectro de substincias anti-flavivirus envolvendo ZIKV. Han et al. (2018)
apresentaram inibidores analogos de nucleotideos e nucleosideos com atividade in vitro (1 a 3,8

uM) em DENV ou YFV, mas ndo em ZIKV (HAN et al., 2018).

Entretanto, a atividade de farmacos ja aprovados pelo FDA demonstra um potencial de
reposicionamento em ZIKV. Novobiocina, sofosbuvir, hidroxicloroquina (HCQ) e niclosamida
foram identificados, novamente combinando estratégias de triagem virtual e triagens bioldgicas
in vitro e in vivo. Novobiocina ja foi confirmada também em modelos murinos, enquanto HCQ
foi capaz de reduzir titulos virais nas infec¢des de ZIKV em trofoblastos de placentas de
camundongos (BARROWS, 2016; HAN, 2018). No trabalho de Barrows et al. (2016), foram
identificadas 20 substancias dentre 774 farmacos avaliados, incluindo ivermectina, além de

daptomicina, mebendazol e 4cido micofenolico.

Comparando aos resultados deste trabalho, a substancia 128 (IS = 1,97 e 3,16) e
especificamente a substincia 136 (IS = 1,42 a 3,52) apresentam um potencial multi-flavivirus
de interesse, uma vez que apresentaram atividade em ZIKV, DENV e YFV. Embora baixos
indices de seletividade tenham sido obtidos, modificagdes estruturais podem ainda melhorar a
atividade ou reduzir a toxicidade celular, especialmente pelo cardter sintético dessas
substancias. Ademais, alguns métodos podem auxiliar na obtencdo de maiores informagdes
acerca da atividade e mecanismo de acdo das substincias, como ensaios de pré-tratamento e

avaliacao da atividade virucida.
5.3.4 Ensaios de pré-tratamento

A substancia 128 (25 uM) e o farmaco raloxifeno (5 pM) também reduziram pouco mais
de 1 logio do titulo viral de YFV nos ensaios de pré-tratamento. J& as substancias 136 ¢ 128 em

DENV-2 e 156 em DENV-3 nao reduziram significativamente os titulos virais (Figura 56).
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Figura 56. Avaliacdo do efeito de pré-tratamento das cinco substiancias ativas. Substincias 136, 128, 140 ¢
158 avaliadas em YFV. Substincia 136 avaliada em ZIKV. Substiancias 128 e 136 avaliadas em DENV-2, além
de 156 em DENV-3.

Efeitos de pré-tratamento ja foram reportados na literatura e apresentam uma opgao

favoravel para potenciais inibidores. Goémez-Calderon et al. (2017) j& demonstraram o efeito de
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extratos de frutos de abrico no pré-tratamento em DENV, também apés identificar essa
atividade antiviral por ensaios de MTT. Similarmente, outros extratos, como os de goiaba, ja
apresentaram inibi¢ao da multiplicacdao de particulas de DENV em ensaios de pré-tratamento

(GOMEZ-CALDERON et al., 2017).

Essa caracteristica também seria interessante na garantia de biodisponibilidade de um
potencial firmaco em administracdes de diferentes dosagens e periodos. Nesse sentido, Mazzon
et al. (2019) apresentaram sucesso em uma estratégia de triagem que indicou 12 substancias
com atividade antiviral em DENV, YFV e ZIKV. Dentre elas, raloxifeno foi sugerido com
efeito inibitério em fusdo de membranas, durante o ciclo de multiplicagdo destes virus, sob
condi¢cdes semelhantes. Esses resultados ndo divergem deste trabalho, uma vez que raloxifeno
também inibiu YFV e promoveu uma pequena reducao do titutlo viral em ZIKV. Além disso,
a substancia 128, um analogo sintético desse farmaco, também reduziu o titulo de YFV nos

ensaios de pré-tratamento.
5.3.5 Avaliacao da atividade virucida

Nenhuma das substancias apresentou atividade virucida em nenhum dos quatro virus
(Figura 57). Esses dados podem sugerir que nao ha um efeito direto das substancias sobre a
estrutura das particulas, reforcando resultados obtidos nos ensaios de redugdo de placas de lise

e de pré-tratamento.

Atividade Virucida (YFV)

1,00E-+06

1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E-+02
1,00E-+01
1,00E+00

136 (5uM) 128 25uM) 140 (6,5 uM) 158 (5 uM)
uM

PFU/mL



1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

PFU/mL

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

PFU/mL

1,00E+01

1,00E+00

136 (ZIKV)
12 Cv
pM
128 (DENV-2)
30 Cv
uM

PFU/mL

PFU/mL

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

160

156 (DENV-3)
40 uM CvV
pM
136 (DENV-2)
10 Cv
M

Figura 57. Avaliacdo da atividade virucida das cinco substincias ativas. Substancias 136, 128, 140 ¢ 158
avaliadas em YFV. Substancia 136 avaliada em ZIKV. Substancias 128 ¢ 136 avaliadas em DENV-2, além de 156

em DENV-3.

Uma atividade virucida das substancias seria interessante, haja visto que os métodos ou

substancias capazes de destruir particulas virais podem cessar uma ameaca de emergéncia ou

re-emergéncia de um patogeno viral (OSTERHOLM, 2015). A propria OMS ja havia proposto

nas “Diretrizes de Higiene das Maos em Cuidados de Saude” em 2009, o uso de substancias

para desinfec¢do cirurgica e higiénica das maos e superficies em ambientes de satde, reduzindo,

por exemplo, a transmissao de patdogenos, como outros virus envelopados pelas maos de

individuos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009; OSTERHOLM et al., 2015).
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Pensando em ZIKV, por exemplo, ainda que ndo seja possivel contato direto de solucdes
ou formulag¢des com a particula no ambiente, uma substancia virucida permitiria maior controle
em situagdes de surtos ou epidemias, reduzindo de maneira mais eficaz eventuais novos casos
de infecgdo e disseminagdo do virus (SIDDHARTA et al., 2017; BATISTA et al., 2018). Uma
atividade virucida também poderia favorecer um potencial inibidor de amplo espectro, como
demonstrado por Batista et al. (2018), com inibidores de HCV, especificamente aqueles capazes
de desestabilizar membranas, outro potencial alvo de interesse aos demais flavivirus neste

estudo.

Esses dados, no entanto, ndo descartam a relevancia deste e demais estudos, bem como
dos potenciais inibidores do complexo da protease viral (NS2B-NS3) avaliados neste trabalho.
Ademais, resta confirmar um potencial efeito multi-flavivirus em ensaios, por exemplo, de
inibi¢do enzimatica, permitindo, dessa forma, corroborar a toda construgao e resultados obtidos

nesse trabalho e validar o alvo proposto.

Os resultados promissores dos métodos e técnicas in silico desenvolvidas, junto a
combinacdo das predi¢des e validagdes bioldgicas, fizeram desta triagem virtual e bioldgica um
planejamento de sucesso, apresentando uma atividade antiviral identificada em cinco das oito
substancias adquiridas, sendo trés confirmadas em ambos os ensaios de atividade antiviral.
Ainda, a possibilidade de modificagdes estruturais e sintese de novos andlogos, buscando
melhorias na atividade ou biodisponibilidade no planejamento de inibidores e potenciais
farmacos, favorecem a aplicabilidade dessas substancias como potenciais farmacos com

atividade antiviral multi-flavivirus.
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6 CONCLUSOES

6.1. Fragmentos de lisina e arginina nos ligantes s3o importantes para a ligagdo dos compostos

peptideomiméticos avaliados ao sitio ativo da protease (NS3) de DENV;

6.2. Regides favoraveis de interacdo molecular (HBD, HBA, idnica e hidrofobicas) foram
confirmadas por interagdes em sondas e sitios de ligacdo em ambas as proteases de DENV-3

(3U1I) e ZIKV (5YOF), corroboradas nas analises de acoplamento molecular;

6.3. A triagem virtual de 7.600.000 moléculas resultou em 18 restantes, submetidas a dinamica

molecular para anélise de interagdo e estabilidade, bem como das predi¢des de toxicidade;

6.4. Foram selecionadas 8 substincias para validagdo da atividade bioldgia: seis sob
investigacdo (denominadas 134, 151, 154, 156, 136, 128) ¢ dois farmacos licenciados como
propostas de reposicionamento, bazedoxifeno (140) e raloxifeno (158). Destas, cinco (136, 151,

154, 140 ¢ 156) foram preditas como ativas no modelo de SVM polinomial;

6.5. Nas avaliag¢des bioldgicas, cinco substancias apresentaram atividade nos flavivirus, sendo:
uma em ZIKV (CEso = 11,86 + 0,43 uM; IS = 1,42), quatro em YFV (CEso = 4,79 £ 0,17 a
24,15+ 1,15 uM; IS = 1,97 a 3,74), duas em DENV-2 (CEso = 4,21 £0,14 ¢ 9,51 £ 0,12 puM;
IS =2,26 ¢ 3,16) e uma em DENV-3 (CEso = 37,51 = 0,8 uM; IS = 2,85).

6.6. Os ensaios de reducdo do nimero de placas de lise corroboraram a atividade das substancias
136 ¢ 128 em ZIKV, YFV e DENV-2, reduzindo cerca de 1 a 1,5 logio de UFP/mL para os trés

virus;

6.7. Nos ensaios de pré-tratamento em YFV, a substancia 128 e raloxifeno (158) reduziram

cerca de 1 logiode UFP/mL, corroborando dados ja observados na literatura;

6.8. Nao foi observada atividade virucida para as substancias avaliadas.
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7 PERSPECTIVAS

7.1. Quantificar o RNA genOmico para avaliacdo do potencial efeito das substancias ativas na

replicagdo do genoma viral.

7.2. Validar o mecanismo de a¢ao destas substancias (inibicdo de NS3pro) empregando ensaios

de inibi¢do enzimatica.

7.3. Avaliar os efeitos de toxicidade em linhagens celulares de diferentes tecidos humanos, por
exemplo, HEK293 (renal), Hep G2 ou Huh-7 (hepaticas) e THP-1 (monocitica) ou L929
(linfocitica), além de outros tecidos murinos, como U251 (neuroblastoma) e Raw 264.7

(monocitica), respectivamente.

7.4. Realizar ensaios pré-clinicos para avaliacdo de biodisponibilidade, dos efeitos de

toxicidade e de infecgdo pelos diferentes virus in vivo em modelo(s) murino(s).
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1 | INTRODUCTION

Infections with antibiotic-resistant bacteria are a persistent prob-

lem to Public Health worldwide. Only in the US, at least 2 million

Abstract

Synthetic 1,3-bis(aryloxy)propan-2-amines have been shown in previous studies to
possess several biological activities, such as antifungal and antiprotozoal. In the pre-
sent study, we describe the antibacterial activity of new synthetic 1,3-bis(aryloxy)
propan-2-amines against Gram-positive pathogens (Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus) including Methicillin-resistant S. au-
reus strains. Our compounds showed minimal inhibitory concentrations (MIC) in the
range of 2.5-10 pg/ml (5.99-28.58 pM), against different bacterial strains. The mini-
mal bactericidal concentrations found were similar to MIC, suggesting a bactericidal
mechanism of action of these compounds. Furthermore, possible molecular targets
were suggested by chemical similarity search followed by docking approaches. Our
compounds are similar to known ligands targeting the cell division protein FtsZ,
Quinolone resistance protein norA and the Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
Fabl. Taken together, our data show that synthetic 1,3-bis(aryloxy)propan-2-amines
are active against Gram-positive bacteria, including multidrug-resistant strains and
can be a promising lead in the development of new antibacterial compounds for the
treatment of these infections.

KEYWORDS
3-bis(aryloxy)propan-2-amines, antibacterial, gram-positive bacteria, MRSA, synthetic 1,
target prediction

people become infected with bacteria that harbor some type of
resistance to commercially available antibiotics, of whom 23,000
die each year, ultimately estimating in $20 billion the increased

health care costs (CDC, 2013). This scenario has become even
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worse if we consider that in the past 40 years only two classes of
narrow-spectrum antibiotics (daptomicin and linezolid) were de-
veloped (Clatworthy, Pierson, & Hung, 2007). The scarcity of new
therapeutic options against antibiotic-resistant strains has led to
the return of older drugs previously disregarded due to its signifi-
cant toxicity, such as colistin (Li et al., 2006). However, resistance
mechanisms continue to emerge even for these drugs leading
to the appearance of virtually untreatable infections (Malhotra-
Kumar et al., 2016).

Among the infections with resistant bacteria, one can high light
the group of pathogens known as ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter species). These infec-
tions are associated with longer periods of hospitalization, increases
in hospital costs, higher use of antimicrobial drugs and higher mor-
tality rates. The number of deaths caused by infection with methi-
cillin-resistant S. aureus (MRSA\) strains, for instance, surpassed the
number of deaths from HIV/AIDS and tuberculosis combined in the
US (Boucher et al., 2009).

The main strategy to overcome the problem of bacterial resistance
is the development of new antibacterial agents. Regarding this strategy,
the synthesis of new compounds and modification of the existing ones is
promising and can extend the options of new drugs with a broader spec-
trum of activity, lower toxicity and/or reduced sensitivity to resistance

mechanisms (Silver, 2011). This approach has resulted in the introduction

of some new antibacterial agents for clinical use, such as retapamulin, a
compound derived from pleuromutilin, and some of the classical modifi-
cations of penicillins, the aminopenicillins (Gao et al., 2017; Lobanovska &
Pilla, 2017).

The 1,3-Bis(aryloxy)propan-2-amines are a class of compounds
synthesized by the amination of 1,3-diaryloxypropyl toluenesulfon-
ate, whose biological potential has not yet been extensively stud-
ied. We recently reported the trypanocidal (Lavorato, Sales Janior,
Murta, Romanha, & Alves, 2015) and leishmanicidal (Lavorato et al.,
2017) activities of several compounds of this class, but their antibac-
terial action remains to be further studied.

In the present work we have evaluated the antibacterial activity
of a series of 1,3-bis(aryloxy)propan-2-amines, several synthetic in-

termediates and N-substituted amines (Figure 1).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemistry

Compounds CPD1-CPD21, CPD23-CPD28 and CPD37 were
synthesized and characterized by their IR, H and °C NMR
spectra and melting points as previously described (Lavorato
etal., 2017). Compounds CPD22, CPD29-CPD36, CPD38 and
CPD39 were synthesized and fully characterized as described in
Appendix.

NH3"CI
1 =~ O\/I\/O X
R | —R
4 =

CPD1: R =2-CN CPD8: R = 3-COOCH; CPD15: R =4-CHj
CPD2: R = 3-CN CPD9: R = 4-COOCH; CPD16: R = 2-Cl
CPD3: R =4-CN CPD10:R=2-OCH;  CPD17:R=3-Cl
CPD4: R = 2-NO, CPD11: R=3-OCH; CPD18:R=4-Cl
CPD5: R = 3-NO, CPD12: R=4-OCH; CPD19:R=H

CPD6: R = 4-NO, CPD13: R = 2-CHj
CPD7: R = 2-COOCH; CPD14:R = 3-CHj
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CPD21: R = 3,4-Benzo

CPD22: R = 3,4-diCl
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CPD28 N 3,4-Benzo CPD36 CH,CH,CH,CH,CH,
CPD29 OH 3,4-diCl
CPD30 OMs g’:'g'g: FIGURE 1 Compounds screened for
CPD31 N3 S antibacterial activity in the present study
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2.2 | Celllines

Vero cells (ATCC number CCL-81) were maintained in Minimal
Essential Medium (MEM; Cultilab, Brazil), while BSC-40 cells
(ATCC number CRL-2761) were maintained in Dulbecco's Modified
Essential Medium (DMEM; Cultilab, Brazil). Both media were sup-
plemented with 5% fetal bovine serum (Cultilab, Brazil), 200 U/ml of
penicillin, 100 pg/ml of streptomycin and 2.5 pg/ml of amphotericin
B. The bacteria strains used were Escherichia coli (ATCC n° 35218),
K. pneumoniae (ATCC n° 13883), P.aeruginosa (ATCC n° 27853),
E. faecalis (ATCC n° 29212), S. aureus (ATCC n° 29213), Streptococcus
pyogenes (ATCC n° 19615), MRSA (ATCC n° 43300) and five clinical
strains of MRSA (mecA positives) (Gomes et al., 2015).

2.3 | Minimal inhibitory concentration
determination

The antibacterial activity of the compounds was evaluated using
the broth microdilution method in 96-well microplates accord-
ing to the Clinical and Laboratory Standards Institute protocol
(CLSI, 2017). First, synthetic compounds were diluted in Mueller
Hinton broth (MHB; Oxoid, Thermo Scientific, UK) to concentra-
tions ranging from 20 to 2.5 pg/ml. The same volume of a bacterial
suspension containing 10° CFU/ml was added to each of the pre-
vious solutions, resulting in final compound concentrations from
10 to 1.25 pg/ml. After incubation at 35°C for 24 hr, the plates
were inspected visually for inhibition of bacterial growth. In each
plate was included a viability control (bacterial suspension only),
an inhibitory control (MHB containing five times the minimal in-
hibitory concentration (MIC) of penicillin G for Gram-positive and
Gentamicin for Gram-negative bacteria, or a serial dilution of van-
comycin ranging from 16 to 2 pg/ml or 5.52 to 0.69 pM for MRSA
strains) and a sterility control (medium only). All conditions were
tested in triplicate and the results shown are representative of

three independent assays.

2.4 | Minimal bactericidal concentration
determination

To evaluate the minimal bactericidal concentration (MBC) of tested
compounds, the content of wells that showed no visual growth in
the previous experiments, plus the well containing the viability con-
trol were plated in Mueller Hinton agar plates. After incubation at
35°C for 24 hr, the colonies were counted and the percentage of in-
hibition was calculated. MBC is defined as the lowest compound's
concentration that inhibits at least 99.9% of the bacterial cell count
compared to nontreated viability control (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 1999).

2.5 | Cytotoxicity to mammalian cells

The cytotoxicity of active compounds to mammalian cells was as-

sessed using the MTT reduction assay (Mosmann, 1983). Vero
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and BSC-40 cells were seeded in 96-well plates (8 x 10* cells per
well) and incubated at 37°C and 5% CO, atmosphere. After 24 hr
of incubation, 200 pL of fresh medium containing a serial dilution
of compounds (10-1.25 pg/ml) were added to the plates. After
48 hr of incubation in the same conditions, 100 pL of MTT solu-
tion in MEM or DMEM (5 mg/ml) was added to each well and incu-
bated for 3 hr at 37°C and 5% CO, atmosphere. The medium was
removed and 100 pL of DMSO was used to solubilize formazan
crystals. Absorbance at 570 nm of each well was read using a spec-
trophotometer (VersaMax, Molecular Devices). The cytotoxic con-
centration of 50% (CC,) is defined as the lowest concentration of
a specific compound that reduces by 50% the viability of cultured
cells.

2.6 | Putative molecular target identification by
3D chemical similarity and interaction profiling by
molecular docking

First, the lowest energy conformations of tested compounds show-
ing antibacterial activity were obtained by conformational analysis
performed on OMEGA 2.5.1.4 software (Hawkins, Skillman, Warren,
Ellingson, & Stahl, 2010). Then, the database of compounds with
known effects over S. aureus, S. pyogenes and E. faecalis proliferation
was retrieved from ChEMBL v23 (Bento et al., 2014). The three ob-
tained databases were filtered to remove entries without experimental
activity determined, inactive compounds and mixtures of compounds.
For all compounds, the structures had their protonation states cal-
culated according to pH = 7.4 using fixpka software implemented on
QUACPAC 1.7.0.2 (OpenEye Scientific Software, 2016) and, then, the
lowest energy conformers were generated using OMEGA.

Chemical similarity queries were created for each active com-
pound by considering common chemical features (rings, H-bond
donors and acceptors, ions and hydrophobes) and the overall com-
pound shape using the program ROCS 3.2.1.4 (Hawkins, Skillman, &
Nicholls, 2007). ROCS software was used to identify the most similar
compounds from the database against our queries. ROCS can overlay
the library of conformers against a query composed of the shape and
colors (representing chemical properties) derived from a compound.
The output conformers were ranked according to their similarity with
the query using a Tanimoto-combo coefficient (TC, a linear sum of
Tanimoto coefficient for molecular shape and colors) and the com-
pounds were considered for further analysis when TC > 1, repre-
senting at least 50% of chemical similarity (Rush, Grant, Mosyak, &
Nicholls, 2005). Within this chemically similar dataset, compounds
with experimental activity against molecular targets were identified
and used in docking studies. Those targets were retrieved from the
Protein Data Bank (PDB) or constructed using homology modeling.

Identified proteins were prepared by adding the adjusting pro-
tonation states of amino acids and fixing missing side-chain atoms
(PrepWiz, Maestro v2017.4). Molecular docking was performed
around the cocrystallized ligand of the different protein using the
default settings of the Glide program (Glide v7.7, Maestro v2017.4)
in extraprecision mode, with at least five poses selected for visual
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inspection (Friesner et al., 2006). The amino acid residues were
considered rigid and structural water molecules were kept during
calculation. The employed docking protocol was evaluated with re-
docking experiments. Our target prediction protocol was based on
the previously published methodology (Vallone et al., 2018).

2.7 | Homology modeling

Homology model of the S. aureus NorA (uniport accession number
POAOQJ7) was inferred using the E. coli homolog (PDB code: 4ZPO, res-
olution: 2.0 A, sequence similarity: 77.3%) as a template. 3D model of
the SaNorA domain was generated using the online server HHPred
(Soding, Biegert, & Lupas, 2005) for template identification and align-
ment followed by Modeller 9v19 (Eswar et al., 2006) for the model
construction. The quality of the final structure was accessed by
MolProbity (Davis, Murray, Richardson, & Richardson, 2004) showing
three residues out of the Ramachandran allowed region, which was
then fixed by the protein preparation step prior to docking.

3 | RESULTS

To investigate the antibacterial potential of 1,3-bis(aryloxy)pro-
pan-2-amines, 22 compounds of this class, variations in the nature

OH
o 2
Caesl] 4 @R
\ 1

~

HSC\SIP

and position of the substituents on the aromatic ring, were evalu-
ated against Gram-positive and Gram-negative bacteria. These
compounds, named as CPD1-CPD22, were synthesized in four steps

(Figure 2), as previously described by Lavorato et al. (2017).

3.1 | Initial screening for antibacterial activity

Among the compounds initially tested, four—CPD18, CPD20, CPD21
and CPD22—presented antibacterial activity at the concentration of
10 pg/ml. Among the six bacterial species tested (Escherichia coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus and S. pyogenes),
the activity was observed only against Gram-positive bacteria.
CPD20 and CPD22 inhibited the growth of all Gram-positive bac-
teria tested (E. faecalis, S. aureus and S. pyogenes), while CPD18 and
CPD21 showed activity against S. aureus and S. pyogenes.

3.2 | Minimal inhibitory and MBC determination

Compounds that showed antibacterial activity in the initial screening
were submitted to MIC determination by broth microdilution method.
Among the four active compounds in the initial screening, CPD20
showed the best results, with MIC values of 2.5 pg/ml (6.58 uM) against
S. pyogenes and S.aureus and 5 pg/ml (13.16 uM) against E. faecalis.
CPD22 showed an MIC value of 2.5 pg/ml (5.99 uM) against S. pyogenes
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CPD21: R = 3,4-Benzo
CPD22: R = 3,4-diCl

Reagents and conditions: i) NaOH, H,0, 60°C; ii) MsCl, pyr, 0°C-r.t.; iii) NaN; DMF, 80°C;

iv) a) Ho/Pd-C, THF or DTT/TEA, MeCN; b) conc. HCI, MeOH.

FIGURE 2 Synthesis of 1,3-bis(aryloxy)
propan-2-amines
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and 5 pg/ml (11.97 uM) against S. aureus and E. faecalis. On the other
hand, both compounds CPD18 and CPD21 showed an MIC of 10 pg/
ml (28.68 and 26.32 uM, respectively) against S. aureus and S. pyogenes.

To evaluate the MBC, the content of each well that showed no
visual growth in the previous experiments were plated on MH agar
and colony counts were compared to counts obtained from viabil-
ity controls. Some of the MBC were equivalent to its MIC values
suggesting a bactericidal activity of the tested compounds. CPD 21
showed equivalence between MBC and MIC values, against S. au-
reus and S. pyogenes. CPD20 also showed equivalence against S. pyo-
genes and CPD22 against S. aureus. CPD18 was an exception to this
scenario, in which the MBC values were not equivalent to its MIC
values against S. aureus and S. pyogenes. The results of quantitative

antibacterial assays are summarized in Table 1.

3.3 | Antibacterial activity against MRSA strains

In order to evaluate the efficacy of compounds against antibiotic resist-
ant strains, we performed a broth microdilution method using MRSA.
Corroborating the findings above, compound CPD20 showed MIC
values of 2.5 pg/ml (6.58 pM) against all MRSA strains, being the most
promising among all compounds tested. Values of MIC ranged from 2.5
to 5 ug/ml (5.99-11.97 uM) for CPD22 and from 5 to 10 pg/ml (13.16-
26.32 uM) for CPD21. Compound CPD18 showed activity against four
out of six MRSA strains, with MIC values of 10 pg/ml (28.68 pM). The
MBC values were equivalent to its MIC values corroborating the hy-
pothesis of a bactericidal activity of the tested compounds. CPD21
showed equivalence between MBC and MIC values against all MRSA
strains. CPD20 showed the same values of MBC and MIC against
MRSA strains n® 5749, 5912, 6100 and 6613 and CPD22 against MRSA
43300, 5749, 5912 and 6613. For compound CPD18, no bactericidal
activity was observed for the concentrations tested. The results of an-

tibacterial assays against MRSA strains are summarized in Table 2.

3.4 | Changes in chemical group in R position
abolish the antibacterial activity of tested compounds

To investigate the importance of the amino group to antibacterial
activity, compounds CPD23-CPD31, synthetic intermediates of the

Open Access,

most active amines CPD20, CPD21 and CPD22, were selected for
biological testing. As shown in Figure 3, they were obtained in one,
two or three steps according to the substituent in C-2.

In this second screening, we also prepared a series of secondary
and tertiary amines for evaluation. As shown in Figure 4, compounds
CPD38 and CPD39 were used as precursors to synthesize N-substi-
tuted amines CPD32-CPD36 and both compounds were obtained
from alcohol CPD37. CPD37 was obtained as previously described by
Lavorato et al. (2017). The ketone CPD38 was obtained from CPD37
by Albright-Goldman oxidation using DMSO and acetic anhydride
(Fritsche, Elfringhoff, Fabian, & Lehr, 2008), while the tosylate CPD39
was prepared by reacting CPD37 with p-toluenesulfonyl chloride in
dry pyridine (King & Bigelow, 1952). The secondary amines CPD32 and
CPD33 were obtained by reductive amination reaction of CPD38 with
benzylamine or butylamine, respectively, in the presence of NaCNBH,
as reducing agent (Borch, Bernstein, & Durst, 1971). The nucleophilic
substitution reaction between CPD39 and the heterocyclic amines
morpholine, N-methylpiperazine and piperidine under heating at
100°C resulted in the tertiary amines CPD34, CPD35 and CPD36, re-
spectively (Yuxiu, Guigin, & Guangren, 2000).

None of these compounds presented antibacterial activity, with
no complete inhibition of bacterial growth in all concentrations
tested (up to 10 pg/ml, data not shown).

3.5 | Cytotoxicity concentration (CC,,) of active
compounds in mammalian cells

We also evaluated the cytotoxicity in Vero and BSC-40 cell lines
of the active compounds using the colorimetric MTT assay.
Compounds CPD18 and CPD22 showed higher values of CCg, for
Vero (5.99 +0.09 pg/ml or 1718 +0.26 uM and 5.47 + 1.89 pg/ml
or 13.1 +4.53 uM, respectively) and CPD18 and CPD21 for BSC-40
(5.73+0.18 pg/ml or 16.43+0.52pM and 5.06 £ 1.13 pg/ml or
13.32 £ 2.97 uM, respectively). The compound CPD20 showed the
lowest values of CCg, (3.79 £ 0.60 pg/ml or 9.98 + 1.58 uM in Vero
and 2.50 £ 0.75 pg/ml or 6.58 + 1.97 uM for BSC-40 cells). In conjunc-
tion, CPD22 showed a higher Selective Index (Sl) for both cell lines
(2.19 in Vero and 1.77 for BSC-40). The results of cytotoxicity assays
are summarized in Table 3.

TABLE 1 Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) range (uM) for compounds that showed

antibacterial activity in the initial screening

MiIC MBC (MBC/MIC)

Staphylococcus Streptococcus Enterococcus faecalis S. aureus ATCC S. pyogenes E. faecalis
Compounds  aureus ATCC 29212 pyogenes ATCC 19615  ATCC 29213 29212 ATCC 19615 ATCC 29213
CPD18 28.68 28.68 - >28.68 (>1.0) >28.68 (>1.0) -
CPD20 6.58 6.58 13.16 26.32 (4.0) 6.58 (1.0) 26.32(2.0)
CPD21 26.32 26.32 - 26.32(1.0) 26.32(1.0) -
CPD22 11.97 5.99 11.97 11.97 (1.0) 23.95 (4.0) >23.95 (>2.0)
Penicillin G 0.06 0.24 5.98 ND ND ND

Note. Values presented are representative of at least three independent experiments.

ND: not determined.
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3.6 | The putative molecular targets of
CDP20-22 and binding mode proposal

In order to identify the putative molecular target for the active
compounds, we apply a ligand-based similarity approach com-
bined with inverse docking using compounds CPD20, CPD21 and
CPD22 as templates, since they presented stronger antibacte-

rial activity in previous assays. Ligand-based similarity searches

for each active compound were performed against a database of
compounds with known effects against S. aureus, S. pyogenes and
E. faecalis, resulting in 214, 15 and 30 unique compounds with at
least 50% similarity against our hits respectively. Solely, S. aureus
screening hits had an annotation for specific molecular targets,
while the other two resulted in compounds with activity against
whole cells or unchecked data (data not shown). The putative mo-

lecular targets for our hits in S. aureus with know 3D-coordinates

TABLE 2 Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) range (M) of the compounds against

metbhicillin-resistant Staphylococcus aureus strains

Compounds ATCC 43300 Strain 5749 Strain 5912 Strain 6100 Strain 6154 Strain 6613
MIC
CPD18 = 28.68 28.68 = 28.68 28.68
CPD20 6.58 6.58 6.58 6.58 6.58 6.58
CPD21 = 26.32 13.16 26.32 26.32 26.32
CPD22 11.97 5.99 5.99 5.99 5.99 11.97
Vancomycin 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38
MBC
CPD18 = >28.68 >28.68 = >28.68 >28.68
CPD20 13.16 6.58 6.58 6.58 26.32 6.58
CPD21 = 26.32 13.16 26.32 26.32 26.32
CPD22 11.97 5.99 5.99 23.95 >23.95 11.97
Vancomycin ND ND ND ND ND ND

Note. Values presented are representative of at least three independent experiments.

ND: not determined.

OH
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\\ 1
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OH g ~0
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CPD23: R = 2,3-Benzo CPD24: R = 2,3-Benzo
CPD26: R = 3,4-Benzo CPD27: R = 3,4-Benzo
CPD29: R = 3,4-diCI CPD30: R = 3,4-diCl
jii
NH5*CI N3
= O\)\/O N iv = O\/\/O 2
R | R =—— R | IR
™ T S NS

CPD20: R = 2,3-Benzo
CPD21: R = 3,4-Benzo
CPD22: R = 3,4-diCl

Reagents and conditions: i) NaOH, H,0, 60°C; ii) MsCl, pyr, 0°C-r.t.; iii) NaN3 DMF, 80°C;

iv) a) Ho/Pd-C, THF; b) conc. HCI, MeOH.

CPD25: R = 2,3-Benzo
CPD28: R = 3,4-Benzo
CPD31: R = 3,4-diCl

FIGURE 3 Synthesis of compounds
CPD23-CPD31, synthetic intermediates
of amines CPD20-CPD22



SERAFIM ET AL.

Mi biol O o 7 of 15
icrobiologyOpen WI LEYJ—

Open Access,

o)
ool [ 5 1 HO@CI

OH O
Cl Cl Cl Cl
CPD37 CPD38, 96%

]V
)

SO

CPD32: R = CH,Ph, 19%
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CPD34:R = O, 62%
CPD35: R = N(CH3), 78%
CPD36: R = CHy, 74%

FIGURE 4 Synthesis of N-substituted
1,3-bis(aryloxy)propan-2-amines and
yields of each synthetic step

are namely the ftsZ, sortase and Fabl, while norA has a known
E. coli homolog (PDB code: 4ZPO0, with 77.3% similarity) and un-
derwent homology modeling (Table 4). The similarity search re-
sults suggest that CPD22 could have more than one molecular
target.

Docking experiments were initially validated by redocking of the
original ligand of each PDB file within their own active site. SaNorA
had the ligand of its homologous structure cross-docked, both for
defining the putative binding site, but also for verifying conserved
interaction with important residues such as Asp34. Poses derivated
from the redocking procedure had their heavy-atom root mean
squared deviation (RMSD) values calculated against the original co-
crystallized conformation and its docking pose (Table A1).

The SaNorA homology model shares high structural similarity with
E. coli, however, cross-docking performed moderately when compared
to our redocking results (RMSD 1.20 A, Figure 5a). CPD21 and CPD22
proposed interaction mode within the SaNorA active site (Figure 5b,c)
shares hydrophobic interactions mainly with Leu62 and Leu236, but
not limited to, with also a large number of hydrophobic side-chains sur-
rounding both ring systems. Thai and collaborators by a comprehen-
sive computational workflow have shown that SaNorA has a conserved
large binding site within the channel offering more opportunities for
binding sites than the one exploited here in this study (Thai et al., 2015).

Reagents and conditions: i) NaOH, H,0, 60°C; ii) Ac;0, DMSQ, r.t.; iii) Primary amine, NaCNBH3;,
EtOH/THF, pH 6, r.t.; iv) TsClI, pyr, r.t.; v) Heterocyclic amine, 100°C.

CPD22 is suggested to have more than one target among the
three-hit compounds, with two additional putative molecular tar-
gets, besides the SaNorA: namely Fabl and FstZ. Comparison be-
tween the redocked and cocrystallized conformations of TXA6101,
within the FszT (PDB 5XDV, Figure 6a), and AFN-1252, within Fabl
(PDB 4FS3, Figure 6b), showed very low conformational differences,
validating the docking method.

FszT inhibition relies on a set of hydrogen bond interactions be-
tween the side-chain of Asn163 and the main-chain atoms of Val207
and Leu209 with TXA6101 amide-moyet but also has some signifi-
cant apolar contacts with Val310, lle311, Met225, lle362, Met219
and 1le197. CPD22 ring shares most of these hydrophobic interac-
tions, despite lacking the hydrogen interaction network (Figure 6c).
Previous attempts on the application of virtual screening towards
SaFszT highlighted the importance of this hydrophobic complemen-
tarity with the ring systems of proposed inhibitors (Vijayalakshmi,
Nisha, & Rajalakshmi, 2014).

The CPD22 resemblance with AFN-1252 goes beyond the two
ring structure, extending towards the compound interactions, both
presenting interaction at the Tyr157 pocket (Figure 6d, Mistry,
Truong, Ghosh, Johnson, & Mehboob, 2016). However, CPD22
does not have the typical Ala97 interaction previously described in

the literature as an important chemical feature for Fabl inhibition
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TABLE 3 Cytotoxic concentration of 50% (CC.,) and selectivity index (S) of the active compounds in Vero and BSC-40 cells

SI?

Strain
6154

Strain Strain
5749

5912

Strain
6613

MRSA ATCC
43300

Streptococcus
pyogenes

Staphylococcus
aureus

Enterococcus
faecalis

Cell

Strain 6100

Compounds  CC,,+SD

line

0.6 0.6 0.6

0.6

0.6

0.6

17.18 £ 0.26

CPD18
CPD20
CPD21
CPD22

BSC-40 CPD18

Vero

1.52
0.43
2.19

1.52
0.86
2.19
0.57

0.5

1.52
0.43
2.19
0.57
0.25
0.51
1.77

1.52
0.86
2.19
0.57
0.25
1.01
1.77

1.52
0.43
1.09
0.57
0.25
0.51
0.88

1.52

1.52
0.43
2.19
0.57
1.0

0.51
1.77

1.52
0.43
1.09
0.57
1.0

0.51
0.88

0.76

9.98 £ 1.58
11.27 £2.58

1.09

1.09

13.1+£4.53
16.43 £ 0.52

0.25
0.51
1.77

0.25

0.5

6.58 £1.97
13.32 £2.97

CPD20
CPD21
CPD22

0.51
1.77
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0.88

0.88

10.59 £ 3.16

Notes. Values presented are representative of at least three independent experiments.

MRSA: methicillin-resistant S. aureus.

“The Sl is calculated by dividing the CC,, with the minimal inhibitory concentration.

(Kronenberger et al., 2017; Mistry et al., 2016), but have a chlorine
atom oriented at H-bond region.

Lastly, the cysteine transpeptidase Sortase has been proposed as
a putative molecular target for the CPD20. Sortase commonly binds
to flexible ligands such as signaling peptides but can also be cova-
lently inhibited by small compound fragments. Redocking in the PDB
structure 1QWZ revealed moderate capacity of prediction for this
target (Table A1 and Figure 7a), 1QWZ has a large binding site when
compared to other sortase structures (Jacobitz et al., 2014). The two
double-ring systems of CPD20 were positioned by docking near the
aromatic residues Phe114 and Tyr181, however, no pi-pi interactions
could be established (Figure 7b).

Structural studies of the SaSortase B complexed with the sub-
strate have shown a substrate-stabilized oxyanion hole involving
Arg233 and Glu224 residues, which could accommodate the sub-
strate (Jacobitz et al., 2014). Additionally, they also reported the
close proximity of the ligands towards Tyr181, which could have a
role in stabilizing the active conformation.

4 | DISCUSSION

The compounds tested in the present study belong to the chemi-
cal class of 1,3-bisaryloxypropan-2-amines, which have shown
several biological activities in the literature and have easy ac-
cess by synthesis (Heerding et al.,, 2003; Yuxiu et al., 2000).
Our results showed that four out of 36 compounds presented
antibacterial activity against the Gram-positive bacteria tested
(E. faecalis, S. aureus and S. pyogenes). The MIC values found in
this study were in the low micromolar range, varying from 2.5
to 10 pg/ml (5.99-28.58 uM). The MIC values showed in our
study are equal or even higher in comparison to the antimicro-
bials in clinical use against S. aureus and E. faecalis strains. For
example, one can cite aminoglycosides such as amikacin (1-4
and 64-256 pg/ml for S. aureus and E. faecalis, respectively) and
kanamycin (1-4 and 16-64 pg/ml), some beta-lactams such as
carbenicillin (2-8 and 16-64 pg/ml), piperacillin (1-4 pg/ml to
both bacteria), methicillin (>16 pg/ml to E. faecalis) and ceftazi-
dime (4-16 pg/ml to S. aureus), in addition to another important
options as linezolid (1-4 pg/ml to both bacteria), chloramphenicol
(2-16 and 4-16 pg/ml) and even vancomycin (0.5-2 and 1-4 ug/
ml) (CLSI, 2017).

Other studies in the literature regarding the antibacterial activ-
ity of synthetic compounds have shown similar results, for example,
Heerding et al. (2003) reported that an asymmetric diaryloxipropan-
amine showed antibacterial activity against S. aureus, E. faecalis and
S. pneumoniae strains with MIC values of 16, 32 and 2 pg/ml, respec-
tively (Heerding et al., 2003). Other synthetic compounds derived
from pleuromutilin also had similarresults, showing MIC values be-
tween 0.06 and 32 pg/ml for S. aureus and between 1.0 and 32 pg/
ml for E. faecalis (Gao et al., 2017).

Moreover, the pleuromutilin derivates mentioned above also had
comparable efficacy against MRSA strains, with MIC values ranging
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Related target (accession

Compound Chembl-ID CPD20 CPD21 CPD22 number) Reference PMID PDB

CHEMBL499196 — - 1.01 Cell division protein FtsZ 19064318 5XDV

CHEMBL461447 - - 1.00 POAD31 19064318

CHEMBL1097797 — - 1.02 20426423

CHEMBL3098795 — — 1.07 24287381

CHEMBL3098796 — - 1.05 24287381

CHEMBL3417347 — 1.05 1.22 Quinolone resistance protein 25817769 Homology model
norA POAQJ7

CHEMBL372191 1.01 - - Sortase Q95446 1615474, 19269184 1Qwz

CHEMBL3623431 — — 1.00 Enoyl-[acyl-carrier-protein] 26343826 4FS3

reductase [NADPH] Fabl
Q9RMI3

Note. For each compound screened and hit combination the similarity index represented by the Tanimoto combo is presented. Protein accession num-
ber refers to the amino-acid sequence code at UniProt database and the Protein Data Bank (PDB) codes refer to the tridimensional structure deposited

in the PDB.

LEU-236

LEU-236

(c)
TYR-30
o~
roa

5

\
| .
Pada =

ASP-34 &

LEU-236

J

FIGURE 5 Cross-docking of deoxycholate from EcNorA (Protein Data Bank code: 4ZP0) ligand within the conserved binding cavity (a).
Putative binding mode of CPD21 (b) and CPD22 (c) into the binding site of SaNorA

from 0.015 to over 32 pg/ml. Other studies have also shown anti-
bacterial activity of synthetic molecules against MRSA, such as syn-
thetic biphenylthiazoles, which presented MIC values ranging from
0.39 to 25 pg/ml against three different MRSA strains (Hagras et al.,
2017). In fact, equivalent MIC values were obtained in our study
when compounds were tested against MRSA strains ranging from
2.5 to 10 pg/ml (5.99 to 28.58 uM). Those values are also compa-
rable to some antimicrobials used in the clinic for MRSA, such as
daptomycin (0.5 pg/ml), vancomycin (2 pg/ml), oxacillin (16 pg/ml)
and gentamicin (128 pg/ml) (Baltch, Ritz, Bopp, Michelsen, & Smith,
2007).

Regarding the MBC assay, results ranging from 2.5 to 10 pg/
ml (5.99 to 26.32 uM) were in the same range of MIC values sug-
gesting the bactericidal mode of action of these compounds. This
characteristic is desirable for an antibacterial drug since it is often
associated with the capability of inhibiting and preventing bacterial

dissemination (Alder & Eisenstein, 2004). For example, synthetic

biphenylthiazoles have presented MBC values ranging from 8 to
32 pg/ml against S. aureus strains.

In the initial screening for antibacterial activity at the concen-
tration of 10 pg/ml, only four compounds showed Gram-positive
antibacterial activity. The p-chloro-substituted CPD18 was the only
monosubstituted aromatic compound, with an MIC of 10 pg/ml
(28.68 pM) against S. aureus, S. pyogenes and several MRSA strains.
The introduction of a second chloro-substituent at position 3 on
aromatic rings, as observed in CPD22, a 3,4-dichloro-substituted
aromatic compound, potentiate the activity against Gram-positive
bacteria, including E. faecalis, reducing the MIC values to 2.5 to 5 pg/
ml (5.99-11.97 pM). Although not essential, the dissubstitution pat-
tern seems to be important for antibacterial activity, since three of
the four active compounds, namely CPD20, CPD21 and CPD22,
have aromatic rings substituted at two positions. The 1-naphthy-
loxy derivative (CPD20) presents an antibacterial activity against

all Gram-positive bacteria evaluated, including MRSA strains with


info:ddbj-embl-genbank/P0A031
info:ddbj-embl-genbank/P0A0J7
info:ddbj-embl-genbank/Q9S446
info:ddbj-embl-genbank/Q9RMI3
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FIGURE 6 Redocking of original ligands TXA6101 from SaFszT (a, Protein Data Bank [PDB] code: 5XDV) and AFN-1252 into SaFabl (b,
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FIGURE 7 Redocking of original ligands 2-(trimethylammonium)ethyl thiol from SaSortase (a, Protein Data Bank code: 1QWZ) and
docking of CPD20 within the active site (b)

MIC values ranging from 2.5 to 5 pg/ml (6.58-13.16 pM), similar to antibacterial activity against S. pyogenes, S. aureus and MRSA strains
the values determined for CPD22. The 2-naphthyloxy derivative similar to compound CPD18, however its activity against E. faecalis
(CPD21), with MIC values of 10 pg/ml (26.32 uM), demonstrated was not observed.
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The synthetic intermediates of active compounds CPD20,
CPD21 and CPD22 were also evaluated in order to get some in-
sights about the role of an amino group in the aliphatic chain to
the antibacterial activity of these compounds. The substitution of
the amino group by a hydroxyl, a mesyl or an azide group leads to
loss of activity (CPD23-31), indicating that this group is essential
for the antibacterial activity. Since we recognize the importance
of an amino group placed in the aliphatic chain, we also verified
if the substitution of the amino group would interfere with their
activity, synthetizing and evaluating secondary and tertiary amines
derived from CPD18. The results indicated a loss of activity when
the amino group is substituted (CPD32-36), suggesting that these
compounds need to be a primary amine to promote antibacterial
effects.

Among the evaluated primary amines, CPD18, CPD20, CPD21
and CPD22 are the ones with the highest calculated partition co-
efficient (ClogP) values (Table A2). The ClogP is a measure of lipo-
philic character of a compound which increases as the lipophilicity
of the compound increases. Thus, this indicates that the highest
lipophilicity of these three compounds contributes to a better
Gram-positive antibacterial activity. This relationship is similar
to that observed to the antibacterial activity of cephalosporins
and penicillins against S. aureus (Biagi, Guerra, Barbaro, & Gamba,
1970). This trend could indicate that the activity of primary amines
to Gram-positive bacteria could be related to the bacterial mem-
brane permeability in which substituent as chloro, dichloro and
naphtyl could improve.

Although in most cases the highest lipophilic character may
be a limiting factor to the use of these compounds in oral or in-
travenous formulas, they could favor its topical use, like in oint-
ments and emulsions due to the direct absorption of lipophilic
substances. This route of administration may be beneficial for
the treatment of surgical site infections, decubitus ulcers, mainly
caused by species of Enterococcus, S. and Staphylococcus, espe-
cially MRSA strains.

The cytotoxic concentration of 50% (CC,) of active compounds in
mammalian cells was generally also in the low micromolar range, cor-
roborating the results obtained by Lavorato et al. (2017). Hence, the
selectivity index (Sl) values obtained ranged from 0.25 to 2.19. These
low Sl values can be improved by changing critical chemical groups
in the molecule, which can reduce its toxicity or enhance its activity.

Here, experimental validation demonstrated the ability of
CPD20, CPD21 and CPD22 to interfere with the growth of S. aureus,
S. pyogenes and E. faecalis. However, the molecular target of these
drug candidates remains undetermined. In order to identify puta-
tive protein targets, we have employed a combination of chemical
similarity search with inverse docking approaches. The three-di-
mensional chemical similarity between our hits and compounds with
known activity against the organisms of interest was used to select
a set of compounds with known biological targets. The prediction
of the binding mode suggests that the compounds can interact with
same pockets/regions of known cocrystallized inhibitors, which in-
dicate the possibility of CPD22 to be a multi-target antibacterial.
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Furthermore, for the suggested targets, both 3D chemical similarity
and parallels in terms the protein-ligand interactions between our
compounds with known inhibitors supports this binding mode and
encourages further in vitro testing. For instance, the dichloro-ben-
zene groups of CPD22 interacting with the Fabl hydrophobic pocket
(Figure 6d).

Taken together, our data show that some compounds belong
to the class of symmetric 1,3-bis(aryloxy)propan-2-amine tested
in the present study showed a relevant antibacterial activity
against important Gram-positive pathogens (including antibi-
otic-resistant strains), with minimal inhibitory and bactericidal
concentration in the low micromolar range. As a perspective, we
intend to investigate the activity of this class of amines against
other clinically relevant resistant bacteria, such as E. faecium,
vancomycin-resistant enterococci and glycopeptide-intermedi-
ate S. aureus. Through an in silico approach, we identified three
putative molecular targets for these compounds and we hope
that these data may contribute, in the long-term, to lead these
compounds for further optimization towards selectivity, aiming
to treat bacterial infections, including those caused by resistant

Gram-positive bacteria.
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APPENDIX

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION DATA OF
COMPOUNDS CPD22, CPD29-CPD36, CPD38 AND
CPD39

All reagents were obtained from commercial suppliers and used without
further purification, unless stated otherwise. IR spectra were obtained
using a Spectrum One, Perkin-Elmer ATR system. Melting points were
determined on Microquimica MQAPF 301 apparatus. *H and **C NMR
spectra were obtained on a Bruker Avance DPX-200 spectrometer and
proton and carbon chemical shifts (5) are reported with respect to
Tetramethylsilane (TMS). Column chromatography was carried out on
silica gel 60 0.063-0.200 mm/70-230 mesh Merck. Pyridine was dried
over KOH pellets. DMSO was dried over 3A molecular sieves. Anhydrous

DMF was obtained from commercial supplier (Sigma-Aldrich).

1,3-BIS(3,4-DICHLOROPHENOXY)PROPAN-2-OL
(CPD29)

Epichlorohydrin (1 ml; 12.8 mmol) was added dropwise to a stirred so-
lution of 3,4-dichlorophenol (38 mmol) and sodium hydroxide (38 mmol)
in water (30 ml). The reaction mixture was stirred under heating (60°C)
for 14 hr. After this time, the reaction mixture was cooled to room tem-
perature and the product was isolated as a white solid using vacuum
filtration in 88% vyield; mp: 103.4-105.7°C. IR (ATR) v__ 3,527, 2,948,
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1,589, 1,566, 1,478, 1,465, 1,455, 1,227, 1,064, 1,121/cm; *H NMR
(CDCl,, 200MHz): =733 (2H, d, J=9.0Hz, H-5), 703 (2H, d,
J=2.6Hz,H-2"),6.78 (2H,dd,J = 9.0 Hz, 2.6 Hz, H-6'), 4.37 (1H, s, H-2),
411 (4H,d,J) = 4.8 Hz, H-1),2.59 (1H,s, OH); ®*CNMR (CDCl,, 50 MH2):
8=1575 (C, C1'), 133.2 (C, C-3), 131.0 (CH, C-5'), 125.0 (C, C-4),
116.7 (CH, C-2'), 114.7 (CH, C-¢'), 69.3 (CH,, C-1), 68.6 (CH, C-2).

1,3-BIS(3,4-DICHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL
METHANESULFONATE (CPD30)

To a stirred and ice-cooled solution of CPD29 (1.57 mmol) in pyri-
dine (3 ml), methanesulfonyl chloride (6.3 mmol; 0.49 ml) was added
dropwise. Crushed ice was added to the flask after 4 hr of reaction,
followed by the addition of concentrated HCI until pH 1. The prod-
uct was extracted with dichloromethane (3 x 30 ml). The organic
layers were combined, washed with water (5 x 50 ml), dried over an-
hydrous Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pres-
sure. A white solid was obtained in 83% yield; mp: 83.7-84.4°C. IR
(ATR) v,.., 3,042, 2,940, 2,883, 1,593, 1,566, 1,478, 1,452, 1,345,
1,231, 1,176, 1,057/cm; *H NMR (CDCl,, 200 MHz): § = 7.35 (2H, d,
J=8.8 Hz,H-5"),7.03(2H,d,J = 3.0 Hz,H-2'), 6.78 (2H, dd, J = 8.8 Hz,
3.0 Hz, H-6"), 5.21 (1H, gn, J = 5.2 Hz, H-2), 4.29 (4H, d, J = 5.2 Hz,
H-1), 3.15 (3H, s, 0SO,CH,); "*C NMR (CDCl,, 50 MHz): § = 156.9 (C,
C-1'), 1334 (C, C-3'), 131.2 (CH, C-5'), 125.5 (C, C-4'), 116.8 (CH,
C-2'),114.6 (CH, C-¢'), 77.1 (CH, C-2), 67.4 (CH,, C-1).

1,3-BIS(3,4-DICHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL
AZIDE (CPD31)

Sodium azide (10.9 mmol) was added to a stirred solution of CPD30
(1.09 mmol) in DMF (3 ml) at 80°C. Crushed ice was added to the
flask after 24 hr of reaction. The product was extracted with dichlo-
romethane (3 x 30 ml) and the organic layer was washed with water
(5 x 50 ml). The organic layers were combined, dried over anhydrous
Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pressure. A white
solid was obtained after recrystallization from isopropyl alcohol in
67% vyield; mp: 95.6-96.3°C. IR (ATR) v, . 2,940, 2,882, 2,144,
2,094, 1,590, 1,567, 1,478, 1,454, 1,231, 1,023/cm; 'H NMR (CDbdl,,
200 MHz): § = 7.34 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-5'), 7.03 (2H, d, J = 2.8 Hz,
H-2'), 6.79 (2H, ddd, J = 8.8 Hz, 2.8 Hz, 0.4 Hz, H-6'), 4.20-4.11 (5H,
m, H-1, H-2); *C NMR (CDCl,, 50 MHz): § = 157.2 (C, C-1'), 133.3(C,
C-3'), 131.1 (CH, C-5'), 125.3 (C, C-4'), 116.7 (CH, C-2'), 114.7 (CH,
C-6'), 68.0 (CH,, C-1), 59.3 (CH, C-2).

1,3-BIS(3,4-DICHLOROPHENOXY)PROPAN-2-AMIN-
IUM CHLORIDE (CPD22)

10% Palladium on activated carbon (20 mg) was added to a solution
of CPD31 (0.47 mmol) in Tetrahydrofuran (THF) (10 ml). The reac-
tion was kept under stirring and hydrogen atmosphere for 4 hr. Then,
the catalyst was removed using filtration and the filtrate was con-
centrated. The residue was reconstituted in methanol and concen-
trated hydrochloric acid was added dropwise until a slight precipitate
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is formed. The solvent was evaporated to give a white solid in 41%
yield; mp: 224.1-225.6°C. IR (ATR) v, . 2,882, 1,589, 1,569, 1,511,
1,478, 1,460, 1,231, 1,049/cm; *H NMR (DMSO-d,, 200 MHz):
5=28.79 (3H, s, NH,"CI"), 7.56 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-5'), 7.32 (2H, d,
J=2.8Hz, H-2"),7.05(2H, dd, J = 8.8 Hz, 2.8 Hz, H-6), 3.90 (1H, dd,
J=52Hz, J=4.6Hz, H-2), 4.39 (2H, dd, J=10.5Hz, J=4.6 Hz,
H-1a), 4.31 (2H, dd, J=10.5Hz, J=5.2Hz, H-1b); ®C NMR
(DMSO-d,, 50 MHz): § = 157.5 (C, C-1'), 131.6 (C, C-3'), 131.1 (CH,
C-5'), 123.3 (C, C-4'), 116.9 (CH, C-2'), 115.8 (CH, C-¢"), 65.8 (CH,,
C-1), 49.0 (CH, C-2).

SYNTHESIS OF 1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PRO-
PAN-2-ONE (CPD38)

Acetic anhydride (17.67 mmol) was added to anhydrous dimethyl sulfox-
ide (9 ml; 127 mmol) and the solution was kept under nitrogen atmos-
phere for 10 min. This solution was then added dropwise to a solution of
CPD37 (3.19 mmol). The reaction mixture was stirred for 24 hr.
Thereafter, a 1:1 mixture of saturated solutions of NaHCO, and NaCl
was added to the flask and a white solid was isolated using vacuum fil-
tration in 96% yield; mp: 84.4-87.9°C. IR (ATR) v,.., 3,098, 3,063, 3,045,
2,958, 2,924, 2,890, 1,731, 1,594, 1,585, 1,487, 1,243, 1,223, 1,062,
815/cm; "H NMR (acetone-d,, 200 MHz): §=7.31 (4H, d, J = 9.0 Hz,
H-3',H-5'), 7.00 (4H, d, J = 9.0 Hz, H-2', H-6'), 5.05 (4H, s, H-1); *CNMR
(acetone-d,, 50 MHz): 8 = 201.6 (C, C-2), 158.0(C, C-1), 130.2 (CH, C-3',
C-5),126.7 (C,C-4'), 117.2 (CH, C-2,C-6'), 72.1 (CH,, C-1).

SYNTHESIS OF 1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PRO-
PAN-2-YL 4-METHYLBENZENESULFONATE (CPD39)

4-Toluenesulfonyl chloride (5.76 mmol) was added to a solution of
CPD37 (1.92 mmol) in pyridine (3 ml), under stirring in ice-bath. After
2 hr, crushed ice was added to the flask and then concentrated hydro-
chloric acid was added until pH 1, leading to the product precipitation.
A white solid was isolated by vacuum filtration in 95% yield; mp:
145.3-147.2°C.IR(ATR) v, 3,094, 2,930, 1,598, 1,581, 1,491, 1,458,
1,349, 1,171, 1,244, 1,041, 827/cm; 'H NMR (CDCl,, 200 MHz):
8=7.80 (4H, d, J = 8.0 Hz, H-2", H-6"), 7.30 (4H, d, J = 8.0 Hz, H-3",
H-5"), 7.20 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3', H-5'), 6.69 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2',
H-6'), 5.01 (1H, t, J= 5.0 Hz, H-2), 4.21 (4H, d, J = 5.0 Hz, H-1), 2.44
(1H, s, 0SO,PhCH,); *C NMR (CDCl,, 50 MHz): § = 156.6 (C, C-1'),
145.3 (C, C-1"), 130.0 (CH, C-3", C-5"), 129.6 (C, CH, C-3', C-5', C-4"),
128.3 (CH, C-2", C-6"), 126.7 (CH, C-4'), 116.0 (CH, C-2', C-¢'), 77.3
(CH, C-2), 66.7 (CH,, C-1), 21.9 (CH,, OSO,PhCH,).

GENERAL PROCEDURE 1 FOR SYNTHESIS OF N-SUB-
STITUTED AMINES

To a solution of the appropriate primary amine in THF and absolute ethyl
alcohol (30 ml, 1:1) was added a methanolic solution of hydrochloric acid
5 M until pH 6. Then, CPD38 and NaCNBH, were added. The reaction
was stirred under room temperature for 72 hr. The reaction was
quenched with water (1 ml). The solvent was then removed under

reduced pressure, and the residue was reconstituted in dichloromethane
(30 ml) and washed with 0.5 M aqueous hydrochloric acid and water
(3 x 30 ml). The organic layers were combined, dried over anhydrous

Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pressure.

GENERAL PROCEDURE 2 FOR SYNTHESIS OF N-SUB-
STITUTED AMINES

A mixture of CPD39 and the appropriated secondary amine was
heated to 100°C for 24 hr without stirring. Then, ethyl acetate
(30 ml) was added to the flask and the resulting mixture was trans-
ferred to a separatory funnel. This mixture was washed with water
(3 x 50 ml). The organic layers were combined, dried over anhydrous

Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pressure.

4,4'-((2-(BENZYLOXY)PROPANE-1,3-DIYL)BIS(OXY))
BIS(CHLOROBENZENE) (CPD32)

From benzylamine (3.6 mmol), CPD38 (0.6 mmol) and NaCNBH,
(1.2 mmol) and using the general procedure 1, a colorless oil was isolated
using silica gel column chromatography (Hexanes/EtOAc 9:1 v/v) in 19%
yield; IR (ATR) v, 3,336, 3,063, 3,028, 2,925, 2,875, 2,849, 1,595,
1,581, 1,489, 1,462, 1,235, 1,028, 819/cm; *H NMR (CDCl, 200 MHz):
§=7.37 (5H, s, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9), 7.25 (4H, d, J= 6.0 Hz, H-3’,
H-5'), 6.83 (4H, d, J = 6.0 Hz, H-2', H-6'), 4.10 (4H, s, H-1), 3.98 (2H, s,
H-3), 3.40 (1H, s, H-2), 2.04 (1H, s, NH); *C NMR (CDCl,, 50 MHz):
§=157.6 (C,C-1'), 140.3 (C, C-4), 129.6 (CH, C-3', C-5'), 128.7 (CH, C-6,
C-8), 128.3 (CH, C-5, C-9), 127.4 (CH, C-7), 126.2 (C, C-4"), 116.1 (CH,
C-2,C-¢'),68.1 (CH,, C-1), 55.9 (CH,, C-1), 68.6 (CH, C-2).

N-(1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL)
BUTAN-1-AMINE (CPD33)

From butylamine (1.92 mmol), CPD38 (0.32 mmol) and NaCNBH,
(0.64 mmol) and using the general procedure 1, a colorless oil was
isolated using silica gel column chromatography (Hexanes/EtOAc 9:1
v/V) in 27% yield; IR (ATR) v, .. 2,956, 2,927, 2,871, 1,595, 1,581,
1,489, 1,463, 1,235, 1,031, 1,005, 819/cm; *H NMR (CDdl,,
200 MHz): §=7.22 (4H, d, J=9.0Hz, H-3', H-5'), 6.84 (4H, d,
J=9.0Hz, H-2', H-6'), 4.06 (4H, d, J=5.6 Hz, H-1), 3.32 (1H, gn,
J=5.6Hz, H-2), 274 (2H, t, J=6.6 Hz, H-3), 1.96 (1H, s, NH),
1.59-1.26 (4H, m, H-4, H-5), 0.92 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-6); *C NMR
(CDCl,, 50 MHz): 8 = 157.5 (C, C-1'), 129.6 (C, C-3', C-5), 126.1 (C,
C-4'),116.0(CH, C-4',C-6"), 67.9 (CH,, C-1), 56.7 (CH, C-2), 47.7 (CH,,
C-3), 32.6 (CH,, C-4), 20.6 (CH,, C-5), 14.1 (CH,, C-6).

4-(1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL)MOR-
PHOLINE (CPD34)

CPD34 was obtained from morpholine (2.1 mmol) and CPD39
(0.21 mmol) using the general procedure 2. The crude residue was
triturated with absolute ethyl alcohol and the solid impurities were
filtered using vacuum filtration. The filtrate was evaporated under
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TABLE A1 Redocking validation protocol (and cross-docking for NorA) and docking pose scores (kcal/mol). RMSD values expressed in
Angstrém (A) was calculated from the comparison between redocking results with the cocrystallized conformation and are shown between
parenthesis after the calculated energy. Poses are ranked by their GlideScore XP with more negative values representing more energetically
stable interactions. Protein structures are described by their Protein Data Bank (PDB) codes, where HM stands for Homology Model

CPD20 Sortase CPD21 NorA

PDB code 1Qwz HM
Redocking -4.98 (1.76 A) Cross-docking -7.03(1.20 A)
Pose 1 -3.25 Pose 1 -8.50

Pose 2 -2.87 Pose 2 -7.96

Pose 3 -2.66 Pose 3 -3.43

Pose 4 -2.51

Pose 5 -2.24

TABLE A2 Calculated partition coefficient (ClogP) of
compounds CPD1-CPD22

NH,*CI-
R—:\ ° ° | g
> >

Compound R ClogP?
CPD1 2-CN 1.95
CPD2 3-CN 1.11
CPD3 4-CN 1.95
CPD4 2-NO, 1.67
CPD5 3-NO, 2.55
CPDé6 4-NO, 2.27
CPD7 2-COOCH, 2.30
CPD8 3-COOCH, 2.38
CPD9 4-COOCH, 2.75
CPD10 2-OCH, 2.13
CPD11 3-OCH, 2.07
CPD12 4-OCH, 2.41
CPD13 2-CH, 3.40
CPD14 3-CH, 3.40
CPD15 4-CH, 3.40
CPD16 2-Cl 3.57
CPD17 3-Cl 4.14
CPD18 4-Cl 3.85
CPD19 H 2.48
CPD20 2,3-Benzo 494
CPD21 3,4-Benzo 4.94
CPD22 3,4-diCl 5.26

@Calculated using ACD/ChemSketch software (acdlabs.com).

reduced pressure to give a brown solid in 62% vyield; mp: 62.6-
64.8°C; IR (ATR) v, 2,955, 2,855, 1,595, 1,581, 1,491, 1,468,
1,238, 1,023, 822/cm; H NMR (acetone-d,, 200 MHz): & = 7.30

CPD22 Fabl FstZ NorA

PDB code 4FS3 5XDV HM
Redocking -9.74 (0.63 A) -11.59 (0.41 A) -7.03(1.20 A)
Pose 1 -9.53 -8.79 -3.66

Pose 2 -9.08 -8.13 -3.59

Pose 3 -8.83 -8.07 -1.86

Pose 4 -7.46 -7.90

Pose 5 -7.32 -5.20

(4H, d, J=9.0 Hz, H-3', H-5"), 7.01 (4H, d, J = 9.0 Hz, H-2', H-¢'),
4.31 (2H, dd, J = 10.2 Hz, 5.5 Hz, H-1a), 4.25 (2H, dd, J = 10.2 Hz,
5.5 Hz, H-1b), 3.27 (1H, gn, J = 5.5 Hz, H-2), 3.60 (4H, t, J = 4.4 Hz,
H-3), 2.81 (4H, t, J = 4.4 Hz, H-4); **C NMR (acetone-d,, 50 MHz):
§=158.7 (C, C-1'), 130.2 (CH, C-3/, C-5'), 126.1 (C, C-4'), 117.2
(CH, C-2', C-¢'), 68.2 (CH,, C-1), 67.3 (CH,, C-4), 63.4 (CH, C-2),
51.7 (CH,, C-3).

1-(1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL)-4-
METHYLPIPERAZINE (CPD35)

From N-methylpiperazine (3.2 mmol) and CPD38 (0.32 mmol) and
using the general procedure 1, a colorless oil was isolated using silica
gel column chromatography (dichloromethane/methanol 98:2 v/v) in
78% vyield; IR (ATR) v, 2,935, 2,878, 2,839, 1,595, 1,580, 1,489,
1,467, 1,455, 1,235, 1,027, 1,006, 820/cm; *H NMR (acetone-d,,
200 MHz): §=7.28 (4H, d, J=8.8Hz, H-3', H-5'), 6.99 (4H, d,
J=8.8Hz,H-2",H-6'),4.26 (2H, s, H-1a), 4.23 (2H, s, H-1b), 3.28 (1H,
s,H-2),2.81 (4H, s, H-3), 2.34 (4H, s, H-4), 2.16 (3H, s, H-5); **C NMR
(acetone-d,, 50 MHz): §=158.7 (C, C-1'), 130.2 (CH, C-3', C-5'),
126.0(C, C-4'),117.2 (CH, C-2', C-¢'), 67.4 (CH,, C-1), 62.9 (CH, C-2),
56.7 (CH,, C-3), 50.8 (CH,, C-4), 46.5 (CH,, C-5).

1-(1,3-BIS(4-CHLOROPHENOXY)PROPAN-2-YL)PIPER-
IDINE (CPD36)

From piperidine (3.9 mmol) and CPD38 (0.39 mmol) and using the
general procedure 1, a brown oil was isolated using silica gel column
chromatography (dichloromethane 100%) in 74% yield; IR (ATR) v,
2,933, 2,852, 2,808, 1,595, 1,580, 1,489, 1,467, 1,235, 1,031, 1,017,
819/cm; *H NMR (CDCl,, 200 MHz): 6 = 7.23 (4H, d, J = 8.6 Hz, H-3/,
H-5'), 6.86 (4H, d, J = 8.6 Hz, H-2', H-6'), 4.18 (4H, d, J = 5.4 Hz, H-1),
3.23 (1H, t, J = 5.4 Hz, H-2), 2.74 (4H, s, H-3), 1.60 (4H, s, H-4), 1.48
(2H, s, H-5); *°C NMR (CDCl,, 50 MHz): & = 157.6 (C, C-1), 129.5
(CH, C-3', C-5'), 126.0 (C, C-4'), 116.2 (CH, C-2', C-6'), 66.8 (CH,,
C-1), 63.0 (CH, C-2), 52.0 (CH,, C-3), 26.9 (CH,, C-4), 24.8 (CH,, C-5).
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Aim: Antibiotic resistance is an alarming issue, as multidrug-resistant bacteria are growing worldwide,
hence the decrease of therapeutic potential of available antibiotic arsenal. Among these bacteria, Staphy-
lococcus aureus was pointed by the WHO in the pathogens list to be prioritized in drug development.
Methods: We report the use of chemical similarity models for the virtual screening of new antibacterial
with structural similarity to known inhibitors of Fabl. The potential inhibitors were experimentally evalu-
ated for antibacterial activity and membrane disrupting capabilities. Results & conclusion: These models
led to the finding of four new compounds with antibacterial activity, one of which having antimicrobial
activity already reported in the literature.

First draft submitted: 18 July 2019; Accepted for publication: 18 October 2019; Published online:
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Staphylococcus aureus is a Gram-positive bacterium which inhabits the human respiratory system and skin, mostly
related to opportunistic infections in immunosuppressed hosts [1]. Among the several clinically relevant S. aureus
strains, the methicillin-resistant S. aureus (MRSA) colonize around 2% of the population and is responsible for
severe complications ranging from pneumonia, bacteremia and sepsis [2]. Antimicrobial resistance toward clinically
used drugs is a burden to the health system and this phenomenon has been intensified in the last years due to
the abuse and irrational use of antibiotics [2,3]. WHO has issued an report alerting for the need of research and
development of new antibacterial drugs to specific species and strains and included MRSA as a second highest
priority category [4].

An ideal antibacterial should be able to selectively target a protein or pathway which is essential to bacteria but
absent in the human host. In this sense, the bacterial fatty acid (FA) synthesis pathway, composed of monofunctional
individual enzymes is different from the biosynthesis of FAs in mammals, which is composed of a distinct enzymatic
complex. Fatty acid synthesis pathway harbors several excellent drug-targets, such as Fabl, which catalyzes the
limiting step of the FA chain extension [s]. Moreover, inhibiting Fabl compromises cell membrane maintenance ().
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Fabl is a strategic drug target in the development of narrow-ranged antimicrobial agents (5] since it is known
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that not all Gram-positive species are susceptible to Fabl inhibition [7] because FAs can be salvaged from host
sources. On the other hand, S. aureus continues performing FA synthesis even in the presence of serum as a FA
source (8-10). Additionally, Fabl inhibitors recently reached clinical trials, indicated for the treatment of acute skin
and skin structure infections [11], and are subject of several patents [12-15]. This information altogether indicates their
potential as drug candidates and can be considered optimal prototypes for the discovery/design of new antibacterial
molecules.

This work focused on specific classes of S. aureus Fabl inhibitors, namely aminopyridine derivatives [16], indole
naphthyridinones [17], diazepinones [18,19], imidazoles [20], 1,2,3,4-tetrahydropyrido[3,4-4]indoles [21] and azetidine
ene-amides [22]. Regarding the large available amount of compound information, computational techniques for
identification of new lead compounds may be applicable. Within the diversity of drug design strategies, virtual
screening (VS) is a computational (or 7z silico) approach which allows the study of sizable compound databases for
the identification of ligands with potential biological activity, and typically precedes experimental assays. Specifically,
ligand-based VS (LBVS) permits the evaluation of numerous compounds by their similarity with known inhibitors.
The advantages of applying this strategy in a drug design protocol are due to its high performance, versatility and
low cost [23].

In this work, we report a new approach for the development of tridimensional similarity models as well as a
comparison of these models with optimized docking protocols, 3D-electrostatic and 2D similarity which resulted
in four new hits with validated antibacterial activity.

Materials & methods

Tridimensional similarity models were built based on known FabI inhibitors, individually or in combination, using
ROCS (shape/color) queries. Also, electrostatic and 2D fingerprint models were created from the same database.
The best models were employed in a VS protocol, and the diversity of hit composition was analyzed.

Dataset selection & libraries preparation

The dataset used for models’ generation and validation included 166 known SzFabl inhibitors, of which the activity
was reported under the same experimental conditions (Supplementary Table 1). This work focused on some specific
classes of SzFabl inhibitors, namely aminopyridine derivatives [16], indole naphthyridinones [17], diazepinones [18,19],
imidazoles [20], 1,2,3,4-tetrahydropyrido[3,4-b]indoles [21] and azetidine ene-amides [22]. These compounds were
grouped into two categories, namely active (74 compounds with ICsj values lower than 1 uM) and inactive (92
compounds with ICsq values higher than 1 uM), applying the suggested cut-off for lead compounds in drug
discovery campaigns [24,25]. An additional dataset of decoys were generated using a Database of Useful Decoys:
Enhanced, in the proportion of fifty decoys to each active compound, for validation purposes [26]. Clean drug-like
(CDL) database from ZINC [27] filtered with 90% similarity unique molecules; US FDA approved drugs from
ZINC (both accessed in May 2016); an in-house set of compounds synthesized by Renata Barbosa de Oliveira
research group at Pharmaceutical Chemistry Laboratory — UFMG; AfroDb Natural Products (AfroDb) [28); NuBBE
Database (NuBBE) [29,305; and Traditional Chinese Medicine (TCM, Taiwan) (31] libraries were employed in VS
underwent same treatment.

The tridimensional structures used in the models were drawn using Discovery Studio software (Dassault Systémes
BIOVIA, CA, USA). All of them had their protonation and charges calculated using QUACPAC 1.7.0.2 [32] and
AMIBCC method [33], using the fixpka option and the AM1bccspt force-field, followed by conformer generation
using OMEGA 2.5.1.4 [34].

Chemical similarity models generation

3D chemical similarity models (CSM) were generated based on the eleven most active molecules as templates
(T1-T9, triclosan and AFN-1252; Supplementary Table 2), using vROCS 3.2.1.4 [35]. Structural information, by
the means of SaFabl crystal structures, is available for four of the compounds (triclosan, AFN-1252, T7 and T9),
which were considered as the active conformation and used for the alignments. Several different combinations of
CSM were generated by heuristically excluding chemical features, as well as applying weights aiming to improve
active/inactive classification performance. CSM containing more than one molecule as a template (hybrid models)
were also constructed to generate an ensemble of the volume occupied by two or more SzFabl inhibitors and
chemical features. Molecules employed in most predictive CSM were also used to calculate electrostatic similarities
using EON 2.2.0.5 software [36].

10.4155/fmc-2019-0158 Future Med. Chem. (Epub ahead of print) future science group .
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Finally, classical 2D similarity and molecular docking protocols were performed for comparison with CSM and
electrostatic similarity analysis. 2D queries were created and their PubChem [37] fingerprints were calculated using
PaDEL-Descriptor [38]. The validation process consisted of calculating the 2D similarity between each compound
in the validation database against the query based on the Tanimoto coefficient. The calculations of PubChem
molecular fingerprints, as well as the similarity coefficient, were performed using a workflow implemented on
KNIME 3.4.0 (Supplementary Figure 1) [39]. Molecular docking protocols were optimized to better reproduce
experimental binding modes of Fabl inhibitors by using Surflex Docking software (see Supplementary Data for
protocol details) 40].

LBVS protocol

Subsequently to model generation, we performed two VS protocols. In the first one, we filtered the six prepared
libraries directly on three best CSMs and substances with TanimotoCombo values above a determined cut-off were
selected. Compounds highly ranked among two or three models were visually inspected. Visual inspection aimed
to exclude compounds that did not match important features contributing to the biological activity (e.g., an H-
bond acceptor which interacts with NADP™T and Tyr157 at Fabl-binding site). Finally, the remaining compounds
underwent prediction of ADMET properties using admetSAR [41] and ProTox [42]. Moreover, the inhibitory activity
against SaFabl, expressed in terms of 1Csg, was predicted using a HQSAR model from the literature 43). Only
compounds with desirable predicted values were selected for further experimental testing. Thereafter, a second
VS approach was performed, in which the best 500-ranked compounds from CSM had electrostatic similarities
calculated and consensus among models was carried out as the first protocol [44]. Further, visual inspection and
prediction of ADMET and SaFabl ICsg values were also carried out.

Cell lines

Vero cells (American Type Culture Collection, ATCC number CCL-81) were maintained in minimal essential
medium (MEM; Cultilab, Campinas, Brazil). Media were supplemented with 5% fetal bovine serum (Cultilab),
200 U/ml of penicillin (Cultilab), 100 pg/ml of streptomycin (Sigma-Aldrich, MO, USA) and 2.5 pg/ml of
amphotericin B (Cultilab). Bacterial strains used were Escherichia coli (ATCC n° 35218), S. aureus (ATCC n°
29213), MRSA (ATCC n° 43300) and four clinical isolates of MRSA (mecA positives, previously described in [45]).

In vitro screening & minimum inhibitory concentration determination

Antimicrobial activity of the compounds was evaluated using the broth microdilution method in 96-well microplates
according to Clinical and Laboratory Standards Institute [46). First, compounds were diluted in 100 pl of Mueller
Hinton broth (MHB; Oxoid, Thermo Scientific, MA, USA) to a final concentration of 500 M. The same volume
of a bacterial suspension containing 10> colony forming units per milliliter (CFU/ml) was added to the previous
solution in 96-well microplates, resulting in a final concentration of 250 pM. After incubation at 37° C for 24
h, plates were inspected visually for bacterial growth and the absorbance at 600 nm of each well was read using a
spectrophotometer (VersaMax, Molecular Devices, CA, USA). The percentage of inhibition was calculated as the
percentage of growth reduction compared with vehicle control (1% v/v DMSO, Sigma-Aldrich,). Wells showing
no visual bacterial growth were considered as hits and a serial dilution of each compound (from 250 to 0.39 uM)
was further assessed in the same conditions to determinate minimum inhibitory concentration (MIC). In each
plate, a viability control (bacterial suspension only), an inhibition control of MHB containing, a serial dilution
ranging from 0.16 to 0.02 ug/ml (0.48-0.06 uM) of penicillin G for S. aureus, a serial dilution ranging from 4
to 0.5 pg/ml (8.38-1.05 uM) of gentamicin for E. coli, and a serial dilution of vancomycin ranging from 16 to
2 pg/ml (11.52-1.38 pM) for MRSA strains and a sterility control (medium only) were included. All tests were
performed in triplicates.

Mammalian cell viability

Cytotoxicity in mammalian cells was assessed using the 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl tetra-
zolium (MTT) reduction assay [47]. Vero cells were seeded in 96-well plates (8 x 10* cells per well) and incubated
at 37° C and 5% CO, atmosphere. After 24 h of incubation, 200 pl of fresh medium containing serial dilution
of compounds (from 125 to 3.9 uM) was added to the plates. A serial dilution of DMSO ranging from 1.25 to
0.04% was used as viability control. After 48 h of incubation in the same conditions, 100 pl of MTT solution in
MEM (5 mg/ml) was added to each well. After 3 h of incubation at 37°C and 5% CO, atmosphere, the medium
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was removed and 100 pl of DMSO was added to each well to solubilize formazan crystals. Absorbance at 570 nm
of each well was read using a spectrophotometer (VersaMax, Molecular Devices). Cytotoxic concentration of 50%
(CCs) of each compound was calculated and its selectivity index (SI) was determined, as it is the relation between
the CCsg and the effective concentration (MIC). All conditions were tested in triplicates.

Zeta potential measurement

Aiming to evaluate the effect of active compounds on the bacteria membrane, in accordance with Fabl inhibition,
the zeta potential of S. aureus and E. coli were measured in the presence of selected hit compounds. In order
to assess zeta potential measurements bacteria were growth in 4.0 ml of Mueller-Hinton broth overnight in a
shaking bath at 37° C and 180 r.p.m. After incubation bacterial surface was cleaned by centrifugation at 5000x ¢
and washing three times with phosphate-buffered saline (0.1 M) and resuspended in phosphate-buffered saline
to 10° CFU/ml. The resulting suspensions were used to fill clear disposable folded capillary zeta cells (Malvern
Instruments, Malvern, UK).

To examine the effect of our hits, 1.0 ml containing 10° CFU/ml of MRSA (ATCC n® 43300), S. aureus and E.
coli cultures were exposed to 1.0 ml of the compounds at its MIC values, diluted in MHB. After that, suspensions
were incubated for 2 and 4 h in shaking bath with the same conditions and prepared for zeta potential measurements
as described above. The zeta potential measurement (mV) of bacterial cells was done in triplicates at 25° C with a
zeta potential analyzer at 50 V (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments) (48].

Chemical synthesis & acquired reagents

Compound ZINC04052016 was acquired from MolPort (NY, USA); compounds ZINC09664703 and
ZINC04425632 from Enamine (Kyiv, Ukraine); compound ZINC05137604 from Specs; donepezil was ac-
quired from AK Scientific (CA, USA); triclosan, nabumetone, flubendazole, crizotinib, topotecan and ampicillin
were acquired from Sigma-Aldrich. ZINC000084154603 was kindly provided by NuBBE research group; cur-
cumin was gently provided by Laboratério de Virologia Aplicada from Universidade Federal de Santa Catarina,
Brazil; and compounds 8 (491, 28 and 35-37 [50], and 38 [51] were previously described and gently provided by
The Laboratory of Pharmaceutical Chemistry of UFMG, Brazil. Compounds 26 and 27 were synthesized in
one-step from the 1-methyl-2-pyrrolecarboxylic acid and the corresponding amines in the presence of 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride and N-hydroxysuccinimide in dichloromethane (42-59%
yield).

Statistical analysis

The statistical validation process consisted of calculating the ROC curve and its respective AUC value, as well as
the enrichment values (0.5, 1.0 and 2.0%). Confusion matrix for the best-generated models (selected based on the
AUC) of each approach was generated. So as to determine false positive/negative rates, we set the TanimotoCombo
value of the best-ranked decoy as the cut-off (Tanimoto coefficient values for shape plus chemical features, named
color, or just Tanimoto, for 2D queries). Also, the Matthews Correlation Coefficient [52] for each evaluated query
was calculated from the results of the confusion matrices. Sidak’s multiple comparison test quoted to a significant
level of p < 0.05 was used to determinate if the zeta potential of treated cells were significantly different from its
blank and antimicrobial control conditions.

Results

Similarity models construction & validation

From all 552 constructed and validated CSMs, we selected the best eleven models with the highest AUC values
(Table 1). Those selected models were evaluated according to its ability to distinguish active compounds from
decoys by a confusion matrix. From this analysis, we selected queries 433, 531 and 318 which are the only models
with a true positive rate (TPR) above than 50% (model 432 also showed TPR >0.5 but this model is very similar
to 433) for VS protocols.

Further investigation on the influence of each chemical feature over the AUC and enrichment levels revealed the
central hydrogen bond acceptor (HBA) and naphthyridinone hydrogen bond donor (HBD) features as important
to improving the AUC (Figure 1A & B). However, no significant change was observed in terms of enrichment
values when comparing the presence or absence of HBA/HBD, suggesting that this is not an important feature
for model sensitivity (Figure 1C). Other chemical features such as the presence or weight of the ring, hydrophobic
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Table 1. Summary of the statistical parameters evaluated in the validation of the ten best ROCS models.

Query AUC Clinferior Clsuperior TC1FP* TPR McC

547 0.955 0.930 0.974 0.946 0.405 0.613
433 0.953 0.934 0.970 1.191 0.649 0.778
548 0.951 0.929 0.969 1.082 0.405 0.613
531 0.951 0.921 0.974 1.295 0.581 0.734
534 0.950 0.922 0.973 1.295 0.459 0.646
432 0.948 0.925 0.968 1.083 0.622 0.769
535 0.948 0.918 0.971 1.451 0.297 0.497
318 0.945 0.921 0.967 1.134 0.649 0.786
536 0.944 0.913 0.969 1.451 0.203 0.419
494 0.944 0.913 0.969 0.832 0.473 0.665
495 0.944 0.922 0.963 1.044 0.000 -0.002

Information regarding all calculated models is provided in the Supplementary Data.

ACC

0.989
0.993
0.989
0.992
0.990
0.993
0.986
0.993
0.985
0.990
0.982

ACC: Accuracy; AUC: Area under the ROC curve; MCC: Matthews correlation coefficient; TC1FP*: TanimotoCombo value for the first decoy predicted as false positive; TPR: True positive

rate.

Table 2. Summary of statistical parameters evaluated in the validation of the electrostatic similarity search.

ACC
0.985
0.984
0.983

Query Molecule Query AUC Tc 1°FP* TPR Mcc
318 T6 318 0.700 1.29 0.160 0.397
433a T 433a 0.719 1.29 0.147 0.380
433b T6 433b 0.861 1.33 0.093 0.266
531a T 531a 0.715 1.29 0.147 0.380
531b T6 531b 0.853 1.34 0.093 0.266

0.984
0.983

ACC: Accuracy; AUC: Area under the receiver operating characteristic curve; MCC: Matthews correlation coefficient; TC1FP*: Tanimoto similarity value for the first decoy predicted as

false positive; TPR: True positive rate.

and cation features did not significantly improve the overall model AUC values (Supplementary Figure 2). The
significant contribution of the HBA to improve the ability to distinguish actives from decoys, when compared with
the respective models without this feature, come as no surprise considering the importance of the central HBA
interactions with the Tyr157 and NADPH (Figure 2 & Supplementary Table 3) [43,53,54]. That information guided
the visual inspection step of a VS protocol.

As the second VS protocol was defined to carry electrostatic similarity calculations after 3D chemical similarities,
we used T1 and T6 template compounds to perform this step (Figure 3). Those templates were employed in the
construction of selected ROCS models. Then, the complementary electrostatic similarity models were generated
using the three best ROCS models as alignment input, as well as previously aligned datasets were used as input for
validation. Since they were generated from the same two template compounds (T'1 and T6) and that electrostatic
models require a single molecule as input, there are five EON models.

Electrostatic models generated based on the molecule T1 had more accuracy and higher AUC values, despite the
similar distribution of electron density. T'1-based models agree with previous SAR suggestions that unsubstituted
HBA in the 3’ position would improve activity, which was developed in electrostatic similarity models from
imidazole derivatives [54]. EON implementation opens room for improvements, such as the rigid alignment,
which assumes that partial charges are conformationally invariant [55]. However, to integrate it in a solid pipeline,
association with other techniques could improve the odds of finding true positives by minimizing the false-positive
rate, which is evident by its high AUC values on this study despite the very low TPR (Figure 3 & Table 2).

Complementarily, 2D similarity and docking were carried out and validated using the same validation protocol for
comparison with ROCS and EON performances (Supplementary Figure 2 & Supplementary Table 4). Molecular
docking optimizations protocol procedures and results are described in the Supplementary Data. In summary,
molecular docking simulations were performed by varying several internal parameters of Surflex docking software
and evaluated initially by RMSD values comparing against the crystallographic binding modes of known Fabl
inhibitors. After, the two protocols which best reproduced the experimental binding modes (the most precise model
presented a RMSD equal to 0.796 A for redocking validation using structure PDB ID 4D42 and RMSD varying
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Figure 1. Features employed in best chemical similarity models generation and their impact on classification metrics.
(A) Summary of chemical features employed in the primary model’s generation. Feature position is highlighted on the
T6 template compound and AFN-1252. Influence of hydrogen bond acceptor feature and hydrogen bond donor
feature on the ROCS similarity model quality. Models with differently weighted hydrogen bond acceptor/hydrogen
bond donor features were compared with models without this feature, both in terms of area under curve (B) and
enrichment values (C). Statistical significance between models and the control without the chemical feature was
evaluated using Mann-Whitney non-parametric model and the p-value is represented as follow: ****<0.0001.

HBA: Hydrogen bond acceptor; HBD: Hydrogen bond donor; Hyd: Hydrophobic; R: Ring.

between 0.593 and 2.301 A for crossdocking simulations) were employed to generate enrichment curves. Despite
acceptable values of AUC for all 2D similarities and docking simulations (AUC >0.8 except 2D similarity for
triclosan), all TPRs are above 50%. Then, indicating the superior ability of ROCS models to distinguish active
compounds from decoys, when compared with all other techniques.
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Figure 2. Receiver operating characteristic curve plot for best three chemical similarity models models. Best
validated models generated by ROCS and complementary validation analyses for (A) model 318 (B) model 433 and (C)
model 531. Orange and black curves represent artificial models without the main hydrogen bond acceptor and
hydrogen bond donor features respectively. The dashed gray line represents the random model. 3D representation of
the queries (right side), where the spheres are color-coded by chemical property: green for rings, dashed-red are
hydrogen bond acceptor, dashed-blue is hydrogen bond donor, blue are cations and yellow represents hydrophobic
region.

HBA: Hydrogen bond acceptor; HBD: Hydrogen bond donor.
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Figure 3. Electrostatic similarity queries calculated based on the two molecules. (A) T1 (models 433a/531a) and (B)
T6 (318/433b/531b), which compose the best ROCS models. (C) ROCS for the five electrostatic similarity models
dashed gray line represents the random model.

LBVS & broth microdilution antibacterial screening

Both VS protocols found 17 hits each (Supplementary Table 5). Interestingly, it was found that most of the screened
molecules have similar functional fused ring systems with a HBD embedded and a carbonyl moiety which aligns
with the HBA chemical feature of the models. Among our VS hits, curcumin and ferulic acid derivatives were
common scaffolds. The compound ZINC000034006254 (propyl ferulate, as well as other derivatives from this
scaffold) has reported antibiotic activity against E. coli and S. aureus 56,57). Additionally, curcumin, which contains
a carbonyl group acting as a HBA and a complex ring system, has been shown to inhibit Fabl and act as a moderately
potent antibiotic [58]. Aiming to avoid compounds with high predicted toxicity and higher values of 1Cs, only
fourteen compounds among the virtual hits were selected for experimental validation (Supplementary Table 6).
Aiming to represent all the natural products similar to curcumin found in LBVSs (compounds 12-15, 17, 33 and
34), we included curcumin as a control in our broth microdilution experimental assays (Table 3). Selected hits were
initially screened against S. aureus, MRSA and E. coli (at the initial concentration of 250 uM, Table 3). From this
first screening, we found the crizotinib (compound 23) as a potential hit for all tested organisms and determined
its MIC. Compounds 8 and 28 showed interesting activity against S. aureus (~70% of growth inhibition) with
compound 28 showing a weak inhibition of E. coli growth (24.5%).

Specifically, compound 8 is structurally similar to curcumin, which was used as a positive control in this study.
Then, we carried a 2D similarity search on our available compounds (in-house and NuBBE databases) aiming to find
new compounds structurally similar to curcumin. This new screening retrieved 13 new compounds (Supplementary
Table 7) and the most active ones are compounds 35-37 which presented 50, 28.1 and 33% of growth inhibition
against E. coli. These results support further studies of plants which contain curcumin derivates as potential
antimicrobial agents as well as the isolation of new C3Cg arylpropanoids and the design of new ones to evaluate
its activities against bacteria. We also tested a compound retrieved from docking studies (Supplementary Table
7; compound 48) which, together with other eight compounds from similarity search, did not show interesting
activities against tested microorganism (Supplementary Table 7).

Compounds are represented by their database code and origin. Experimental initial screening evaluated microdi-
lution broth. Values represent growth inhibition (%) at 250 uM. The percentage of inhibition was calculated as
the percentage of growth reduction compared with vehicle control (1% v/v DMSO).

MIC to reference & clinical strains

In our initial screening, five compounds showed visual inhibition of bacterial growth compounds 8, 23 (crizotinib)
and 28, as well as curcumin and triclosan. Crizotinib showed the highest inhibitory percentage among them, with
over 97% inhibition (Table 3) to all three reference strains initially tested (£. coli, MRSA and S. aureus). After that,
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Table 3. The consensus of virtual screening protocols.
Number (ZINC ID /source) Database Chemical structure Staphylococcus  MRSA Escherichia coli

aureus
Virtual screening - Protocol 1
Compound 1 (ZINC04052016) cDL o) 0 0 31.3
~ <10
® /N
Compound 2 (ZINC09664703) CDL O o 0 0 333
<1 )
j)i%_<N
Compound 3 (ZINC05137604) DL (o) 0 0 15.8
X
/
N
Compound 5 (Nabumetone) FDA 0 2.3 10.4 14
O‘ e
O
Compound 8 RS11 In-house (o) 69.8 26.6 20.9
O h g O
HO OH
Compound 10 ZINC000084154603  NuBBE L 3.1 14.2 27.7

Virtual screening - Protocol 2

Compound 19 (ZINC04425632) cDL 18 15.8
Compound 21 (topotecan) FDA 8.7 9.4
Compound 23 (crizotinib) FDA 98.8 97.2

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. NT: not tested.
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Table 3. The consensus of virtual screening protocols (cont.).

Number (ZINC ID /source) Database Chemical structure Staphylococcus  MRSA Escherichia coli
aureus
Compound 24 (donepezila) FDA 0] 0 0 21.3
/O
N
O

Ly

Compound 25 (flubendazol) FDA / 0 0 0

o)
e
o
(U
F N

Compound 26 PATh-m In-house 0 0 12.6 26.2
\_n
AN
Compound 27 PA3Mo-m In-house o) 10.14 18.7 48.8
H+
Ny " o
AN
Compound 28 Thac-M In-house o 98.4 96.7 57.7
M ke
N
H
Compound 33 AfroDb 0 NT NT NT
(ZINC000043069427; Dorstenia
barteri var. subtriangularis) ‘ = O A
HO OH O
Compound 34 AfroDb NT NT NT

(ZINC000043121107 /semi-

O
synthetic) O = O
HO OH O

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. NT. not tested.

all five compounds had its MIC values determined, ranging from 250 to 0.39 uM, with highlights to triclosan
and crizotinib, which showed activity against all the strains tested, and especially to triclosan with the lowest MIC
values between the five compounds (Table 4).

Hereafter, clinical MRSA strains were tested in the same conditions in order to evaluate the compounds
antibacterial activity and to obtain its MIC concentration. Found values ranged from 250 to 0.39 uM, and here
triclosan also showed the lowest results to all four clinical strains tested, with MIC values ranging from 6.25 to
0.39 uM. Cirizotinib also showed activity against all strains, with MIC ranging from 125 to 15.62 pM, comparable
with its activity on the MRSA reference strain (31.25 uM). Despite its known activity, curcumin also presented
activity against two clinical strains (125 and 62.5 pM). At last, compounds 8 (250 and 125 uM) and 28 (250 uM)
showed the lowest activity against two out of four strains. All results are summarized in Table 5.
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Table 4. Minimum inhibitory concentration range (1M) for compounds that showed antibacterial activity in the initial

screening.

Compounds Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Escherichia coli (ATCC 35218) MRSA (ATCC 43300)
28 250 - 250

8 250 - -

Crizotinib 125 250 31.25

Curcumin 250 - 125

Triclosan 6.25 0.78 0.39

Penicillin G 0.06 NT NT

Gentamycin NT 1.05 NT

Vancomycin NT NT 1.38

Values presented are representative of at least three independent experiments.
ATCC: American Type Culture Collection; MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; NT: Not tested.

Table 5. Minimum inhibitory concentration range (1M) of the compounds against methicillin-resistant Staphylococcus

aureus.

Compounds Strain 5749 Strain 5912 Strain 6100 Strain 6154 CCsp = SD
28 - 250 - 250 131.39 £ 3.5
8 250 - 125 - 15.67 £ 0.8
Crizotinib 125 15.62 62.5 62.5 4.23+0.9
Curcumin - 125 - 62.5 10.82+ 1.5
Triclosan 6.25 0.78 0.39 0.78 >250
Vancomycin 1.38 1.38 1.38 1.38 NT

The CCsq of the active compounds in Vero cells (itM). Values presented are representative of at least three independent experiments.
CCsp: Cytotoxic concentration of 50%; NT: Not tested.

Cytotoxicity concentration to mammalian cells (CCsp)

Hereafter, knowing its antibacterial activity, cytotoxicity of the compounds was evaluated assessing the MTT
tetrazolium reduction assay against Vero cells. The 50% cytotoxic concentration (CCsg) refers to a compound
concentration that reduces the cell viability in 50%. Results showed the lowest values for crizotinib (4.23 4 0.87 uM)
and the highest to triclosan (>250 pM). Compounds 28, 8 and curcumin showed values of 131.39 £ 3.5,
15.67 £+ 0.8 and 10.82 & 1.5 puM respectively. In combination, compounds showed SI values ranging from
0.02 to 641.03, following the lowest and highest CCsy values (crizotinib and triclosan, respectively). Results are
summarized in Table 5.

Evaluation of bacterial membrane surface charge disturbance

Following the biological activity evaluation, zeta potential measurement was assessed to obtain information about the
compound’s disturbance to the bacterial cell membranes charge and its possible mechanisms of action. Staphylococcus
aureus cells showed no surface charge difference (p < 0.05) in any treatment conditions compared with its control’s
values (2 and 4 h, respectively; Figure 4A). For MRSA cells similar results were obtained, as no surface charge
difference (p < 0.05) was observed to any conditions compared with its controls (2 and 4 h, respectively; Figure 4B).
For E. coli only one treatment condition showed a surface charge difference (p < 0.05) compared with its controls
(2 and 4 h respectively). Crizotinib presented a surface charge of -7.8 = 0.3 and -6.9 % 0.2 against its blank control
(no-stress condition) surface charge of -18.1 & 0.4 and -18.2 % 0.6, and antimicrobial control (gentamycin)
surface charge of -18.7 & 0.3 and -18.7 = 0.8. Triclosan showed a zeta potential of -19.6 & 1.2 and -19.8 = 1.4
(Figure 4C).

Discussion

Molecular similarity has been extensively applied as a tool for medicinal chemistry [59-63]. Over the last decade,
several molecular representations and similarity metrics have become common for aiding drug discovery, and the
quality of the designed compound is highly dependent on the molecular representation and similarity metric used.
We have used here a comparison between classical docking and three similarity approaches in the search for new
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Figure 4. Surface charge measured after 2 and 4-h incubation period of the relevant cells and respective test and control compounds.
(A) Staphylococcus aureus cells during exposure to treatment conditions (triclosan, curcumin, crizotinib, compound 8 and 28) as well as its
blank control and antimicrobial control (penicillin G). (B) MRSA cells during exposure to treatment conditions (triclosan, curcumin,
crizotinib and compound 28) and antimicrobial control (vancomycin). (C) Escherichia coli cells during exposure to treatment conditions
(triclosan and crizotinib) and antimicrobial control (gentamycin). Error bars represent standard deviation values and **** represents p <
0.0001, on the two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test.

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

antibacterial based on the structure of known Fabl inhibitors for S. aureus. ROCS similarity models had an overall
better performance when compared with the 2D-fingerprint screening and the electrostatic similarity models, as
shown by higher AUC, TPR and Matthews correlation coefficient values. Structure-based design using docking
toward Fabl was previously shown to be inefficient, due to high mobility of the flexible loop covering the active
site [54], which motivated us to focus on a tridimensional similarity search with ROCS.

ROCS perform VS by overlaying conformers to a query molecule, which is based on the description of the
molecules as atom-centred Gaussian functions that are used to assess volume overlay between a query molecule and
a database molecule [35]. ROCS performance on the DUD targets has already been shown as good and comparable
with docking programs in terms of enrichment [64]. Additionally, it was reported that edition of weighting factors
for ComboScore does not lead to enhanced screening performance unless parameterized specific datasets, which
is in agreement with our observations that secondary and tertiary queries were significantly better than primary
counterparts [64]. Previous reports that queries generated from multiple aligned active molecules perform better in
VS [64,65] are also corroborated by our observation that hybrid queries had better performance during validation,
with higher AUC values.

Our group previously reported the importance of two main chemical features for SzFabl inhibition: the HBA
from a central carbonyl moiety or imidazole ring, which interacts with both the NADPH cofactor and the amino
acid residue Tyr157 and chemical groups accepting or donating hydrogen bond with the oxygen atom of the Ala97
main chain 43]. Other groups reported the importance of HBA from the imidazole ring for Fabl inhibition in
Francisella tularensis, also by generating ROCS and EON similarity models (541, which we confirmed as fundamental
for improving overall model quality.

Here, we employed an antibacterial screening and five compounds (8, 23, 28, curcumin and triclosan) showed
activity with complete visual growth inhibition of bacteria tested. The MIC determination results showed values
ranging from 250 to 0.39 uM and most of compounds were active against Gram-positive bacteria (all five
compounds) than Gram-negative (triclosan and crizotinib). Triclosan and crizotinib were active against all tested
ATCC strains and clinical isolates.

Although only E. coli was evaluated in this work, the most potent activity of compounds toward Gram-positive
may be explained due to its difference in cell-wall composition, as the external membrane of Gram-negative bacteria
may hinder penetration and/or justify the retention of molecules outside of the cell [53,54]. Crizotinib showed the
lowest CCs values (4.23 &= 0.87 pM) and triclosan was the least cytotoxic compound (>250 uM). Vehicle controls
with equivalent concentrations also ensured that the biological activity is directly dependent on the action of the
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compound. Ideally, to be considered as a prototype or potential drug candidates, a compound SI value must be at
least equal or higher than 10 (s¢. In this study, triclosan showed the highest results, between 4 and 641.03, with
crizotinib, curcumin, compound 8 and 28 showing the lowest SI values, ranging from 0.02 to 0.53. These four
compounds SI values are in fact below 10, however structural modifications, analog and hybrid molecules synthesis
are some options to reduce its toxicity, changing its size, chemical properties, solubility and polarity.

Crizotinib is a RTK inhibitor, used in the treatment of anaplastic lymphomas and its oncogenic variants.
Comparative studies regarding lung cancer treatment, showed that crizotinib had higher activity than other usual
treatment options [67]. Also, despite showing high cytotoxicity, this drug is used with certain safety in clinical
medicine [68], even more, if we consider that a bacterial infection treatment takes much less time (usually weeks)
than a cancer treatment (months/years).

Furthermore, there is no antibacterial activity reported to crizotinib until today, especially against clinically
relevant bacteria as shown in this work. The MIC values obtained here for this drug against MRSA strains (56.25
to 7.03 pg/ml) are in the same magnitude as clinically approved antibiotics for S. aureus, for example, carbenicillin
(2-8 pg/ml), ceftazidime (4-16 pg/ml) and chloramphenicol (2-16 pg/ml), hence appearing as a promising
candidate for an antibacterial drug [46]. With the possibility of a repositioned drug, many other studies could be
done for this purpose, which is favorable considering time and costs reduction to clinical, pharmacological and
toxicological trials. In this matter, in vivo efficacy assays would be interesting to study this drug for a new purpose of
clinical treatment. Crizotinib’s experimental cytotoxicity would not favor its repurposing as antibacterial, however
the drug repositioning process depends on several further studies, such as determination of cytotoxicity in several
cell lines and iz vivo toxicity in a suitable dosage, a proper route of administration, exposure of the drug to
organism (duration of treatment), and formulation and drug delivery studies. In this sense, although we cannot
exclude the possibility of repurposing, we would rather consider crizotinib as a potential lead compound for further
antimicrobial development.

In this context, crizotinib activity against E. coli (ATCC 35218), specially due to its beta-lactamase production,
showed interesting results (112.58 pg/ml) in comparison with MIC values of some antimicrobials of clinical use,
such as ampicillin (>32 pg/ml), piperacillin (>64 png/ml), ticarcillin (>128 pg/ml), amoxicillin (>256 pg/ml)
and amoxicillin-clavulanate (4/2-16/8 pg/ml). Despite S. aureus (ATCC 29213) being susceptible to all five
compounds, no equivalent activity (56.29 pg/ml, after unity conversion) was shown to some antimicrobials,
such as linezolid, amikacin, kanamycin and piperacillin (1-4 pg/ml), ceftazidime (4-16 pg/ml), chloramphenicol
(2-16 pg/ml) and even vancomycin (0.5-2 pg/ml), interesting results considering its resistant strains were
obtained [46].

Regarding resistant strains, MIC values of crizotinib against MRSA (ATCC 43300; 14.07 ug/ml, after unity
conversion), showed an intermediate result in comparison with those shown by Baltch ez a/. [69], with MIC values
of daptomycin (0.5 pg/ml), vancomycin (2 pg/ml), oxacillin (16 pg/ml) and gentamicin (128 pg/ml). Against
clinical strains, crizotinib (56.29-7.03 pg/ml) and curcumin (46.05-23.02 pg/ml) also showed equivalent or even
lower MIC values of some antimicrobials of clinical use, such as gentamicin (>2 pg/ml), levofloxacin (>4 pg/ml),
chloramphenicol (=8 ug/ml), cefoxitin (>32 pg/ml), oxacillin (=64 ug/ml) and clindamycin (>128 pg/ml) (4s].

Gunes ez al. have also shown that curcumin have antibacterial activity against some of the strains used in this
work, with MIC values of 219 pg/ml to S. aureus (ATCC 29213), 217 pg/ml to MRSA (ATCC 43300) and
163 pg/ml to E. coli (ATCC 25922) [70]. These values are higher as compared with the other active compounds,
which might also be due to its poor solubility in aqueous media and the low bioavailability of curcumin [71). In
this case, curcumin analog synthesis may contribute to more selective and active compounds and also to revert
its high cytotoxicity (10.82 £ 1.52). As observed in other work from our group for compounds 37 and 38
(Supplementary Table 8) with CCsq values of 400.73 and 202.1 respectively (unpublished data), but there was a
loss of its antibacterial activity at the concentrations tested.

Considering triclosan, Assadian ez a/. evaluated its antibacterial activity to ATCC strains of S. aureus and E. coli
obtaining MIC values of 0.125 pg/ml to S. aureus (ATCC 29213) and 0.5 pg/ml to E. coli (ATCC 25922) (721. In
our study, after unity conversion, triclosan showed MIC values of 1.8 (6.25 uM) and 0.22 pg/ml (0.78 uM) to
ATCC strains of S. aureus and E. coli, respectively. To MRSA strains, Al-Doori and co-workers in 2003 and 2017
reported MIC values ranging from 0.015 to 4 pg/ml (73,74], which is somewhat comparable with the present study,
which show MIC values ranged from 1.81 (6.25 uM) to 0.11 pg/ml (0.39 pM).

Among the identified compounds with low inhibitory activity (%), curcumin derivates and feluric acid were
previously described with antibacterial activity [56-58]. Along with the other data, it may also indicate the success of
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the VS strategy used in this work, as well as identifying new chemical classes with potential inhibitory activity to the
SaFabl. Curcumin itself is also related to different action mechanisms, besides membrane damage, such as generating
oxygen reactive species and straight damage to DNA [75-77], which could suggest more than a single target to its
antibacterial activity, and corroborate popular knowledge and folk medicine of antimicrobial, anti-inflammatory
and many other described activities of medicinal plants and its products, such as curcumin [70].

Finally, zeta potential measurements showed a lower negative cell surface charge to crizotinib against E. coli [78].
Halder ez al. suggested that alteration of zeta potential may have a correlation with the enhancement of membrane
permeability and its polydispersity index [79]. Although side effects may occur, as unspecific targeting mammalian
cell membrane, taking into consideration how essential this process is for bacteria, we could exploit the bactericidal
activity concomitantly triggering less drug resistance [80].

The same observation could be related to curcumin, as in different assays and treatment conditions, its different
mechanisms could not be successful in inhibiting bacterial growth. Aside from mechanisms cited above, Kaur
et al. showed that curcumin inhibits the FtsZ protein polymerization (potential target for antimicrobial drug
development) in Bacillus subitilis and E. coli [81]. Groundwater et al. also reported that FtsZ cellular target assembly
inhibition by curcumin and its synthetic analogs correlated with antibacterial activity, especially to Gram-positive
strains, with lower MIC results for a few curcumin derivates [82]. Moreover, curcumin antibacterial activity, especially
at higher concentrations can change the membrane structure and lead to cell death without evidence or changes
to its surface charge potential [76]. Altogether, those data could corroborate and possibly explain our zeta potential
results, in which, considering this alternative target (FtsZ) and time needed to the inhibition process, no membrane
disturbance or disruption was shown at early stages.

Therefore, establishing a positive relationship between altered zeta potential (membrane disruption) and decreased
cell viability may not always be veracious, as membrane surface charge alterations may not lead to cell death, but
instead only affect some of its functions at some degree and after a certain time.

Future perspective

CSM can be useful for the design of novel bioactive compounds and the overall approach established can be
modified for ligand-based drug-design campaigns. These four selected compounds are active against resistant S.
aureus, including clinical isolates, although they have low SIs. However, the design, synthesis and biological testing of
analogs obtained by molecular modifications can improve toxicity of novel chemicals. Furthermore, synergy effects
with other antibacterial /antibiotics could be an interesting strategy since the activity of reported hits (specifically
crizotinib) may be related to membrane biosynthesis inhibition.

Executive summary

e We generated three predictive ROCS similarity models and five predictive electrostatic similarity models for
antibiotic selection based on the structure of Fabl known inhibitors.

e Virtual screening was used to identify four compounds with four new antibacterial lead candidates, and among
them the ferulic acid and curcumin derivatives, with reported antimicrobial activity.

e Antibacterial screening results showed the lowest minimum inhibitory concentration values to triclosan and
crizotinib to all bacteria tested.

e Zeta potential measurements showed crizotinib with an early and possible direct disturbance and disruption to
the external membrane of Escherichia coli.

Supplementary data
To view the supplementary data that accompany this paper please visit the journal website at: www.future-science/doi/suppl/10.
4155/fmc-2019-0158
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The hexane and ethanol extracts from Himatanthus bracteatus Received 23 August 2019
(Apocynaceae) stems were evaluated for antiviral activity against Accepted 3 November 2019
Zika virus, yellow fever virus and dengue virus 2 and for cytotox-

icity in Vero cells by MTT assay. The ethanol extract showed good =~ KEYWORDS

antiviral activity against the three viruses with selective indexes ~ Himatanthus bracteatus;
(SI) > 10 and its fractionation led to the isolation of the known Zika virus; yellow fever

. - . T oo irus; d irus;
plumieride that was active only against Zika virus (SI of 15.97). ;:Lu;ier?ggu:pzlcr#z_

scopic analyses

Antraral Assays
KV, YFV, and DENV)

1. Introduction

Emerging and reemerging viral diseases play a significant role in human diseases
and have a prominent importance in public health (Vasconcelos and Calisher 2016;
Hotez and Murray 2017). Zika, yellow fever, and chikungunya viruses among other
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viral diseases are classified as epidemic and/or pandemic by the World Health
Organization (WHO 2019a). No specific drugs are currently available for the treatment
of these diseases. The recognized activity of natural products against several viruses
(Gandhi et al. 2016; Ferreira et al. 2018; Segun et al. 2019) stimulates the research in
this area.

Following up our results on the screening of several Brazilian plant species for anti-
viral activity that disclosed the activity of a specimen that was initially identified as H.
phagedaenicus (Brandao, 2010), further investigation of extracts, fractions and a com-
pound isolated from the plant stems were evaluated against three flaviviruses, Zika
virus (ZIKV), yellow fever virus (YFV) and dengue virus (DENV-2). Himatanthus bractea-
tus (A. DC.) Woodson (Apocynaceae) which is endemic to the Atlantic Forest, with a
restricted distribution to nine states in the northeastern and southeastern regions of
Brazil and is popularly known the janauba, angelica of the forest and parrot banana
(Pugas et al., 2018). “Janauba” has a broad spectrum of uses including from medicinal,
in the treatment of inflammations, veterinary and food supplement, to latex extracti-
vism, which has been acquiring growing importance in the market (Linhares, 2010).

2. Results and discussion

Extracts were obtained from stems of Himatanthus bracteatus affording 5.9g of the
dried hexane extract (HBE HEX, yield 4.1%) and 32.8g of the dried ethanol extract
(HBE EtOH, yield 22.9%). No antiviral activity against the three viruses evaluated was
observed for the HBE HEX that was moderately cytotoxic against Vero cells, showing
CCsq values of 50.36+1.49 ug/mL (Table 1). Low polarity extracts from Himatanthus
species are reported as terpene-rich (Veloso et al. 1999). On the other hand, the etha-
nol extract (HBE EtOH) showed lower cytotoxicity on Vero cells (CCso of
348.02 +5.75 ug/mL) and significant activity against the ZIKV, YFV and DENV-2 (ECsq of
31.46+0.72, 17.43+3.90 and 25.03 +1.20, respectively) with selectivity indexes > 10,
highlighting the higher value for YFV (S| of 19.07) (Table 1). Yellow fever has recently
reemerged in Brazil with various seasonal periods (Marcondes and Ximenes 2016;

Table 1. Antiviral activity of the extracts, fractions, and compound isolated from Himatanthus
bracteatus stems.

ZIKV (PE243) YFV (17DD) DENV-2 (P159)
Vero cells
Samples CCsp (ug/mL) ECso (ng/mL) SI ECso (ng/mL) S| ECso (ng/mL) SI
HBE HEX 50.36 +1.49 NA - NA - NA -
HBE EtOH 348.02+5.75 3146 +£0.72 11.06° 17.43+3.90 19.97° 25.03+£1.20 13.90°
HBF CHCl3 >100.00 NA - NA - NA -
HBF H,0 288.33+£23.70 7437+£1.70 3.87¢ 93.20+1.11 3.09° 82.80+2.60 3.48°
HBI 231.42+37.58 1449+0.72 15.97° NA - NA -
Ribavirin 49.00 = 2.45 3.06+0.25 16.01° 10.02+1.28 4.89° NA -
MPA 32.00 £ 6.40 NA - NA - 3.38+0.30 9.47°

Note: HBE: Himatanthus bracteatus Extract; HBF: Himatanthus bracteatus Fraction; HBI: Himatanthus bracteatus
Isolated; HEX: Hexane; EtOH: Ethanol; CHCls: chloroform; H,0: water; MPA: Mycophenolic acid; CCsy: 50% Cytotoxic
Concentration; ECso: 50% Effective Concentration; SI: Selective Index; NA: Not active. Means (+SD, n=3) followed by
different letters were significantly different within SI columns (Tukey test’s, oo=0.05). Statistical analyses of the SI
were performed separately.

a, b and c represent statistical difference between the results analyzed, with no corresponding indicators.
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Mota et al. 2016; WHO 2019b). Interestingly, in the previous screening, good activity
was determined against DENV-2 (ECso of 3.8+0.6ug/mL, SI of 58) (Brandao 2010)
while a lower effect was observed in the present assays (ECsq of 25.03 +1.20 pg/mL, SI
of 13.90). These differences in results could be due to the use of different virus strains
in these experiments. In addition, significant methodological differences are observed
in the assays reported here and in the analyzes by Brandao (2010).

Aiming to identify bioactive compounds, HBE EtOH was fractionated by liquid-liquid
partition, affording two fractions, HBF H,O with a decrease of the antiviral activity
against ZIKV, YFV and DENV-2 (S| of 3.87, 3.09 and 3.48, respectively), and HBF CHClIs,
which was inactive against all three viruses (Table 1). Interestingly, SI for the HBE EtOH
was significantly higher than those observed for ribavirin and MPA controls against
the different viruses analyzed. Indeed, despite the lower antiviral activity observed,
HBE EtOH showed lower toxicity to Vero cells than the controls used.

The Total lon Chromatogram (TIC, positive full scan) of HBE EtOH, HBF H,O and
HBF CHCI3 registered by UPLC-DAD-ESI-MS, showed high similarity between HBE EtOH
and HBF H,O samples, what corroborates the antiviral results (Supplementary material,
Figure S1). Furthermore, the different samples showed a major constituent peak with
retention time (Rt) of approximately 2.22 min that may be a phytochemical marker for
H. bracteatus (Supplementary material, Figure S1). HBE HEX and HBF CHCls;, both of
them rich low polarity compounds, were inactive. Therefore, the activity of HBE EtOH
and HBF H,O samples against the three evaluated flavivirus may be attributed
to compounds that are present in both of them but are absent or in very low
concentration in HBF CHCls. Furthermore, an intriguing fact related to the inactivity
of HBF CHCIl; to all the flavivirus assayed although affording the active plumieride
after a column chromatography fractionation, may be explained by its profile in
the UPLC-DAD-ESI-MS chromatogram (Supplementary material, Figure S1) that shows
the presence of peaks corresponding to lower polarity compounds with RTs in the
range of 2.5-6.0 min (Supplementary material, Figure S1).

Despite the inactivity of the HBF CHCl3 fraction, successive chromatographic
fractionations on silica gel columns led to the isolation a colourless compound
(HBI, Himatanthus bracteatus lsolated) that was active only against ZIKV (ECsq of
14.49 £ 0.72) disclosing a Sl increase to 15.97 compared to HBE EtOH lower activ-
ity to this virus (ECsq of 31.46+0.72) with a Sl of 11.06 (Table 1). The TIC (positive
scan) showed HBI as major constituent of the HBE EtOH, HBF CHCl; and HBE H,0
of H. bracteatus stems (Supplementary material, Figure S1). Despite showing activ-
ity only against ZIKV, HBI showed SI similar to the ribavirin control (Table 1).

Physical and spectroscopic data (IR, UV, 'H and '>CNMR, UPLC-DAD-ESI-MS/MS)
(Supplementary Material) allowed the identification of HBI as plumieride
(Supplementary material, Figure S2), a sesquiterpene glucoside that is reported for
different Himatanthus species (Vale et al. 2015; Almeida et al. 2017). Plumieride was
previously reported for H. phagedaenicus but it was isolated as its penta-O-acetyl
derivative in a mixture with octa-O-acetylsucrose obtained after acetylation of an
aqueous fraction derived from stem ethanol extract (Vanderlei et al. 1991). Therefore,
this is the first report on the isolation of plumieride from H. bracteatus showing anti-
viral activity. Given the high yield of plumieride the H. bracteatus species may be an
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important source for these bioactive iridoid. In this sense, we reported for the first
time with antiviral activity against Zika virus. In addition, due its significant activity
against ZIKV, semi-synthetic derivatives will be prepared for investigation of structure-
activity relationships, with further enrichment of antiviral activity assays (e.g. pre-treat-
ment of cells and post-penetration of viruses), determining its effects in viral cycle.

3. Experimental section

See supplementary material.

4. Conclusion

Previous report on the Himatanthus bracteatus ethanol stem extract activity against
DENV-2 was extended to ZIKV and YFV. Plumieride was isolated, fully characterized,
and its anti-ZIKV activity was firstly reported. Further investigation of H. bracteatus is
still of interest aiming to identify the anti-DENV-2 and YFV active natural products.
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Abstract

The hexane and ethanol extracts from Himatanthus phagedaenicus
(Apocynaceae) stems were evaluated for antiviral activity against Zika virus,
yellow fever virus and dengue virus 2 and for cytotoxicity in Vero cells by MTT
assay. The ethanol extract showed good antiviral activity against the three
viruses with selective indexes (Sl) > 10 and its fractionation led to the isolation

of the known plumieride that was active only against Zika virus (Sl of 15.97).

Keywords: Himatanthus phagedaenicus; Zika virus; Yellow Fever virus; Dengue

virus; Plumieride; Spectroscopic analyses.

Experimental Section

Plant material

Plant samples were collected in the city of Nova Lima, state of Minas
Gerais, Brazil. Voucher specimens were deposited in the Herbario BHCB,
Universidade Federal de Minas Gerais, under the code BHCB 112116.

Preparation of extracts

After drying in a circulating air oven at 37°C, for 48 h, dried stems were
milled and the powder was kept in dark flasks. Stems powder (143 g) was
submitted to successive extractions with hexane (HEX) and then with ethanol
(EtOH), by percolation at room temperature. The extracts were concentrated in

a rotary evaporator and kept in a glass desiccator under vacuum.

Fractionation of Himatanthus phagedaenicus stems ethanol extract (HPE EtOH)

An aliquot of HPE EtOH (30.0 g) was dissolved in a mixture of
methanol/water (6/4), and was extracted with chloroform (3X), that resulted in
the fractions HPF CHCI; (7.4 g, yield 24.5%), and HPF H,O (20.8 g, vyield
69.2%). Subsequently, from the HPF CHCI; fraction (6.0 g), after
chromatography on a silica gel column (200.0 g), eluted with solvents of
increasing polarities, gave 14 different fractions of which F2 (3.0 g) was

rechromatographed in silica gel column, obtaining 9 fractions that were



combined according to their TLC profiles, from group 4, Himatanthus

phagedaenicus Isolated (HPI, 0.5 g) crystallized out.

Phytochemical analyses
Thin layer chromatography (TLC)

Different secondary metabolites classes in the extract and
chromatographic fractions were detected by TLC (silica gel F2s4). Mobile phases
and visualization spray reagents were used according to Wagner et al. (1984),

in comparison with reference compounds.

UPLC-DAD, UPLC-DAD-ESI-MS and UPLC-ESI-MS/MS

Analyses were performed in an ACQUITY UPLC H-Class Core System
(Waters) with an ACQUITY UPLC™ PDA DETECTOR in the Laboratério de
Fitoquimica, Faculdade de Farmacia, UFMG. The mobile phase consisted of
water 0.1% formic acid (solvent A) and acetonitrile 0.1% formic acid (solvent B).
The elution protocol was 0-13 min, linear gradient from 5% to 95% B. The flow
rate was 0.3 mL min™", and the sample injection volume was 4.0 pL. The UV
spectra were registered from 200 to 400 nm. Mass spectrometry analyses by
electron spray ionization (UPLC-PDA-ESI-MS) were performed in an ion trap
mass spectrometer equipped with an atmospheric pressure ionization (API)
interface operated in the following conditions: positive and negative ion mode;
capillary voltage, 3500 V; capillary temperature, 320°C; source voltage, 5 kV,;
vaporizer temperature, 320°C; corona needle current, 5 mA; and sheath gas,
nitrogen, 27 psi. Analyses were run in the full scan mode (100-2000 Da). The
ESI-MS/MS analyses were performed in an UPLC Acquity (Waters) equipped
with a Tandem Quadrupole Detector (TQD), fitted with an electrospray source in
the positive and negative mode; ion spray voltage: -4 kV; orifice voltage: -60 V,
with helium as the collision gas; collision energy was set at 30 eV. An ACQUITY
UPLC BEH C-18 column (1.7 ym, 50 x 2 mm i.d.) (Waters) was used.

Infrared (IR) Spectroscopy and Melting point
Infrared spectra were recorded on a Spectra One PerkinElmer
spectrophotometer, ted with a Paragon ATR accessory and melting point of

compound was determined on Microquimica MOAs 301 apparatus.



Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy

NMR spectra were registered on a Bruker Avancelll 200 MHz using
TopSpin™ 3.2 pl 6.0 software for acquisition and processing, in the LAREMAR
at Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG. The sample was dissolved
in CD3;0OD and the chemical shifts (6, in ppm) are reported relative to
tetramethylsilane (TMS). Coupling constants (J) are given in Hz.

Physical and spectroscopic data on plumieride. Colourless crystals
(MeOH); mp 227.9 — 230.0 °C, Lit. mp 227 — 229 °C (Singh et al., 2014). IR Vmax
3367, 1754, 1693 and 1633 cm™"; ESI-MS m/z: 469.00 [M — H]” and 471.36 [M +
H]" (C21H26012) (24.0%); ESI-MS/MS m/z: 231.39 [(M — C13H1104)]" (26.3%),
291.24 [(M = C45H1506)]" (100.0%), 309.27 [(M — C1sH1707)]" (95.0%); 'H NMR
(200 MHz, CD3;0D): 1.42 (d, J 6.0 Hz, CH3-14), 2.96 (m, H-2’), 3.20 (dd, J 8.0
and 4.0 Hz, H-9), 3.40 (m, H-6), 3.50 (m, H-3’), 3.67 (s, CH3-16), 3.80 (m, H-5’),
3.89 (d, J 12.0 Hz, H-5), 4.44 (m, H-13), 4.50 (dd, H-4’), 4.70 (d, H-1’), 5.27 (d,
J 6.0 Hz, H-1), 5.50 (dd, J 6.0 and 4.0 Hz, H-7), 6.40 (dd, J 2.0 and 4.0 Hz, H-
6), 7.37 (s, H-3), 7.51 (s, H-10). *C NMR (50 MHz, CDsOD): 22.50 (C-14),
40.46 (C-5), 50.60 (C-9), 52.10 (C-16), 61.00 (C-6’), 63.60 (C-13), 71.30 (C-4’),
74.70 (C-2’), 77.80 (C-3’), 78.90 (C-5’), 94.20 (C-1), 97.90 (C-8), 100.10 (C-1"),
111.10 (C-4), 130.00 (C-7), 138.60 (C-11), 141.50 (C-6), 150.30 (C-10), 152.60
(C-3), 168.50 (C-15), 172.80 (C-12).

Biological assays
Cell lines

Vero cells (ATCC number CCL-81) were maintained in minimal essential
medium (MEM, Cultilab, Brazil). Culture media were supplemented with 5%
fetal bovine serum (FBS, Cultilab, Brazil), 200 U/mL of penicillin
(ThermoFischer Scientific, USA), 100 ug/mL of streptomycin (ThermoFischer
Scientific, USA) and 2.5 yg/mL of amphotericin B (Merck, Germany).

Viruses

Viruses were obtained from the virus collection of the Laboratério de
Virus from Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Zika virus (PE243)
was isolated in Recife, Brazil, from a male patient in 2015, at the Fundacéao
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Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) as described before (Donald et al., 2016). Dengue
virus 2 (P159), lineage Il, was identified during an outbreak in Piaui, Brazil, as
described before (Figueiredo et al., 2014). Vaccine of yellow fever virus (17DD)
was kindly provided by Bio-Manguinhos (FIOCRUZ N. 980FB066Z). All viruses

were replicated and titrated in Vero cells.

Viral replication

Culture cell flasks of 75 cm? containing Vero cells were incubated with
MEM 5% FBS at 37 °C and 5% CO, atmosphere. After 24h, with approximately
60 to 80% confluent monolayer the medium was removed and the cells were
washed three times with phosphate-buffered saline (PBS) to remove cellular
debris and serum residue. Cells of a control flask were counted and cells were
infected at a Multiplicity Of Infection (MOI) of 0.01 of each virus in 2 mL MEM,
and flasks were gently homogenized every 10 minutes during an 1h incubation
at 37 °C and with 5% CO,. Following adsorption period of 1 hour, 12 mL of
fresh MEM with 2% FBS were added to the flasks and incubated in the same
conditions, checked daily to evaluate the cytopathic effects. In monolayers with
80% cytopathic effect, the supernatant was removed, centrifuged at 4 °C to

remove debris and stored at -70 °C.

Viral titration

Vero cells were seeded in 6-well plates (2.10° cells per well) and
incubated at 37 °C and 5% CO, atmosphere. After 24h, plates were infected
with 300 pL of a serial dilution (1:10) of each virus (107 a 107). After 1h
adsorption at the same conditions, 2.0 mL of fresh M199 (Gibco, USA) medium
with antibiotics, 2% FBS and 1% of carboxymethylcellulose (CMC) (Synth,
Brazil) were added to each well. After five (ZIKV) or seven days (DENV-2 and
YFV) of incubation at 37 °C and 5% CO, atmosphere, plates were fixed with
10% formalin solution overnight, followed by coloration with 1% violet crystal
solution for 15 minutes. Plates were washed and set to dry, counting in each
well 30 to 100 plate forming units per millilitres (PFU/mL) to determinate the
virus titer (Coelho et al. 2017).

Citotoxicity assay



Cytotoxicity was assessed using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) reduction assay (Mosmann, 1983). Vero cells
were seeded in 96-well plates (4.104 cells per well) and incubated at 37 °C and
5% CO, atmosphere. After 24 hours of incubation, 200 yL of fresh MEM
medium (1% FBS) containing serial dilution of extracts (from 500 to 1.95 pg/mL)
were added to the plates. A serial dilution of DMSO was used as viability
control, as well as an inhibition control (10% DMSO solution) and a blank
(medium only). After 72 hours of incubation at 37 °C and 5% CO, atmosphere,
medium was removed and 100 yL of MTT tetrazolium (ThermoFischer
Scientific, USA) solution in MEM (0,5 mg/mL) were added to each well. After 3
hours of incubation at 37 °C and 5% CO, atmosphere, the medium was
removed and 100 uL of DMSO was added to each well to solubilize formazan
crystals. After shaking for 15 minutes, absorbance at 570 nm of each well was
read using a spectrophotometer (VersaMax, Molecular Devices, USA).
Cytotoxic concentration for 50% of the cells (CCs) of each extract was

calculated as a percent of cell viability as follow:

(ODe) — (ODb)
(0Dc) — (ODD)

x 100(%)

ODe, ODc and ODb indicate absorbance of cells with extracts, viability control
and blank, respectively. Linear regression was used for analysis, considering R?

values superior to 0.9. All conditions were tested in triplicates.

Antiviral activity assay

Vero cells were seeded in 96-well plates (4.10* cells per well) and
incubated at 37 °C and 5% CO, atmosphere. After 24 hours of incubation,
medium was removed and 100 uL of fresh medium containing a serial dilution of
extracts (below the CCsy of each extract) were added to the plates.
Subsequently, viral suspensions of ZIKV, DENV-2 and YFV were prepared in
MEM (1% FBS) to a MOI of 0.1. That is, 100 pL of fresh medium containing
4.10° viral particles were added to each well. After 72h of incubation at 37°C
and 5% CO; atmosphere, medium was removed and 100 pL of MTT
(ThermoFischer Scientific, USA) solution in MEM (0.5 mg/mL) were added to
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each well. After 3 hours of incubation at 37 °C and 5% CO, atmosphere, the
medium was removed and 100 uyL of DMSO was added to each well solubilize
formazan crystals (Takeuchi et al., 1991). After shaking for 15 minutes,
absorbance at 570 nm of each well was read using a spectrophotometer
(VersaMax, Molecular Devices, USA). Ribavirin and mycophenolic acid (MPA)
were used as inhibition controls, and a serial dilution of DMSO was used as
viability control. The effective concentration for 50% of the cells (ECsp) of each

extract was calculated as protection of virus-infected cells, as follow:

(ODve) — (0ODv)
(ODc) — (0Dv)

x 100(%)

ODve, ODv and ODc indicate absorbance of virus-infected cells with extracts,
virus-infected cells only and viability control, respectively. Linear regression was
used for analysis, considering R? values superior to 0.9. Selectivity index (SI) to
each extract was determined, as the ratio between the cytotoxic concentration
(CCs0) and the effective concentration of 50% (ECsp). All conditions were tested

in triplicates.

Statistical analysis

All data were expressed as means * standard deviations of triplicate
measurements. Antiviral activity and cytotoxicity of extracts, fractions and
isolated compound were submitted to ANOVA and the Tukey’s test was used to
compare the means (a = 0.05). All statistical analysis were performed using the
software SigmaPlot 12.5 (Systat, 2013).
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Figure Legend

Figure S1. Full scan of Total Positive lon Chromatogram (TIC) of the HPE EtOH
(red), HPF H,0 (green), and HPF CHCI; (purple). Conditions: See Experimental

Section.

Figure S2. Chemical structure of the sesquiterpene glucoside plumieride.

10



	Abstract
	Introduction
	Results and discussion
	Experimental section
	Conclusion
	Disclosure statement
	References


