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RESUMO

As doencgas arbovirais tém alta incidéncia no Brasil e constituem um grave
problema de saude publica. O Rocio virus (ROCV) é um arbovirus pertencente a
familia Flaviviridae, responsavel pelo surgimento de um surto de encefalite no
litoral paulista no final da década de 1980. Embora nenhum caso recente dessa
infeccéo viral tenha sido relatado, os dados sugerem a circulagcdo do ROCV em
todo o territorio brasileiro. Diante desses indicios e da forte presenca de fatores
fundamentais para o ressurgimento de doencas emergentes no Brasil, este
trabalho visa obter, a partir de rastreamentos virtuais, possiveis alvos e moléculas
terapéuticas redirecionadas para o combate a infec¢des relacionadas ao ROCV.
Para isso, realizamos a predicdo da estrutura molecular de proteinas por
similaridade utilizando a plataforma |I-TASSER, baseado na anotacdo mais
recente do genoma do virus. A partir desta predicdo, realizamos o atracamento
molecular de farmacos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e
demonstramos que a Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais do Sistema
Unico de Saude (SUS) contém diversas moléculas que podem ser redirecionadas
para 0 combate a esse flavivirus, como simeprevir, daclatasvir, iloprost e
itraconazol. Dentre eles, o itraconazol mostrou-se um candidato interessante, pois

interage com 12 dos 16 alvos proteicos estruturais e ndo estruturais desse virus.

Palavras-chave:

Reposicionamento de farmacos
Infeccdo emergente
Atracamento molecular

Virus Rocio

NS1



ABSTRACT

Arboviral diseases have high incidence in Brazil and constitute a serious
public health problem. Rocio virus (ROCV) is an arbovirus belonging to the family
Flaviviridae responsible for the appearance of an outbreak of encephalitis on the
Séo Paulo state coast in the late 1970s. Although no recent case of this viral
infection has been reported, data suggest the circulation of ROCV throughout the
Brazilian territory. Given these indications and the strong presence of fundamental
factors for the resurgence of emerging diseases in Brazil, this work aims to obtain,
from virtual screenings, possible targets and therapeutic molecules redirected to
fight infections related to ROCV. For this, we performed the prediction of the
molecular structure of proteins by similarity using the I-TASSER platform, based
on the most recent annotation of the virus genome. Based on this prediction, we
performed the molecular docking of drugs approved by the Food and Drug
Administration (FDA) and demonstrated that the National List of Essential
Medicines of the Unified Health System (SUS) contains several molecules that can
be redirected to fight this flavivirus, such as simeprevir, daclatasvir, iloprost and
itraconazole. Among them, itraconazole proved to be an interesting candidate, as
it interacts with 12 of the 16 structural and non-structural proteins of this virus.

Keywords:

Drug repurposing
Emergent infection
Molecular docking
Rocio Virus

NS1



INTRODUCAO

1. Referencial teérico

1.1 Consideragdes sobre doencas infecciosas emergentes

Uma doenca infecciosa pode ser caracterizada como emergente
guando afeta pela primeira vez uma populagdo, ou quando existia
previamente e ressurge com um aumento do nimero de casos e em uma
area de incidéncia diferente da reportada anteriormente. Além disso, estas
doencas podem ser classificadas como re-emergentes, aparecendo com
novas formas clinicas frequentemente severas (OMS, 2014; Morse &
Schluederberg, 1990).

Estas doencas emergentes envolvem diversos fatores biol6gicos,
sociais e ambientais. Estima-se que 15% de todos os patégenos humanos
sdo responsaveis por causar doencas emergentes, sendo 75% destas
doencas emergentes de origem zoonética. Estas doencas sao transmitidas
de animais para humanos por contato direto, agua, comida, sendo mais
comumente disseminadas por vetores. Dentre elas podemos citar a doenca
de Lyme, a dengue, a chikungunya, a febre amarela e a febre do oeste do
Nilo (CDC, 2018; McArthur, 2019; WHO, 2010).

O aumento destas doencas infecciosas impacta diretamente na
macroeconomia e a predi¢cao de custo estimado para os setores de saude
e producdo se torna limitado, dificultando as medidas de combate a
infeccdo dos paises atingidos. Em estudo do Programa das Nag¢fes Unidas
para o0 Desenvolvimento (PNUD), estimou-se que 0s custos
socioecon6micos da epidemia de Zika em paises da América do Sul e
Caribe, como Brasil, Coldmbia e Suriname, totalizaria entre 7 a 18 bilhdes
de ddlares entre os anos de 2015-2017. Além dos setores da saude e
producdo, estes valores também afetam o turismo, que movimenta a
economia de diversos paises em desenvolvimento (Smith et al., 2019;
UNPD, 2017).
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O fortalecimento do sistema de saude publica é fundamental para a
prevencdo, manejo e tratamento de doencas emergentes. Este
fortalecimento deve ser coordenado em nivel nacional, com acdes
aplicadas a nivel local. O nivel de sucesso dessa coordenacao reflete

diretamente o desenvolvimento da sociedade.

1.2 Arboviroses e sua importancia epidemioldgica no Brasil

O Brasil possui uma das maiores areas de extensdo do mundo, com
cerca de 8.500.000 km?, e uma conhecida variabilidade climatica em suas
regibes. Por estar situado em zonas de latitudes baixas, ha a prevaléncia
de um clima tropical quente e Umido, com temperaturas médias em torno
dos 20°C. Somado ao fato da urbanizacdo desordenada e de graves
problemas associados a falta de planejamento estratégico, como
desmatamento, acumulo de lixo e falta de saneamento ambiental — onde
cerca de 5 milh6es de domicilios possuem esgoto a céu aberto em seu
entorno —, se tornou possivel o estabelecimento e desenvolvimento de
diversos vetores com impacto na saude humana (Duarte et al., 2019; IBGE,
2010; Viana & Ignotti, 2013).

Do ponto de vista sanitario, a presenca de vetores possivelmente
transmissores de doencas nas areas periurbanas pode ser um risco para a
disseminagcdo de microrganismos patogénicos, como protozoarios,
bactérias e virus. Destes, podemos destacar os arbovirus, termo
introduzido na década de 1940 e utlizado para denominar virus
transmitidos por artrépodes (arthropod-borne viruses) para humanos e
outros animais. Sao conhecidas cerca de 545 espécies de arbovirus, das
guais 150 sédo patdégenos humanos. No Brasil, 37 espécies de arbovirus
sdo popularmente conhecidas, dentre elas: o virus da dengue (DENV), da
encefalite de Saint Louis (SLEV), o virus Rocio (ROCV), do oeste do Nilo
(WNV), Oropouche (OROV), Ihéus (ILHV), Mayaro (MAYV), Bussuquara
(BUSV) e Iguape (IGUV) (Lopes et al., 2014; Pinheiro et al., 1996; WHO,
1985).
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Em uma estudo de custos levantado por Teich e colaboradores
(2017), estima-se que o manejo total de arboviroses tenha impactado em
cerca de R$ 2,6 bilhBes para o pais no ano de 2016. Este valor incluiu
medidas de manejo do vetor, com um investimento entre 1,4 e 1,5 bilh&o de
reais. Destes, cerca de 78,6 milhdes de reais foram investidos somente na
aquisicdo de inseticidas e larvicidas pelo governo federal. Além disso, o
custo total levou em consideracdo custos médicos diretos — que
envolveram condutas de manejos ambulatoriais e hospitalares — e indiretos
— relacionados ao afastamento laboral —, 0s quais alcancaram um custo
cerca de 374 milhdes e 431 milhdes, respectivamente. Naquele ano, Minas
Gerais, S&o Paulo, Bahia e Rio de Janeiro foram os estados brasileiros com
maiores gastos relacionados a estas doencas.

Embora o combate aos vetores seja o foco das instituicdes de saude
nos dias atuais, dados apontam evidéncias da presenca do mosquito
Aedes aegypti, conhecido vetor do YFV, DENV, ZIKV e chikungunya
(CHKV), no Brasil desde o século XVII. A primeira epidemia de febre
amarela relatada ocorreu em Recife (PE), no ano de 1685, sendo relatada
no ano seguinte na cidade de Salvador (BA). Além disso, foram relatados
episédios de doencas com sintomas semelhantes a dengue nos estados
de Séo Paulo e do Rio de Janeiro no ano de 1846, indicando o inicio de
uma expansao do vetor pelo territorio brasileiro. O combate dos vetores no
pais, em especial em espécies do género Aedes, incitou também grandes
campanhas de Oswaldo Cruz desde o inicio do século XX e reflete até os
dias de hoje como um dos grandes desafios da saude publica brasileira
(Catéo, 2012; Franco, 1969).

1.3 Caracteristicas gerais das arboviroses

A atual emergéncia mundial de arboviroses €& resultado da
introducdo antropica de artropodes infectados e de sua preferéncia
alimentar, além de uma dispersao natural ocorrida devido aos movimentos

migratérios de aves. Com o auxilio do aumento populacional e
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urbanizacao, estes virus foram transmitidos de seus hospedeiros silvaticos
para o ser humano, permitindo em muitos casos uma transmissao sem a
necessidade de um reservatorio natural nas matas. Além disso, a
adaptacdo de diversos arbovirus em vetores comuns, como no caso do
género Aedes, pode elicitar padrbes ecologicos, epidemiolégicos e
evolutivos semelhantes destes microrganismos (Gould, 2018).

A manutencdo destes microrganismos no ecossistema ocorre pela
infeccdo de mamiferos hospedeiros por meio da picada de artropodes
hematofagos, como mosquitos, carrapatos e flebotomineos, permitindo a
replicacdo e viremia. Nesse caso, a retransmissdo do virus a outros
mamiferos pode ocorrer pela ingestdo de sangue infectado e subsequente
multiplicacdo no aparelho bucal e reprodutivo dos artrépodes (WHO, 1985).

As infec¢cbes por arbovirus sdo assintomaticas na maioria dos
casos, ou passam apenas por um periodo de sintomas inespecificos,
dificultando o diagndstico de um arbovirus conhecido. Nos primeiros
estagios, a doenca pode se apresentar por picos febris e sintomas
gastrointestinais e respiratorios. Apesar da inespecificidade de sintomas,
as arboviroses evoluem para quadros clinicos distintos, desde doencas do
sistema nervoso central até febres hemorragicas (Lopes et al., 2014; Young,
2018). As doencas relacionadas aos arbovirus estdo representadas no

guadro a segquir.
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Os arbovirus relacionados a doencas emergentes no Brasil estdo
incluidos em trés principais familias: Togaviridae, Flaviviridae e

Bunyaviridae (Quadro 1).

Quadro 1. Classificagdo das principais arboviroses (adaptado de Lopes et al., 2014).

Familia Virus Quadro clinico
Dengue Febre hemorragica
Encefalite de Saint Louis Doencga neurologica
Oeste do Nilo Doenga neurologica
Flaviviridae
Ilheus Febre e doenga
neuroldgica
Iguape Indeterminado
Rocio Doenga neurolégica
Mayaro Febre e atralgia
Togaviridae
Chikungunya Febre e atralgia

Febre hemorragica
Bunyaviridae Oropuche
Doenga neurologica

Os arbovirus da familia Togaviridae estdo inseridos principalmente
em um Unico género: Alphavirus. Sdo virus envelopados, icosaédricos, de
RNA fita simples polaridade positiva (ss+) com aproximadamente 11 kb
(Figura 1). Os principais representantes desta familia e género séo o
MAYV, CHIKV, virus da encefalite equina do Leste (EEEV) (Lopes et al.,
2014).



A familia Bunyaviridae é constituida por diversos géneros capazes
de infectar animais e plantas. Estes virus sdo envelopados, circulares e
possuem RNA fita simples polaridade negativa (ss-) (Figura 1). Podemos
destacar o ORQV, pertencente ao género Orthobunyavirus e segundo
arbovirus mais frequente causador de quadros febris no pais (Rodrigues et
al., 2011; Young, 2018).

A familia Flaviviridae pode ser considerada a mais importante
representante por agrupar grande parte dos arbovirus de relevancia clinica.
Sao virus envelopados, icosaédricos, RNA genbmico fita simples
polaridade positiva (ss+) (Figura 1). Esta familia € composta por trés
géneros principais: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Cerca de 39
espécies de arbovirus estdo incluidas no género Flavivirus, dentre elas

DENV e seus sorotipos, ZIKV, WNV, YFV, ROCV e SLEV.

/ Family: Togaviridae Flaviviridae \
< Genus: Alphavirus Flavivirus
- SRR Sk —
/ Family:  Bunyaviridae Rhabdoviridae Orthomyxoviridcb
Genus: Orthobunyavirus Vesiculovirus Thogotovirus
Nairovirus
Phlebovirus
Tospovirus

ss -RNA

/

Figura 1. Principais familias e géneros representantes dos arbovirus.
ss-RNA — RNA fita simples negativa; sstRNA — RNA fita simples positiva
(adaptado de Young, 2018).
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Os flavivirus possuem um tamanho genémico de aproximadamente
11 kb e sua particula mede em média 40 a 60 nm de diametro. Seu
capsideo proteico é envolvido por um envelope lipoproteico com espiculas
glicoproteicas. Todos sdo similares em sua estrutura e organizagao
genbmica. Possuem uma fase de leitura aberta (ORF — do inglés open
reading frame) flanqueada por uma regido cap-5’-terminal ndo codificante e
uma regido 3’-terminal ndo codificante, que formam uma estrutura do tipo
‘stem-loop” essencial para a replicagdo e transcricdo. Essa estrutura
expressa uma polipeptideo precursor de aproximadamente 3500
aminoacidos, clivado posteriormente em dez peptideos, sendo eles: trés
proteinas estruturais — do capsideo, do precursor de membrana (prM), e
das glicoproteinas do envelope (E) — e sete ndo estruturais — NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 — essenciais para o ciclo viral (Figura 2).
O precursor de membrana € posteriormente clivado por uma protease
furina permitindo a maturacédo da particula infectiva (Campos et al., 2018;
Lidenbach & Rice, 2003; Young, 2018).

5-m’'G—  Structural | Nonstructural — 3-OH
[ . Polyprotein |
el e ] EE ] ] 0] |
Furin NS1 NS2A NS2B NS3  NS4A NS4B NS5
proteasel
pr M

Figura 2. Organizagdo genOmica dos flavivirus e suas proteinas
estruturais e nao estruturais resultantes (adaptado de Campos et al.,
2018). O ciclo infectivo dos flavivirus nas células hospedeiras envolve
guatro principais etapas: (I) adesdo e endocitose da particula viral, (lI)
liberacdo do nucleocapsideo no citosol, (Ill) replicagdo, traducdo e

processamento do genoma e (IV) montagem e maturacéo e liberacdo de
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novos virions, representadas na Figura 3.

A etapa de adesdo inicia a partir da ligacdo das particulas virais,
opsonizadas ou nao, a receptores de membrana. Esta ligagdo medeia
sinaliza¢gBes secundarias que engolfam o flavivirus em um endossomo, cuja
acidificacao desencadeia a reorientacdo dos dimeros de glicoproteina E de
maneira a fundir as membranas do endossomo e do virion, ocasionando a
insercéo do nucleocapsideo no citosol. O material genético € entéo liberado,
replicado e traduzido. Novos nucleocapsideos sdo entdo formados, e a
montagem ocorre a partir da ligacdo e brotamento pelo limen do reticulo
endoplasmatico. Os virus imaturos seguem pelo aparato de Golgi, cuja
acidificacdo durante a trajetéria estimula sua maturacdo. A liberacdo de
novos virions ocorre apds a clivagem do prM por proteases do tipo furina
nas porgdes pr e M, que continuam ligados & membrana juntamente com a
glicoproteina E nos heterodimeros MzE2. A etapa de adeséo inicia a partir
da ligacdo das particulas virais, opsonizadas ou ndo, a receptores de
membrana. Esta ligacdo medeia sinalizacdes secundarias que engolfam o
flavivirus em um endossomo, cuja acidificacdo desencadeia a reorientacao
dos dimeros de glicoproteina E de maneira a fundir as membranas do
endossomo e do virion, ocasionando a inser¢do do nucleocapsideo no
citosol. O material genético é entéo liberado, replicado e traduzido. Novos
nucleocapsideos sdo entdo formados, e a montagem ocorre a partir da
ligacdo e brotamento pelo lumen do reticulo endoplasmatico. Os virus
imaturos seguem pelo aparato de Golgi, cuja acidificacdo durante a
trajetdria estimula sua maturacéo. A liberagdo de novos virions ocorre apés
a clivagem do prM por proteases do tipo furina nas porcdes pr e M, que
continuam ligados a membrana juntamente com a glicoproteina E nos
heterodimeros M:zE2. Isso previne a ligacdo da particula imatura a
membrana da célula hospedeira. Apés a liberacdo do virus, a superficie se
torna lisa conforme a porgao pr se dissocia, permitindo a formacao de um

virus maduro (Campos et al., 2018).
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Figura 3. Ciclo infectivo dos flavivirus. (I) adesao e endocitose da
particula viral por receptores de membrana, (Il) liberacdo do
nucleocapsideo no citosol, (lll) replicacdo, traducdo e processamento do
genoma e formagdo dos novos nucleocapsideos e (IV) montagem e

maturagéo e liberacdo de novos virions (adaptado de Campos et al., 2018).

Naturalmente, estas infec¢gbes incitam respostas pelo sistema
imunolégico hospedeiro de modo a iniciar a remocgao destes agentes. As
arboviroses mobilizam ambos linfécitos T CD4* e CD8*, além de estimular
citocinas e a producéo de anticorpos neutralizantes. Entretanto, de acordo
com Campos e colaboradores (2018), a resposta a alta similaridade dos
flavivirus pode atuar como uma “faca de dois gumes” na produgdo de

anticorpos, de modo que estes podem agir de forma a proteger ou




exacerbar infeccbes secundarias em uma reacdo cruzada. Estes dados
também sugerem que a reacdo imunoldgica depende da sequéncia de
infecBes primérias e seguintes e dos tipos virais que acometeram o
hospedeiro.

Até o momento, ndo existe tratamento com antivirais especificos para
as arboviroses, sendo indicado o rapido diagnostico para acompanhamento
do quadro clinico do paciente. O tratamento sintomatico é indicado, sendo
preconizado o alto consumo de liquidos e a reducdo do quadro febril por
antipiréticos. Todavia, tal conduta € capaz de encobrir a evolucdo da
doenca. Quadros hemorragicos, encefalopatias e outras complicacdes
devem ser assistidas por meio de medidas especificas. Além disso, a
notificacdo destas doencas € de carater compulsério (Lopes et al., 2014;
WHO, 2009).

Algumas vacinas ja estao disponiveis para o acesso da populacéo
suscetivel no Sistema Unico de Saude do Brasil, como é o caso da vacina
para a febre amarela, e as medidas de combate aos vetores das doencas
mais frequentes, como dengue, zika e chikungunha, sédo fortemente
difundidas em campanhas por todo o pais. Estas medidas incluem o uso
de repelentes, inseticidas, limpeza e manutencédo de focos de proliferacéo
de mosquitos, e protecdes em portas e janelas (Ministério da Saude,
2019).

1.4 Virus Rocio

O virus Rocio é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae,
género Flavivirus. Bem como outros componentes do género, possui RNA
polaridade positiva fita Gnica. E um virus endémico brasileiro que ficou
conhecido por um surto de encefalite na costa do estado de S&o Paulo
durante a década de 1970. Segundo o catalogo de arboviroses do CDC
(Centers for Disease Control) € uma doenca de ordem e morte significante
(de Souza Lopes et al., 1978).

O Vale do Ribeira € uma regido costeira do estado de Séao Paulo e
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engloba cerca de vinte municipios (Figura 4). Os moradores estdo em
constante contato com o ambiente silvestre, sendo a regido reconhecida
1990 pela UNESCO como Patrimonio Mundial da Humanidade por
apresentar o maior remanescente da Mata Atlantica. Em 1974, teve inicio
da primeira epidemia de encefalite do pais, onde, no ano seguinte, cerca
de 460 casos e 61 Obitos foram reportados no segundo trimestre. Nos dois
anos seguintes, cerca de mil casos foram diagnosticados. Ainda, alguns
autores sugerem que 0s surtos tenham ocorrido durante o periodo de 1973

a 1980, com aproximadamente mil casos da doenca, ocasionando cerca de

cem mortes e duzentos pacientes com sequelas (Ellwanger et al., 2017,

Figueiredo, 2000; Iversson, 1980; Lopes et al., 1978).
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Figura 4. Regiao do Vale do Ribeira (SP) (adaptado de Iversson, 1980).

Ao final do ano de 1975, um trabalhador do municipio de Iguape foi
admitido no hospital municipal apresentando febre alta, confusao, cefaleia

e fraqueza nos membros inferiores, entrando em estado de coma algumas




horas depois. Trés dias apds ser admitido e transferido para um centro de
referéncia, o paciente evoluiu para obito por insuficiéncia respiratoria. O
sistema nervoso central e as visceras deste paciente foram coletados para
0 exame post-mortem. Um virus distinto de outros flavivirus foi isolado da
medula e do encéfalo deste paciente, ndo tendo sido identificado nas
visceras coletadas (SPH 34675). Tecidos de outros dezoito pacientes com
casos de meningoencefalite que evoluiram a 6ébito também foram coletados
para analise, juntamente com amostras de soro de pacientes fatais e nédo
fatais. Todas as analises de tecidos eram sorologicamente similares ao
virus identificado anteriormente, entretanto, nenhum virus foi isolado do
soro de pacientes com sintomas agudos da doenca. Outras cepas foram
identificadas em camundongos sentinelas e em um tico-tico (Zonotrichia
capensis) amostrados da regido, entretanto nenhum vetor foi identificado
até o momento (Lopes et al., 1978).

A primeira caracterizagdo do virus foi realizada pelos testes de
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e fixacdo do complemento (CF), em
comparacao com outros arbovirus ja conhecidos na regido. As amostras
demonstraram reacdo cruzada com outros flavivirus, como SLEV, JEV e
MVEV, e em menor forca com ILHV, BSQV e YFV, sugerindo seu
pertencimento a este taxon. O virus Rocio foi nomeado em homenagem ao
bairro do municipio de Iguape onde o paciente residia, sendo identificado
em 1978 como a segunda arbovirose mais importante, abaixo somente da
febre amarela silvestre. Além disso, foi reconhecido como o unico flavivirus
causador de encefalite na América do Sul na época (Lopes et al., 1978).

Estudos mais tardios sugerem que o virus seja transmitido por
mosquitos hematéfagos das espécies Psorophora ferox e Aedes
scapularis. Ainda, alguns autores especulam sobre suscetibilidade de
mosquitos do género Culex a este virus. Estes artropodes sao conhecidos
por ocorrerem na regido do surto e outras regides do pais, como os estados
de Goias e do Rio Grande do Sul, tornando estes estados suscetiveis a
novos casos. Nenhuma evidéncia sugere que ocorra transmissao

interpessoal, visto que nas residéncias habitadas por pacientes afetados
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pela encefalite, cerca de 75% dos acometidos residiam em moradias
diferentes. Este € um dado importante, sugerindo que o virus seja incapaz
de manter ciclos longos de epidemia (Lopes et al., 1978; Lopes et al., 1981,
Mitchell et al., 1986).

Os sintomas desta arbovirose incluem: distensdao abdominal,
cefaleia, febre, complicacbes respiratérias, mal-estar, retencdo urinéria,
vomito, letargia, hiperemia da orofaringe e conjuntiva e sintomas
neuroldgicos relacionados a encefalite, como cegueira, confuséo,
convulsdes, surdez, disartria, meningite e anormalidades motoras e
reflexas. Cerca de 20% dos acometidos pela doenca nos anos 1970
desenvolveram sequelas, tais como distarbios visuais, auditivos e
olfatérios, estrabismo, disfagia, disartria, distirbios de memoria,
motricidade e equilibrio, parestesia e incontinéncia de esfincter. A maioria
dos casos afetados foram reportados em homens jovens com atividades
rurais e criangas, com mortalidade de aproximadamente 13%. Por se tratar
de um virus neurotrépico, a caracteristica das lesdes sao de infiltrados de
células microgliais, necrose focal e neurodegeneracéo, principalmente na
medula espinal, tronco cerebral, ndcleo dentado, talamo e hipotalamo.
Ainda, estudos em camundongos sugerem um acometimento no
miocéardico e pancreas durante a infeccdo (CDC,1984; Ellwanger et al.,
2017; Harisson et al, 1989; Romano-Lieber & Iversson, 2000).

Em estudo desenvolvido por de Barros e colaboradores (2011), apds
a inoculacéo do virus em camundongos, observou-se sua letalidade apds
atravessar a barreira hematoencefalica em menos de 24h. Os animais
desenvolveram meningoencefalomielite fatal de 4 a 9 dias. Além disso,
sugere-se o envolvimento de diversas células inflamatérias, linfocitos-NK e
T CD8*, juntamente com diversas citocinas, como interferon gama e IL 4 e
10, que desempenham um papel de homeostase inflamatoria. Os
resultados também demonstraram severa lesdo tecidual, degeneracéo e
morte neuronal, principalmente no hipocampo e no giro dentado.

Embora o surto tenha sido limitado a regido do Vale do Ribeira,
ainda houve a deteccdo de anticorpos contra o ROCV. Tavares-neto e
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colaboradores (1986) e Straatmann e colegas (1997), observaram
anticorpos para o virus em moradores da Bahia. Alguns anos depois, foram
detectados anticorpos em equinos dos estados do Mato Grosso do Sul,
Paraiba, Rio de Janeiro e S&o Paulo, além de bufalos-d’agua (Bubalus
bubalis) no estado do Para. Além disso, foram encontrados tracos de
genoma viral em mosquitos coletados na Floresta Nacional de Caxiuana, no
Para, juntamente com a deteccdo de anticorpos em animais silvestres e
anticorpos do tipo IgM na populagcdo humana da regido. Apesar dos
achados sugerirem a circulacdo do virus pelo territério brasileiro apés o
surto na baixada paulista, as reacdes cruzadas devido a alta similaridade
de antigenos dos flavivirus, em especial do ILHV, ndo podem ser
descartadas. Isto demonstra a necessidade de uma deteccao acurada para
as particularidades das arboviroses que podem levar a diagnoésticos
precipitados (Casseb et al., 2014; Silva et al., 2014; Silva, 2018).

A reacdo cruzada entre outros arbovirus também pode ser
observada com o virus Rocio. Amarilla e colegas (2018) demonstraram
uma protecao cruzada contra o ROCV em camundongos imunizados por
infeccbes prévias por ILHV e SLEV. Os animais imunizados somente com
uma infeccdo prévia pelo virus Ilhéus demonstraram protecdo completa a
uma dose letal de virus Rocio. No caso do SLEV, houve uma reducéo da
mortalidade. Entretanto, outros arbovirus (DENV 1-4, BSQV, CPCV e ZIKV)
nao demonstraram protecdo ou aumento da infeccdo. Em contrapartida, a
exposicdo ao ROCV apés uma infeccao por YFV resultou em um aumento
significante da mortalidade.

O aprimoramento dependente de anticorpo (ADE — do inglés
antibody-dependent enhancement) do ROCV também foi demonstrado em
estudo desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2019). Enquanto as
amostras de soro positivas para ZIKV demonstraram atividade
neutralizante para Rocio, amostras de soro contendo anticorpos anti-DENV
IgG e infeccdo ativa por ZIKV demonstraram aumento de infeccdo em
linhagem celular. Estas reagfes cruzadas podem ocorrer devido a alta

similaridade antigénica entre as sequéncias de aminoacidos da proteina E
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entre os flavivirus, resultando tanto em um fator protetor quanto em
aumento de severidade em infeccbes posteriores (Amarilla et al., 2018;
Campos et al., 2018).

Na década de 1980, Lopes e colegas avaliaram a conversao
sorologica apd6s a producdo de uma vacina combinada com ROCV e
SLEV. Entretanto, a imunizagdo ndo se mostrou efetiva, demonstrando
uma taxa de conversao de cerca de 22%, com uma elevagédo significativa

em 10% destes.

1.4.1 Aspectos moleculares do virus Rocio

A caracterizacdo do genoma completo do virus Rocio foi publicada
somente em 2007 por Medeiros e colaboradores. Neste estudo, o tamanho
do genoma deste arbovirus foi determinado em 10.794 nucleotideos, com
uma ORF que compreende 10.275 nucleotideos.

Esta regido codifica uma poliproteina de 3.425 aminoacidos, que,
apo6s processos de edicao e clivagem, origina dez proteinas comuns dos
flavivirus. Estas proteinas sao divididas em dois grupos: proteinas
estruturais (pré-membrana, envelope e capsideo — prM, E e C) e nao-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Estima-se que
a variabilidade do tamanho gendmico do virus Rocio seja maior comparada
ao DENV e seus subtipos e virus transmitidos por carrapatos, do que aos
demais membros do grupo (JEV, WNV, SLEV e ILHV). E proposto que a
diferenca no tamanho do genoma dos flavivirus seja devido a uma maior
heterogeneidade na regido nao codificante 3'-NCR, entretanto, esta
variabilidade também pode ser encontrada nas regifes codificantes.
(Medeiros et al., 2007).

Os sitios de glicosilagdo sdo fundamentais para garantir
estabilidade, solubilidade e correta conformacao de proteinas. No tipo N de
glicosilacédo, uma glicana € ligada a proteina pela asparagina, quando existe
uma sequéncia Ans-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido

exceto prolina. De acordo com o estudo, estima-se a presenca de dois
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potenciais sitios de N-glicosilacdo nos genes prM, um sitio nos genes E e
guatro nos genes NS1. Estes sitios foram encontrados somente nos
dominios hidrofilicos e possuem funcdo desconhecida, sendo que alguns
estudos sugerem sua importancia durante o ciclo infectivo de outros virus.
Além disso, foram encontrados 6, 12 e 12 residuos de cisteina nestes
genes, respectivamente, podendo indicar similaridade com outras cepas de
virus da mesma familia (Beasley et al., 2005; Li et al., 2006; Medeiros et al.,
2007; York et al., 2018).

O ROCV apresenta diversos peptideos conservados entre o0s
flavivirus. Alguns deles sdo compartilhados pela grande maioria dos
arbovirus, sendo apenas um aminoacido a ser substituido quando
comparamos as doencas transmitidas por mosquitos e as relacionadas as
carrapatos (Medeiros et al., 2007).

Em relacdo a ORF de outros flavivirus, o ROCV apresenta maior
identidade com o ILHV (77,5%) e, em menor grau, a outros membros do
grupo JEV (SLEV, WNV, MVEV e JEV). Grande parte dos estudos de
analise filogenética relaciona o virus Rocio a membros deste grupo, em
especial ao virus llhéus, podendo ainda ser associado aos subclados
relacionados aos virus causadores de encefalites e dos virus transmitidos
pelo género Culex, mas ainda assim sendo distinto. Atualmente, de acordo
com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (do inglés International
Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV), o virus Rocio esta agrupado
dentro do complexo Ntaya virus, juntamente com o virus llhéus (Fig. 5)
(Medeiros et al., 2007; Gould et al., 2017; Simmonds, 2017; Kuno et al.,
1998).
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Figura 5. Filogenia dos arbovirus (adaptado de Medeiros et al., 2007).

O genoma dos flavivirus é conhecido por possuir sequéncias
complementares nos terminais do RNA que permitem sua associacao
resultando em uma ciclizagdo da molécula, sendo essencial para a
amplificacdo do material genético. Medeiros e colegas (2007)
demonstraram que o ROCV possui um padréo similar a outros flavivirus. A
presenca de um pentanucleotideo CACAG na estrutura de grampo de
cabelo proxima a sequéncia 3’- terminal é de extrema importancia para a
replicacdo dos flavivirus, entretanto, a principal diferenca se encontra
principalmente na organizagdo das sequéncias (CS3, RCS, CS2 e CS1)
presente em outros arranjos em diferentes virus. A formagdo destas
estruturas secundarias na fita de RNA permite uma maior estabilidade com
niveis diferentes de enovelamento (Villordo & Gamarnik, 2009).

Em 2017, Setoh e colaboradores realizaram uma nova analise do
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genoma do ROCV, sugerindo algumas modificacbes da sequéncia
protétipo. Dentre estas modificacdes, incluem-se a mudanca de trinta
nucleotideos resultando em 14 mudancas de amino&cidos, encontradas
nos genes prM, E, NS3 e NS5. Este genoma atualizado demonstrou maior
similaridade a outros flavivirus neurovirulentos.

A utilizacdo de técnicas para apurar as caracteristicas do genoma
destes micro-organismos emergentes e a predicdo de suas estruturas
permitem uma maior acuracia e rapidez diagnostica, juntamente de uma

maior eficacia no tratamento destas infeccdes.

1.5 Reposicionamento de farmacos — uma estratégia racional para o

tratamento de infeccbes emergentes

Desde o descobrimento da penicilina no século passado, a busca
pela prevengdo e tratamento de doencas infecciosas se tornou foco
principal da saude publica global. O aumento nos ultimos anos de micro-
organismos resistentes estd sendo reportado de maneira alarmante. Em
contrapartida, o desenvolvimento de medicamentos e vacinas capazes de
manejar tais afeccdes é dispendioso e vagaroso, tanto no ambito da
pesquisa basica até o desenvolvimento pela industria farmacéutica. Além
disso, as alternativas para a descoberta de moléculas antimicrobianas esta
se tornando cada vez mais escassa (Hughes & Karlen, 2014; Basseti et al.,
2017).

Tratando-se de doencas infecciosas potencialmente emergentes, se
torna essencial a busca por alternativas que auxiliem de maneira rapida e
eficaz no tratamento e que ndo tenham grandes custos para a saude
publica. Deste modo, o reposicionamento de farmacos pode ser uma
estratégia interessante, pois permite o reaproveitamento de drogas ja
aprovadas pelas instituicdes para testes em modelos in silico, in vitro, in
vivo e em estudos clinicos para diferentes alvos para as quais foram
projetadas. Este € um fator importante, visto que dois tercos das drogas

em investigacdo ndo passam pela aprovacdo por estudos clinicos, seja
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pela toxicidade ou falta de eficacia (Farha & Brown, 2018; Petrova, 2014;
Zheng et al., 2018).

Interessantemente, em analise conduzida por Zheng e
colaboradores (2018), de aproximadamente 1500 farmacos aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, cerca de 20%
possuem potencial anti-infectivo, com maior atencdo para as atividades
antibacterianas e antivirais. Para isso, a triagem virtual e a interagéo destas
moléculas com proteinas sé@o estratégias essenciais na busca por possiveis
alvos e drogas a serem reaproveitadas. Em estudo, Kharkar e
colaboradores (2016) demonstraram o reposicionamento de farmacos
aprovados e existentes com potenciais atividades anti-Ebola. Dentre estes
farmacos estdo antihipertensivos, antibiéticos, antivirais e anti-
inflamatorios. Apdés a triagem virtual, testes in vitro e in vivo sao
indispensaveis, como no caso da clorciclizina, um antihistaminico que foi
avaliado para o tratamento da hepatite C cronica por um estudo clinico que
permitirdA o melhoramento desta droga para uma maior seguranca e
estabilidade (Koh et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracéo:

() a forte presenca de fatores fundamentais para a emergéncia e re-
emergéncia de infec¢des relacionadas a arbovirus no Brasil,

(i) a necessidade de implementacdo de medidas de prevengéo,
tratamento e controle para estas arboviroses;

(i)  osindicios da circulacdo do virus Rocio pelo territrio brasileiro e sua
relevancia dentro de um contexto de saude publica;

Se torna necessaria a investigacdo das estruturas virais do virus Rocio, de

modo a sugerir seu papel de envolvimento no ciclo replicativo e a auxiliar na

elaboracao de tratamentos seguros e efetivos.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo possui como objetivo geral realizar, a partir de analise
computacional, o reposicionamento de farmacos para o combate das
infeccdes relacionadas ao virus Rocio, de modo a:

a. elucidar a estrutura das proteinas estruturais e ndo estruturais do virus Rocio;
b. determinar o(s) possivel(is) alvo(s) molecular(es) e analisar virtualmente

a interacdo de farmacos ja disponiveis nas bases de dados integrando o

mercado e o Sistema Unico de Salde brasileiro;

c. identificar os possiveis candidatos frente ao tratamento deste arbovirus.
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Abstract

Arboviral diseases have high incidence in Brazil and constitute a serious public health problem.
Rocio virus (ROCV) is an arbovirus belonging to the family Flaviviridae responsible for the emergence of
an outbreak of encephalitis on the S&o Paulo state coast in the late 1970s. Although no recent case of this
virus has been reported, data suggest the circulation of ROCV throughout the Brazilian territory. Given these
indications and the strong presence of fundamental factors for the resurgence of emerging diseases in Brazil,
this work aims to obtain, from virtual screenings, possible targets and therapeutic molecules redirected to
fight infections related to ROCV. Here, we demonstrated that the National List of Essential Medicines of
Brazilian Unified Health System (SUS) has several molecules that could be redirected to combat this
flavivirus, as simeprevir, daclatasvir, iloprost, and itraconazole. Among them, itraconazole showed to be an

interesting candidate since it interacts with both structural and non-structural proteins of this virus.
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Highlights:

Rocio virus is a potentially reemergent infectious agent that causes encephalitis.
RENAME is a repository of freely available drugs in the Brazilian Health System.
Therapeutics available at RENAME have an optimistic perspective for repurposing.
Itraconazole interacts with ROCV non-structural proteins, especially NS1 and NS5.
Itraconazole could act as a replication inhibitor in ROCV infection.
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1. Introduction

Arboviruses (arthropod-borne viruses) have become a global public health threat due to disordered
urbanization, deforestation, garbage accumulation, and environmental changes [1]. Although dengue virus
(DENV) is the most relevant arbovirus in Brazil, followed by yellow fever (YFV), zika (ZIKV), and
chikungunya viruses (CHIKV), other pathogens have an emerging and reemerging epidemic potential, such
as llheus virus (ILHV), Oropouche virus (OROV) and the Rocio virus (ROCV) [2].

ROCV s a flavivirus that was known to be responsible for the appearance of an outbreak of
encephalitis on the coast of Brazil in the mid-1970s. It was recognized as the only encephalitis-causing
flavivirus in South America in the 1970s and the second most important arbovirus at the time, second only to
wild yellow fever. Its name was based in Iguape county’s district in which it was first discovered in the
Ribeira Valley, Sdo Paulo [3,4]. Some authors suggest that the outbreaks occurred during the period from
1973 to 1980, with approximately one thousand cases of the disease, causing about one hundred deaths and
two hundred patients with sequelae of the disease [4, 5, 6, 7,]. Symptoms of this arbovirosis include non-
specific signs, such as bloating, headache, fever, respiratory complications, malaise, vomiting, lethargy,
oropharyngeal and conjunctiva hyperemia, and neurological symptoms related to encephalitis, such as
blindness, confusion, seizures, deafness, dysarthria, meningitis, and motor and reflex abnormalities. About
20% of those affected by the disease developed sequelae, such as senses dysfunctions, dysphagia, dysarthria,
memory, motor and balance disorders, and paresthesia [5, 8].

The molecular characterization of the ROCV indicates that its genome is ~ 10.8Kb in size, with an
ORF comprising 10275 nucleotides. This region encodes a 3425 amino acid polyprotein, which, after editing
and cleavage processes, gives rise to ten common flavivirus proteins. These proteins are divided into two
groups: structural proteins (pre-membrane, envelope, and capsid - prM, E, and C) and non-structural (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5). Regarding the ORF of other flaviviruses, ROCV has a greater
identity with ILHV (77.5%) and, to a lesser extent, with other members of the Japanese encephalitis virus
group (SLEV, WNV, MVEV, and JEV) [9].

Vector studies suggest that the virus is transmitted by blood-sucking mosquitoes of the species
Psorophora ferox and Aedes scapularis. Still, some authors speculate about the susceptibility of mosquitoes
of the genus Culex to this virus. These arthropods are known to inhabit the outbreak region and other regions
Brazil, such as the states of Goias and Rio Grande do Sul, making these states susceptible to new cases.
There is no evidence to suggest that interpersonal transmission occurs, since approximately 75% of those
patients affected by encephalitis lived in different households. This is an important finding, suggesting that
the virus may be unable to sustain long epidemic cycles [4, 10, 11]. Although this epidemic has been limited
to the Vale do Ribeira region, studies suggest the circulation of the virus throughout the country. Saivish and
colleagues [12] detected viral ROCV RNA in 2 of 121 patients with a negative dengue diagnosis from a
fever outbreak between 2011 and 2013. Therefore, it is estimated that many of the cases are underreported,
given their similarity with other arboviruses, reinforcing the need to search for accurate diagnoses [13, 14,
15].
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At the moment, there is no specific antiviral treatment for arboviruses, and a rapid diagnosis is
recommended to monitor the patient's clinical condition. Symptomatic treatment is indicated, with high
consumption of fluids and a reduction in febrile symptoms by antipyretics. However, self-medication could
cover the evolution of the disease. Hemorrhagic conditions, encephalopathies and other complications must

be assisted by specific conducts [16].

While considering potentially (re)emerging infectious diseases, it is essential to search for
alternatives that may aid quickly and effectively in the treatment and do not have significant public health
costs. Thus, the repurposing of drugs can be an attractive strategy, as it allows the reuse of drugs already
approved by institutions for testing in silico/vitro/vivo models and in clinical studies for different targets for
which they were designed. This repositioning is a relevant factor since two-thirds of the drugs under
investigation do not pass approval by clinical studies, either due to toxicity or lack of effectiveness [17, 18,
19].

Bearing in mind the strong presence of fundamental factors for the emergence and re-emergence of
infections related to arboviruses in Brazil, and the need to implement prevention, treatment, and control
practices for those pathogens, we investigated the repurposing of drugs to fight infections related to ROCV,
based on computational elucidation of its proteins.
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2. Material and Methods
2.1 Obtaining the genomic sequence

The genomic sequence of the Rocio virus was obtained from the NCBI Viral Genomes Resource
[20], under access code NC_040776.1 [21]. The coding regions were identified based on the most recent
annotation of the genome and their virtual translation was used to obtain three-dimensional structures for all

viral proteins.

2.2. Protein structure prediction

Possible template structures were identified by similarity of amino acid sequence by BLAST search
[22] in the RCSB Protein Data Bank [23] with structural modeling of proteins being performed using the I-
TASSER pipeline [24]. The C-Score and the TM-Score were analyzed to assess the confidence value,
quality, and similarity of models. Still, the generated models were validated for permitted distribution of

residues by Ramachandran plot. Additional model evaluation was performed with SwissModel tools [25].

2.3 Potential targets selection and drug virtual screening

Proteins with the potential for "druggability”, i.e. to be inhibited to the point of weakening or
hampering the viral cycle, were selected based on the literature available for taxonomically close viruses,
while the identity degree between viral and human proteins was considered for potential off-target effects.
The identification of inhibitor candidates for the target proteins was performed by virtual screening [26, 27],
using the ZINC database of molecular structures [28] and the molecular docking server DockThor [29]. The
selected subset contained only molecules approved by the Food and Drug Administration (FDA) and
consisted of 1657 molecules, being additionally filtered only for drugs available in the National List of
Essential Medicines (RENAME) of Brazilian Unified Health System (SUS), one of the widest public health
care systems in the world [30]. DockThor dedicated virtual screening tools were employed for the docking
calculations. Each previously modeled structure was paired with the selected subset, using standard
parameters for the primary blind virtual screening. For proteins with more than one domain, docking was

performed for separate domains and complete structures.

Each protein's top 50 results were evaluated and explored according to their presence at RENAME.
We subsequently analyzed the best score results according to their frequency and pharmacological
characteristics. A refined docking was performed using proteins that demonstrated interaction with the sorted
molecules, using the following parameters: grid box edges measuring 8A x 18A x 15A, with a discretization
of 0.25A, standard search algorithm, with resulting conformers being clustered at 2A of RMSD. Drug-target
interactions were inspected via PLIP [31] and LigPlot+ [32]. All visualizations and molecular manipulations
were performed with UCSF Chimera [33].
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3. Results and discussion

3.1 ROCV structural and non-structural proteins modeling

Like other flaviviruses, genomic polyprotein results in mature proteins after specific enzymatic
cleavages in the host cell's endoplasmic reticulum (ER) [34]. Based on the ROCV polyprotein amino acid
sequence, which contains 3425 residues and 16 coding regions, we obtained 11 prototypes representing
structural and non-structural proteins of the virus. Still, the individualized domains belonging to three of
these proteins (protein E of the envelope, NS3, and NS5) were elucidated separately (Box A.1l). The

modeling results are described in Table 1 and were used to perform the virtual screening.

& Envelope Glycoprotein (E)
A { Membrane fusion
o viral budding "
) % 487 am{noac1ds M: Membrane Glycoprotein (M)
ﬁm ve 3 domains P Cytotoxic effect
f Viral budding
Viroporin
75 aminoacids
@ ) ¥ 3 capsid Protein (C)
.4\\‘9 Membrane fusion
8 5 viral budding
113 aminoacids
NS1 NS4B
Non-structural proteins NS3 Vesicles formation
recruitment 3 domains STAT 1/2 inhibition
Replication Serine protease NS5
Immunologic evasion NTPase 2 domains
RNA helicase Metyltransferase
ER RNA polymerase
lumen RNA-dependent

Cytosol Al
NS2A NS4A a
Replication Regulation
Interferon o/ of NS3 ATPase
antagonist NS28 Autofagy

NS3 cofactor Interferon inhibition

Figure 1. Schematic representation of ROCV proteins. The genome polyprotein is cleaved
after translation into two types of proteins: structural proteins (A), present in the viral particle and
responsible for viral assembly, evasion, and invasion; and non-structural proteins (B), present
mainly in the endoplasmic reticulum (ER) and needed for the production of new virions.
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There are three structural proteins: capsid protein (C), envelope protein (E), and membrane protein
(M), which is cleaved from the PrM propeptide after its translation (Fig 1.A). These proteins have a binding
function to the host cell, inducing the viral genome penetration into the cytoplasm after its partial fusion, as
well as assisting in the assembly, budding, and maturation of the new viral particles. Non-structural proteins
(NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, and NS5) are present mainly in the ER and play the central role in viral
replication (Fig 1.B) [35].

The amino acid sequence comparison was able to identify similar proteins in the PDB database and
evaluate their similarity with other flaviviruses (data not shown). This step proved to be essential since the
ROCV protein structures are not resolved and incorporated in any database. Only three proteins had no
matches in this search: non-structural protein 2A (NS2A) and non-structural proteins 4A and 4B
(NS4A/NS4B), which could justify lower quality models compared to those that have at least partial direct

templates.



Table 1. Parameters from structural elucidation of ROCV proteins.

I-TASSER Ramachandran Plot
Structure . . Residues in . . . .
Size Residues in additional Residues in Residues in
C-Score TM-Score most favoured allowed generously disallowed
regions regions allowed regions regions
Capsid protein C 113 -1.30 0.55+£0.15 76% 16.7% 5.2% 2.1%
Polyprotein propeptide 56 0.55 0.79 £ 0.09 71% 24.6% 2.9% 1.4%
Glycoprotein M 75 0.12 0.73+£0.11 78.5% 16.9% 1.5% 3.1%
Envelope glycoprotein E — Central and o o o o
Dimerization domains 297 1.25 0.89 £ 0.07 76.8% 18.8% 2.7% 1.5%
Envelope glycoprotelllrl1 E - Ig-Like domain 93 1.20 0.88 +0.07 82.4% 14.9% 1.4% 1.4%
Envelope glycoprotein E — Stem/anchor 97 0.88 0.83+0.08 87.3% 7.6% 2.5% 2.5%
Envelope glycoprotein E — Complete 2.00 0.99 + 0.04 77.1% 19.5% 1.7% 1.7%
structure 487

NS1 355 1.76 0.96 £ 0.05 73.1% 23.1% 2.6% 1.3%
NS2A 132 -2.93 0.38+0.13 63.1% 24.6% 6.6% 5.7%
NS2B 127 -3.55 0.32+0.11 45.5% 42.7% 7.3% 4.5%
NS3 — S7 domain 149 1.48 0.92 £ 0.06 79.1% 19.1% 0.9% 0.9%
NS3 — DEAD domain 148 0.69 0.81 £ 0.09 T7% 20.6% 0.8% 1.6%

NS3 — Helicase domain 145 0.83 0.83+0.08 81.3% 17.9% 0.8% -
NS3 — Complete structure 442 0.81 0.82+0.08 77.8% 20.3% 0.5% 1.4%
NS4A 140 -2.43 0.43+£0.14 84.7% 10.5% 2.4% 2.4%
NS4B 247 -3.20 0.36 £ 0.12 76.7% 15.7% 5.7% 1.9%
NS5 — Fts-J like domain 168 1.27 0.89 + 0.07 87% 10.1% 2.2% 0.7%
NS5 — RNA polymerase domain 645 2.00 0.99 £ 0.03 83.7% 14.1% 0.9% 1.4%

NS5 — Complete structure 813 2.00 0.99 +0.04 82% 15.3% 1.5% 1.1%
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3.2 RENAME drugs have potential to become ROCV treatment precandidates

To investigate the "druggability” of selected targets, the subset covered only drugs deposited in the
DrugBank approved by the FDA, containing 1657 molecules. This database was submitted to the DockThor
platform along with the 19 previously modeled ROCV targets. During the blind virtual screening, 24
molecules considered structurally invalid by the platform were excluded, resulting in 1633 submitted
molecules. At the end of the docking, the 50 molecules with the best scores for each of the targets were

selected for further analysis, totaling 950 molecules.

RENAME comprises an improved and published list to guarantee access and pharmaceutical care
within the scope of SUS. It includes traditional medicines, specialized drugs, supplies, and vaccines. A
manual filtering of 950 molecules was performed according to the 2020 version to select drugs available at
RENAME. This selection included drugs present in this version, with or without combined use, and the
version exclusions. Of these 950 molecules, about 19.4% were present, 3% of which were excluded from the
current version. It must be taken into account that the molecules present in the list may or may not repeat in
the same or different dockings. Also, the atracurium/cisatracurium molecules, which are not present in the

list, were between the most prevalent and best-scored molecules on the list (Table A.1).

The target with the highest scores and an interesting number of ligands available at RENAME was
NS5. This protein has 813 amino acids and is located mainly in the nucleus of the host cell. However, it can
be found in the membrane of the endoplasmic reticulum and budding vesicles. It can form homodimers and
has post-translational modifications by phosphorylation of serine residues, which stimulates nuclear
localization. In addition, it interacts with the NS3 protease [35].

Furthermore, NS5 is the most conserved protein in the flavivirus genome and has the function of
replicating the viral genome and “‘capping’’ of the genomes in the cytoplasm, methylating guanine N-7 and
ribose 2°-0. Also, it inhibits phosphorylation of STAT2 and TYK2, preventing JAK-STAT signaling and
antiviral action of the cell. Two NS5 protein domains are known: a methyltransferase domain (MTase) in the
N-terminal region and an RNA-dependent RNA polymerase domain in the C-terminal. It is also estimated

that NS5 has interferon blocking and cytokine production activities [36]

Considering the other molecular targets, we observed the highest scores on protein E of the
envelope, followed by non-structural proteins NS1, NS4B, and C. The most frequent molecules among the
best scores were the antifungal agents itraconazole and ketoconazole (present in 15 of the 19 targets), the
antivirals simeprevir and daclatasvir, and the antihypertensive iloprost. Also, we can highlight the

antiretrovirals saquinavir and lopinavir.

In order to select the best molecules and targets for repositioning, we sought to evaluate the best
scores within the selected RENAME molecules, their frequency and absence at docking, together with their
dosage, toxicity, and use properties.

Four molecules were selected (simeprevir, daclatasvir, iloprost, and itraconazole) to evaluate and
screen on the DrugBank database considering the various factors as use, dosage, contraindications, and

molecular aspects (Table 2). In view of these characteristics, only the itraconazole (ITC) and daclatasvir
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(DAC) were selected for further analysis of specific docking at the active protein site. The NS4A and

glycoprotein M proteins were excluded from the analyzes as they did not obtain results for these drugs.

Interestingly, Montes-Grajales and colleagues [37] performed an in silico identification of potential
molecules for repositioning and use in the treatment of dengue, zika, and chikungunya. Five molecules,
including pranlukast, nilotinib, conivaptan, ITC, and novobiocin, were selected for in vitro analysis.
Although demonstrating good affinity in silico, this antifungal did not show significant antiviral activity in

vitro.

Other authors report the antiviral activity of itraconazole, however, most of these activities are
related to respiratory viruses, such as rhinovirus, influenza A, and more currently, the SARS-Cov-2 virus,
highlighting that the antiviral activity of this antifungal agent should be investigated further for the treatment
of the flaviviruses [43, 44, 45].



Table 2. Particular aspects of pre-selected molecules the virtual screening.
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Molecular weight

Drug Group Administration Indication Target Adverse effects
(Da)
) o o Headache, fatigue,
Daclatasvir 738.89 Antiviral Oral Hepatitis C NS5A )
nausea, and diarrhea
I
o Neuropathy, nausea,
_ _ Inhaled Pulmonary arterial . Py .
lloprost 360.49 Antihypertensive ) Prostacyclin receptor headache, leukopenia,
I Intravenous hypertension _
ad and cardiac effects
IO _
S ) Thrombocytopenia,
Blastomycosis,
] ) bronchospasm, nasal
OO s _ Oral histoplasmosis, Cytochrome P450 o
Itraconazole P T 705.63 Antifungal o congestion, diarrhea,
K : Intravenous aspergillosis, and 14a-demethylase )
(- ) tachycardia, and
/ onychomycosis )
hypotension
v
_ _ e o - Headache, fatigue,
Simeprevir - 749.94 Antiviral Oral Hepatitis C NS3/4A

Sy

\_
7 &) <§l\
— 1§

nausea, and diarrhea
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3.3 ITC interacts with multiple ROCV targets

From the selection of ITC and DAC, we carried out new directed dockings with the target
proteins using more refined analysis parameters. The flowchart of the selection of candidate drugs

is described in Figure 2.

DAC is an agent capable of preventing viral replication during hepatitis C virus (HCV)
infection by binding to NS5 [38]. Since HCV is a flavivirus, we could expect some similar
interaction from this drug to ROCV proteins. On the other hand, ITC is a large triazole antifungal
that inhibits the ergosterol synthesis pathway and is indicated for treating fungal infections such as

aspergillosis [39].

SEQUENCE SELECTION
AND PROTEIN ALIGNMENT

KDKPTLDIRL
BIOLOGICAL MOLECULES

CATALOG SELECTION LKMEAKDLAT

PROTEIN STRUCTURE
PREDICTION BASED ON
SIMILARITY

STRUCTURES 9 0 0
1633 MOLECULES
MOLECULES

RENAME DRUG
SELECTION

VIRTUAL TOP 50 SELECTION
SCREENING

@ SIMEPREVIR

DACLATASVIR DACLATASVIR
ILOPROST - ITRACONAZOLE
ITRACONAZOLE
BEST SCORE AND FREQUENCE DRUG CHARACTERISTICS

Figure 2. Steps for the identification of drug repurposing candidates against ROCV
proteins.
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Our further analyses demonstrated an improvement in interactions between ITC and the
proteins C, propeptide, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4B, and N5A, as shown in Figure 3.

However, this same improvement was not obtained when applying the new parameters for DAC.
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Figure 3. Itraconazole interaction with ROCV proteins. (A) Capsid protein;
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(B) polyprotein propeptide; (C) envelope glycoprotein; (D) NS2A; (E) NS2B; (F) NS3; (G) NS4B

and (H) NS5.

The NS1 protein showed to be an interesting target for this drug, since it was the best

scored candidate. This 355 amino acid protein is located in the endoplasmic reticulum, being

secreted N-glycosylated in homohexameric form, and interacts with E protein and NS4B. Also, it

interacts with host CFH complement protein leading to C3 degradation. It has three destinations

after its cleavage: (i) replication cycle, where it is necessary for the formation of the replication

complex and recruitment of other NS proteins in the ER membrane structures; (ii) plasma

membrane; and (iii) extracellular compartment, being excreted in lipoparticles antagonizing

complement function and aiding in the evasion of the immune system [35]. We highlight the ITC-

NS1 interaction in Figure 4.
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Figure 4. Itraconazole-NS1 interaction.

Several authors suggest the importance of this protein in different arboviral infections,
which indicates that this could be an interesting target for therapeutics [40, 41, 42]. As previously
reported [37], ITC has a virtual interaction with arboviral proteins. However, since it demonstrated
no viral inhibition in vitro for ZIKV and DENV, its potential for treating rare emergent flavivirus

remains unknown.

Here, we investigated the interaction of the FDA-approved drugs available at the non-cost
public health care system in Brazil with an emergent flavivirus. We suggested that itraconazole
could be an exciting candidate for rapid drug repurposing in case of a (re)emergency of ROCV
infections in Brazil. This molecule demonstrated interactions with most of its proteins, especially

with NS1, which may be an interesting multitarget drug.
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Box A.1. ROCV proteins and their protein family (Pfam) catalogue entry.

Structural proteins

Capsid protein ¢ (core protein)
Protein prM
Small envelope protein M

Envelope protein E

Flavivirus capsid protein C; pfam01003
Flavivirus polyprotein propeptide; pfam01570

Flavivirus envelope glycoprotein M; cd17038

Flavivirus glycoprotein, central and dimerization
domains; pfam00869

Immunoglobulin-like domain 111 (C-terminal
domain) of Flavivirus envelope glycoprotein E;
cd12149

Flavivirus envelope glycoprotein E, stem/anchor
domain; TIGR04240

Non-structural proteins

Non-structural protein 1 (NS1)
Non-structural protein 2A (NS2A)
Non-structural protein 2B (NS2B)

Non-structural protein 3 (NS3)

Non-structural protein 4A (NS4A)
Non-structural protein 4B (NS4B)

Non-structural protein 5 (NS5)

Flavivirus non-structural protein NS1;
pfam00948

Flavivirus non-structural protein NS2A;
pfam01005

Flavivirus non-structural proteinNS2B;
pfam01002

Peptidase S7, Flavivirus NS3 serine protease;
pfam00949

Flavivirus DEAD domain; pfam07652

C-terminal helicase domain of viral helicase;
cd18806

Flavivirus non-structural protein NS4A;
pfam01350

Flavivirus non-structural protein NS4B,;
pfam01349

Fts-J like methyltransferase; pfam01728

Flavivirus RNA-directed RNA polymerase;
pfam00972
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Table A.1 Docking results for selected drugs available at RENAME and ROCYV proteins.

Rank Drug Synonym Score Total Energy Intermolecular VdW Energy Electrostatic
Energy Energy
Capside C
1 Daclatasvir -9.823 132.638 -30.886 -31.615 0.729
12 Chlorhexidine -9.144 -51.718 -32.500 -25.061 -7.439
17 Maraviroc -9.016 2.837.719 -21.062 -19.995 -1.067
22 Coreg Carvedilol -5.912 66.161 -21.168 -19.837 -1.331
25 Ombitasvir -8.885 242.927 -31.069 -25. 77T -5.292
27 Itc ltraconazole -8.867 192.329 -27.132 -26.039 -1.093
36 Olysio Simeprevir -8.756 603.070 -34.714 -22 462 -12.252
38 Eltrombopag -8.740 63.606 -50.449 -18.122 -32.327
46 Lipitor Atorvastatin -5.683 92.809 -52.450 -12.821 -39.629
50 WVentavis lloprost -§.655 103.195 -29.510 -20.530 -8.980
Polyprotein propeptide
8 Olysio Simeprevir -9.169 717125 -30.760 -28.116 -2.644
14 Itc Itraconazole -9.001 169.705 -31.770 -27.690 -4.080
17 Sqv Saquinavir -8.958 273.977 -31.414 -24 115 -7.299
23 Mix Permetrin -8.829 88.172 -25.224 -24.233 -0.991
30 Ventavis lloprost -8.784 §1.266 -28.480 -23.860 -4.620
32 Donepezil -8.736 100.024 -29.349 -24.889 -4.460
34 Risperdal -8.718 40.910 -27.528 -22.497 -5.031
35 Lpv Lopinavir -8.710 117134 -35.894 -24 416 -11.478
40 Coartem Artemeter -8.683 85624 -29.864 -21.444 -8.420
47 Mix Permetrin -8.655 151.214 -26.457 -24.27% -2.178
48 Zofran Ondansetrone -8.654 28.637 -26.459 -18.140 -6.319
49 Maraviroc -8.647 2.828.274 -30.365 -21.103 -9.262
Envelope glycoprotein M
2g Loratadine -9.064 487.871 -25.388 -23.587 -1.801
18 Capex Fluocinolone -8.996 477.916 -25.059 -25.789 0.730
40 Proscar Finasteride -6.989 337426 -26.209 -22.996 -3.213
a4 Ombitasvir -8.975 246.655 -27.093 -27.069 -0.024
A9 Doxazosin -8.949 60.319 -26.793 -26.900 -0.893
Envelope glycoprotein E - Central and dimerization domain
" Ventavis lloprost -9.17 102.439 -34.719 -22.269 -12.450
21 DB01045 Rifampicin -8.939 492.483 -40.748 -22.017 -18.731
23 DB00877 Rapamycin/ -8.916 1.286.480 -34 268 -26.562 7.706
Sirolimus
26 Loratadine -8.684 488.875 -24.545 -22.259 -2.286
30 DB01590 Ewverolimus -8.853 953.679 -33.485 -29.958 -3.627
34 DB00681 Amphotericin B -8.814 559.798 -36.573 -23.347 -13.226
38 Lpv Lopinavir -8.718 119.122 -32.124 -29.524 -2.600
44 Sqv Saquinavir -8.674 379.114.560 -33.105 -28.807 -4.298
46 Maraviroc -8.664 2.628.326 -31.221 -22.289 -8.932

50 It ltraconazole -8.635 185.691 -35.455 -29.960 -5.495
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Rank Drug Synonym Score Total Energy Intermolecular VdW Energy Electrostatic
Energy Energy
Envelope glycoprotein E — Ig-Like domain
11 Tpv Tipranavir ~9.400 141.474 -33.251 28.133 5.118
15 DB06290 Simeprevir/ Olysio 9.202 724.314 35.439 25605 9.834
16 Daclatasvir 9.151 132.094 -31.789 -29.760 2.029
21 Tacrolimus 9.109 3.464.773 28.818 29.591 0.773
27 Atazanavir -9.005 197.184 26.712 26.227 -0.485
37 Ombitasvir 8.804 241.904 32.149 26.537 5612
40 DBO0615 Rifabutin 8.871 835.053 36.271 25.410 10.861
43 Nizoral Cetoconazole 8.859 176.056 27.892 20541 7.351
45 Chlorhexidine 8.810 59.911 39.536 23182 16.354
48 Sqv Saquinavir 8.773 379.110.237 -37.681 22,932 14.649
49 It ltraconazole 8771 171.230 29.738 22520 7.218
Envelope glycoprotein E — Stem/Anchor domain
5 Daclatasvir 10.103 130.381 32278 31.752 0526
" DB00169 Cholecalcitorl 9772 737.814 27.975 27.767 0.208
" DBO0615 Rifabutin 9.750 837.187 33.545 31.383 2162
. DB008T7 Rapamycin/ 9.464 1.289.792 30.401 28.485 1.916
o8 Midazolam -9.460 109.680 27.347 24.819 2528
3 Dasabuvir 9.442 68.760 27.031 26.358 0.673
» Nizaral Cetoconazale 9.365 £20.427 33.344 26.979 6.365
3 Nonir Ritonavir 9354 54.866 -29.291 28.228 1.063
. Nix Permetrin 9.354 87.256 24.796 24.782 0.014
16 Atazanavir 9320 192.452 31.208 29,584 1624
0 Careg Carvedilol 9.280 63.815 23.870 24.739 0.869
NS1
2 Olysio Simeprevir 9916 712.352 41.382 35.140 6.242
10 Tov Tipranavir 9.568 140.809 34.724 32.366 2358
14 Nizoral Cetoconazole 9.462 186.066 -35.820 -32.906 2914
16 Nizoral Cetoconazole 9.454 169.874 33823 -32.008 1815
19 Nizoral Cetoconazole 9.410 519851 33.757 -31.866 1.891
20 DB00169 Chalecalciferol/ -9.403 736.462 29509 27717 1792
Vitamin D3
21 Maraviroc 9397 2.824.5682 34351 -30.356 -3.995
25 DBO0615 Rifabutin -9.351 836.775 35.317 -30.087 5.230
26 DB01590 Everolimus 9337 948.064 41.043 33.207 75836
30 Olysio Simeprevir 9302 599.618 37.205 -28.248 8.957
44 It ltraconazole 9.209 181.473 37.812 -35.988 1824
46 Ventavis lloprost 9195 79.044 32678 31.047 1631
47 Ite ltraconazole -9.188 166.712 -37.940 -32.856 5.085
NSZA
2 Olysio Simeprevir ~9.662 610.762 ~27.889 27691 0.198
3 Ventavis lloprost -9.558 82.032 -30.950 -28.490 2,460
8 Nizoral Cetoconazale 9303 191.030 31.557 22517 9,040
1 Nix Permetrin -9.220 90.627 22.711 22,348 0.363
12 ftc ltraconazole 9184 192606 24.840 24,643 0.197
13 Daclatasvir 9164 135.034 29.558 27.719 1.839
20 DB00169 Cholecalciferolf 9.036 744.669 21.783 20,323 1.460
Vitamin 03
41 Doxazosin 8.821 72.744 25.026 23583 1.443
44 fte ttraconazole .79 174.685 27.760 22722 5.038
46 Eprolin Vitamin E 8.773 123.920 22,545 19.805 2.740
49 Lipitor Atorvastatin 8.763 100.057 -39.806 16.991 22,815
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Rank Drug Synonym Score Total Energy Intermolecular VdW Energy Electrostatic
Energy Energy
NS2B
8 Itc ltraconazole 9.129 170.550 30,626 26.052 4574
10 Ventavis lloprost 9.026 104.464 28.041 25761 2.280
12 DB06290 Simeprevir/ Olysio -9.007 726.639 31.462 29,891 1571
19 Eprolin Vitamin E -8.851 122649 23,530 23 650 0.120
20 Midazolam 8.848 115.093 21333 21277 0.056
21 Olysio Simeprevir 8.844 716.916 34.138 23516 10.622
2 Coartem Artemeter 8.753 78.727 37.854 2333 14523
34 Proscar Finasteride _8.668 341.709 21.937 -20.885 1.052
38 Ombitasvir 8.636 243.328 -30.581 24,914 5.667
44 Ventavis lloprost -8.602 77.476 32,130 25294 6.836
48 Atazanavir -8.580 194.926 29648 22701 6.947
50 Omeprazale 8.562 37.756 04496 20.996 -3.500
NS3
5 DB00169 Cholecalciferol/ 9.159 738.928 -26.965 26.022 0.943
Vitamin D3
13 Daclatasvir 8.913 127.786 -36.241 27708 8533
15 Lpv Lopinavir -8.859 120.182 -30.627 22363 §.264
16 Tacrolimus -8.850 3.464.106 29371 24498 4873
23 Olysic Simeprevir 8.747 713.586 -36.430 27,555 8.875
31 Ventavis lloprost 8.647 101.681 -31.668 29164 2504
34 Doxazosin -8.602 66.008 -31.530 21.048 10.482
35 DB06290 Simeprevir! Olysio 8.591 727.158 31286 23294 7.992
39 Nix Permetrin _8.566 89.522 26397 24244 1153
42 fte ltraconazole 8.546 169.274 32.356 26.156 6.200
49 fte ltraconazole 85613 186.800 31636 26.243 5393
50 DB00631 Amphotericin B 8.511 560.903 35187 18.541 16.646
NS3 — DEAD domain
12 It ltraconazole 9.261 170.155 31.283 29435 1.848
13 DB00681 Amphotericin B 9.225 559.751 -36.027 31,664 4.363
18 Tacrolimus 9.022 3.464.029 29.336 23217 6.119
22 Sqv Saquinavir -8.908 379.116.415 35849 26.931 8.918
23 Daclatasvir -8.894 131.738 31.049 28415 2634
24 DB06290 Simeprevir!/ Olysio -8.859 728.069 29780 213842 7.938
26 fte ltraconazole -8.855 190.773 31.738 25436 5.302
28 Sqv Saquinavir 8777 273.764 36,755 26.046 9709
31 Ventavis lloprost 8.753 87.693 -31.740 24376 7.364
36 Olysio Simeprevir 8.704 607.160 31582 23565 8.017
37 Lpv Lopinavir -8.686 119.269 -32.280 22252 10.028
38 Ventavis lloprost 8.675 102.647 30172 21749 §.423
45 Nizoral Cetoconazole 8.626 175.189 -28.041 -21.260 5.781
47 DB00169 Cholecalciferol/ 8.584 743.951 21.970 20.789 1.181
Witamin D3
49 Midazolam 8674 116.783 19645 19.178 0.467
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Rank Drug Synonym Score Total Energy Intermolecular Vdw Energy Electrostatic
Energy Energy
N53 — Helicase domain
4 Olysio Simeprevir -8.623 719.305 -25.811 -22 367 -T.444
o DB00169 Cholecaciforal 8,550 740.497 26.196 22.445 3,751
10 Daclataswir -8.544 131.400 -33.532 -25.094 -8.438
15 Nizaral Cetoconazol -8.463 526.791 27113 -24 565 -2.548
18 DB008T7 R;ﬂim'ﬁ ;”" 8454 1.290 256 -30.403 -23.287 7116
27 Atazanavir -5.401 197.911 -26.000 -23.638 -2.362
30 DB06290 Simeprevir/ Olysio -8.291 725.038 -33.551 -18.300 -15.251
36 Sqv Saquinavir -§.232 272149 -36.564 -23.605 -12.959
19 Tacrolimus -8.216 3.465.944 -27.207 -26.593 -0.614
40 MNizaral Cetoconazole -8.211 244 835 -28.718 -25212 -3.506
A5 Mizoral Cetoconazole -5.179 174.780 -29.845 -23.564 -6.281
49 Atorvastatin -8.159 64 967 -37.082 -18.427 -18.655
NS4A
14 Lpv Lopinavir -9.049 123.396 -27.978 -27.026 -0.952
28 Atazanawvir -8.873 197308 -27.139 -26.179 -0.960
32 Mix Permetrin -8.819 141.981 -26.334 -25.866 -0.468
3 Nizoral Cetoconazole -8.768 529266 -24 168 -22.586 -1.582
46 Omeprazole -8.718 43.248 -22 478 21727 -0.751
NS4B
4 Daclataswvir -9.880 130.250 -33.855 -33.110 -0.745
5 Lpv Lopinawvir -9.832 119.385 -32.806 -30.759 -2.047
13 ltc ltraconazole -9.514 170.309 -31.306 -29.895 -1.411
15 Epralin Vitamin E -9.421 118.596 -27.113 -25.842 -1.271
KChl Itc ltraconazole -9.202 191.704 -30.877 -27.232 -3.645
35 DB00169 Cholecalciferol/ 9.110 741.784 24.100 -24.236 0.136
Vitamine D3
39 Coartem Artemeter -9.103 86.923 -26.280 -27.447 -0.833
40 Wentavis lloprost -9.098 87.505 -29.751 -28.649 -1.102
41 DB01590 Everalimus -9.097 954 540 -32.154 -27.031 -5.123
44 DB00681 Amphotericin B -9.068 560.188 -35.611 -26.974 -6.637
46 Ventavis lloprost -9.060 79.488 -31.128 -31.100 -0.028
47 Sqv Saquinavir -9.052 277.500 -29.831 -29.758 -0.073
48 Bromocriptine -9.041 217.252 -26.673 -27.445 0772
NS5 — Fts-J like Methyltransferase
& Zofran Ondansetrone -8.957 25,955 -28.118 -27.351 -0.767
8 Doxazosin -8.935 54 485 -34.555 -31.382 -3.173
9 DB01590 Everolimus -8.928 956.469 -33.035 -22.427 -10.608
33 Ite ltraconazole -8.618 188.800 -34.118 -26.666 -7.452
34 DB06290 Simeprevir/ Qlysio -8.610 719.067 -40.514 -25.221 -11.293
37 Diabeta Glibenclamide -8.585 4141 -38.189 -23.522 -14 667
44 Ombitaswvir -8.564 246.024 -27.998 =27 414 -0.584
48 Primogyn Estradiol valerate -8.548 165.436 -31.023 -21.300 -9.723
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Rank Drug Synonym Score Total Energy Intermolecular VdW Energy Electrostatic
Energy Energy
NS5 — RNA Polymerase
2 Olysio Simeprevir -9.926 710.316 -38.521 -36.163 -2.358
4 Tacrolimus -9.662 3.457.089 -36.168 -35.451 0717
8 Ite ltraconazole -9.422 157.738 43.783 -36.804 -6.979
i Mizoral Cetoconazole -9.390 184 467 -37.778 -35.825 -1.953
17 Itc ltraconazole -9.212 180.852 -38.571 -33.713 -4.858
18 Daclatasvir -9.173 124 558 -40.198 -39.048 -1.150
19 Sqv Saquinavir -9.140 379.108.395 -39.768 -35.994 -3.774
21 Nizoral Cetoconazole -9.123 240.695 -34.974 -31.365 -3.609
24 Enythromycin -9.106 649.802 -33.872 -32.036 -1.836
34 DB00615 Rifabutin -9.026 835.478 -35.345 -32.207 -3.138
35 Dasabuvir -9.016 60.502 -38.378 -28.761 -9.617
36 Nizoral Cetoconazole -9.016 167.616 -34.971 -33.492 -1.479
38 Loratadine -8.992 484.825 -28.730 -27.919 -0.811
42 Sqv Saquinavir -8.967 1.207.292 -30.733 -29.929 -0.804
48 Olysio Simeprevir -8.905 600.288 -38.527 -26.476 -12.051
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5. DISCUSSAO

A estratégia de reposicionamento de farmacos se tornou uma aliada para a
rapida triagem e direcionamento de moléculas ja aprovadas para o tratamento
doencas novas e reemergentes. Levando em consideracdo que cerca de dois
tercos dos farmacos em desenvolvimento ndo possuem eficacia comprovada e
ndo tém um indice aceitavel de toxicidade em testes clinicos, a perspectiva de
tratamento para surtos de doencas negligenciadas se torna cada vez mais
onerosa e prolongada para o desenvolvimento de novos candidatos (Farha &
Brown, 2018; Petrova, 2014; Zheng et al., 2018).

Tendo esta perspectiva para este estudo, investigamos 0s potenciais
candidatos aprovados pelo FDA e presentes no RENAME para reposicionamento
de farmacos em caso de uma re-emergéncia de infeccbes pelo virus Rocio no
Brasil, visto que dados sugerem a circulagéo do virus pelo territorio brasileiro e os
testes diagndsticos possuem baixa capacidade de identificacdo para arbovirus
diferentes de DENV e CHIKV (Casseb et al., 2014, Silva et al., 2014, Silva, 2018).

O ROCV é um virus do género Flavivirus, +ssRNA capaz de produz uma
poliproteina precursora de 3425 aminoacidos que possui 16 regifes codificantes
para suas treze proteinas estruturais e ndo-estruturais (Kuno & Chang, 2005).
Devido sua caracterizacdo molecular tardia e falta de interesse apds a epidemia
de encefalite dos anos 1970, as proteinas do ROCV néo estdo elucidadas e
incorporadas nas bases de dados. Neste estudo, realizamos a modelagem
molecular destas proteinas a fim de servirem como base para estudos de
interacdo de moléculas aprovadas pelo FDA a partir da metodologia de
atracamento molecular.

Com o intuito de selecionar farmacos aprovados pelo FDA disponiveis na
RENAME, foi realizada uma filtragem manual das 800 moléculas de acordo com a
versdo do ano de 2020 desta relacdo. Esta selecdo incluiu drogas presentes
nesta versdo, com ou sem utilizacdo combinada, levando em consideracédo as
exclusdes desta lista. Destas 800 moléculas, cerca de 21,7% estavam presentes
na Relacdo, sendo 3% dessas moléculas drogas excluidas da versao atual. Cerca
de 8% foram excluidas por serem moléculas sem identificacdo na base de dados.

Ainda, a molécula do atracurio, que ndo esta presente na Relacéo, foi uma das
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moléculas de maior prevaléncia na lista com presenca nas primeiras posicoes
(9%). Totalizando, cerca de 39% das moléculas selecionadas nas 50 primeiras
posi¢cdes foram catalogadas. Deve-se levar em conta que as moléculas presentes
na lista podem ou nao se repetir no mesmo ou em diferentes atracamentos.

Visando selecionar as melhores moléculas e alvos para a continuidade do
estudo, buscou-se avaliar os melhores scores dentro das moléculas selecionadas,
sua frequéncia e auséncia no atracamento, juntamente com suas propriedades de
posologia, toxicidade e uso.

As moléculas que apresentaram melhor score foram os antivirais
daclatasvir (-10.103 para proteina E do envelope; -9.880 para proteina NS4B e
9.823 para proteina C do capsideo) e o simeprevir (9.926 para a RNA polimerase
e -9.880 para a proteina NS1). Entretanto, esta segunda molécula foi excluida da
versdo atual do RENAME devido a descontinuidade do medicamento pela
industria farmacéutica. Ambas as moléculas séo indicadas para o tratamento da
hepatite C em uso combinado com outros medicamentos.

Ainda, a molécula mais frequente nesta selecdo foi o itraconazol, um
antifangico triazolico presente como ligante potencial de 12 das 16 proteinas,
seguido por simeprevir (11/16), iloprost (9/16), daclatasvir (9/16), cetoconazol
(8/16), saquinavir (8/16), lopinavir (8/16), permetrina (5/16) e tipranavir (2/16).

Levando em consideracdo os alvos moleculares, os maiores scores foram
observados na proteina E do envelope, seguido das proteinas néo-estruturais
NS1, NS4B, proteina C do capsideo e RNA polimerase.

Por fim, foram selecionadas quatro moléculas, sendo elas: simeprevir,
daclatasvir, iloprost e itraconazol, para prosseguir com avaliagdo e triagem no
DrugBank levando em conta os diversos aspectos para uso, posologia,
contraindicagcbes e aspectos moleculares. Interessantemente, Montes-Grajales e
colegas (2020) realizaram uma identificacdo in silico de potenciais moléculas para
reposicionamento e uso no tratamento de dengue, zika e chikungunya. Cinco
moléculas, dentre elas pranlukast, nilotinib, conivaptan, itraconazol e novobiocina,
foram selecionadas para analises in vitro. Embora demonstrando uma boa
afinidade in silico, este antifingio ndo demonstrou atividade antiviral significativa

in vitro.
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Tendo em vista estes aspectos, foram selecionados apenas as moléculas
do itraconazol e do daclatasvir para andlises posteriores de atracamento cego e
localizado no sitio ativo das proteinas, exceto na proteina ndo-estrutural NS4A e
glicoproteina M do envelope que ndo obtiveram resultados para estes farmacos.

A partir das andlises realizadas, observamos um melhoramento no
atracamento do itraconazol junto as proteinas estudadas. Entretanto, este mesmo
melhoramento nédo foi possivel quando utilizada a molécula do daclatasvir. A partir
deste resultado observamos que a proteina NS1 se revelou uma forte candidata
como molécula-alvo do itraconazol, visto que, além do score interessante frente a
atracamento molecular, possui papel essencial na replicagéo viral e atuacao das
outras proteinas. Este resultado se mostrou bastante interessante, visto que esta
proteina esta relacionada com o recrutamento de outras proteinas ndo-estruturais
e desempenha papel importante no ciclo viral dos flavivirus. Alguns autores ja
demonstram esta molécula como um alvo em potencial para o tratamento da zika
e dengue (Cavazzoni et al., 2020; Gongalves et al., 2020).

Podemos apontar alguns pontos fortes e limitagdes em nosso estudo.
Dentre os pontos fortes, destacamos o fato de que ndo existem estruturas
moleculares das proteinas estruturais e ndo-estruturais do virus Rocio disponiveis
em bases de dados, nem estudos relacionando o reposicionamento de farmacos
disponiveis no Sistema Unico de Salde para esta arbovirose. A fim de uma
melhor seguranca na predicao deste candidato, estudos de dindmica molecular e
outras analises de interacdo sdo necessarias, juntamente com ensaios in vitro no

redirecionamento desta molécula para tratamento desta e outras arboviroses.
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6. APENDICES

Proteinas estruturais e ndo-estruturais do virus Rocio

A poliproteina gendmica resulta em proteinas maduras apos clivagens
enzimaticas especificas que ocorrem no reticulo endoplasmatico da célula
hospedeira, dentre elas: a proteina C do capsideo, a proteina prM, o peptideo pr,
as proteina M e E do envelope viral, as proteinas ndo estruturais NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Essas proteinas possuem papéis estruturais e

nao-estruturais no ciclo viral e serdo explicitadas a seguir (Medeiros et al., 2007).

Proteina C do Capsideo (core protein)

Esta proteina possui 113 aminoacidos e esta presente em homodimeros
possui funcao ligante a célula do hospedeiro e de montagem do RNA em um
nucleocapsideo que forma o core da particula viral madura. Além disso, é capaz
de induzir a penetracdo do genoma viral no citoplasma apos sua fusédo parcial
com as proteinas de superficie, migrando para o nucleo de modo a modular
fungbes celulares (The Uniprot Consortium, 2019). Ainda, podem interagir com
EXOCL1 (gene que regula o complexo de exocisto que possui efeito antiviral em
flavivirus) e DICER para degradacéo. Seus dominios transmembrana contém um
sinal de retencéo do reticulo endoplasmaético.

Corroborando com resultados da literatura, foi encontrado percentual de
identidade de 56% com a proteina do capsideo do virus Kujin e 50% de

identidade com a proteina do capsideo do virus da encefalite japonesa (JEV).

Proteina prM e peptideo pr

A proteina prM age como uma chaperona durante a montagem intracelular
do virion, blogueando a ativagdo da proteina E do envelope pela formacdo de
heterodimeros no reticulo endoplasmatico. Possui 81 aminoacidos e identidade

de cerca de 65% com a cadeia D do peptideo pr do WNV.
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Ainda, possui modificagcdo pos-traducional, quando uma furina cliva a
proteina em duas porcdes: proteina M do envelope e no peptideo pr. Esta
clivagem pode ser incompleta em cerca de 30% das particulas virais, podendo ter
uma funcdo ndo esclarecida na evasdo do sistema imunologico (The Uniprot
Consortium, 2019). Ja o peptideo pr previne a fusdo prematura das proteinas do
envelope no aparato transgolgi ligando-se a proteina E do envelope e se

dissociando de seus dimeros apos a liberagédo do virion.

Proteina M do envelope (matrix protein)

Possui identidade de cerca de 60% com outros flavivirus, como o ZIV e
JEV. Sua estrutura contém 75 aminoacidos. Exerce efeitos citotoxicos devido a
seu ectodominio que estimula a apoptose mitocondrial. Ainda, possui funcdo no
brotamento viral e é suposto que possua atividades de viroporina. Esta proteina
estq presente na membrana do virion e no reticulo endoplasméatico da célula

hospedeira (The Uniprot Consortium, 2019).

Proteina E do envelope

Possui funcéo de ligacao aos receptores de superficie e de invasao celular
pela fusdo das membranas. Faz parte da membrana do virion juntamente com a
proteina prM. Além disso, possui funcdo no brotamento de virions, onde as novas
particulas possuem cerca de 60 heterodimeros de proteina prM e proteina E. A
modificacdo do pH ao longo do aparato de Golgi ocasiona a dissociacdo da
proteina prM e a formacao de dimeros de proteina E. Além disso, possui sitio de
N-glicosilacdo e interage com as proteina NS1 (The Uniprot Consortium, 2019).

Os monbmeros da proteina E dos membros da familia Flaviviridae
pertencem a classe de proteinas de fusdo de classe Il e sGo compostos por trés
dominios distintos (EDI, EDII e EDIII), sendo unidos na por¢édo da membrana viral
por meio de uma porgao “ancora” (anchor domain). Estes monémeros séo
capazes de sofrer alteragcdes conformacionais durante as fases do ciclo viral, em

especial durante a fusdo das membranas da célula hospedeira e da particula viral,
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onde ocorre a exposicdo da porcao terminal do EDII altamente conservada,

conhecida como fusion loop ou peptideo de fuséo (Zhang et al., 2017).

e Dominios central e de dimerizacdo (EDI e EDII)

Contém 297 aminoacidos e possui cerca de 60% de identidade com
proteinas dos WNV e JEV. Os dominios | e Il sdo peptideos descontinuos
ligados por quatro peptideos ligantes. O dominio EDI € conhecido por possuir
funcado de antigeno ndo-neutralizante e estabilizacdo da molécula, enquanto o
dominio EDII envolve a interac@o entre a particula viral e a célula infectada
(Zhang et al., 2017).

e Dominio immunoglobulin-like (EDIII)

O dominio Il possui um formato globular e esta localizado na porgcédo C-
terminal do mondémero. Esta acoplado as duas hélices “hastes” (stem) e as duas
hélices transmembrana. Em geral nos flavivirus possui um formato de barril-B com
seis fitas B antiparalelas. Ainda, possui epitopos com atividade importante contra
anticorpos neutralizantes, o que o torna um alvo interessante no desenvolvimento
de vacinas (Zhang et al., 2017).

A sequéncia deste dominio presente no ROCV contém 93 amino&cidos e
possui cerca de 60% de identidade com outras proteinas do envelope do virus da

encefalite japonesa e do virus Usutu.

e Dominio stem/anchor

Esta regido da proteina E do envelope dos flavivirus consiste em dois
dominios cationicos, hélice transmembrana e anfipaticos (TM1 e TM2). Enquanto
a primeira por¢cado age como uma proteina de parada de transferéncia, a segunda
atua como uma sequéncia sinal interna que direciona a proteina nao-estrutural
NS1 (Zhang et al., 2017).

Este dominio contém 97 aminoacidos e possui aproximadamente 70% de

identidade com a proteina E do envelope do JEV. Ainda, possui identidade de
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cerca de 38% com proteinas transmembrana do Homo sapiens.

Proteina ndo-estrutural NS1

Esta proteina esta localizada no reticulo endoplasmético e é secretada N-
glicosilada em forma homohexamérica. Interage com a proteina E do envelope e
NS4B, além de interagir com a proteina complemento CFH do hospedeiro levando
a degradacédo de C3.

Possui trés destinos apods sua clivagem: (i) ciclo de replicacdo, onde é
necessaria para a formacéao do complexo de replicacdo e recrutamento de outras
proteinas NS nas estruturas de membrana do reticulo endoplasmatico; (ii)
membrana plasmatica e (iii) compartimento extracelular, sendo excretada em
lipoparticulas antagonizando funcdo do complemento e auxiliando na evaséo do
sistema imunoldgico, inibindo a transducdo de sinal do TLR3 (The Uniprot
Consortium, 2019).

A proteina NS1 do ROCV possui 355 aminoéacidos e cerca de 60% de

identidade com os virus da zika, encefalite japonesa e oeste do Nilo.

Proteina ndo-estrutural NS2A

A proteina NS2A possui 132 aminoacidos e ndao possui nhenhum percentual
de identidade com outras proteinas do Protein Data Bank. Esta proteina de
aproximadamente 22kDa, tem funcdo na montagem do virion e antagoniza a
resposta de interferon a/B com atividade antiviral. E um componente do complexo
de replicacdo do RNA viral presente no reticulo endoplasmético da célula
hospedeira. Além disso, interage com a serino-protease NS3 via N-terminal. Sua
porcdo C-terminal esta localizada no citosol e € gerada pela protease viral (The
Uniprot Consortium, 2019; Xie et al., 2013).
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Proteina nao-estrutural NS2B

A proteina ndo-estrutural NS2B possui 127 aminoacidos e possui cerca de
70% de identidade com a flavivirina do virus da encefalite do vale Murray (MVEV)
e também é conhecida como subunidade NS2B regulatéria da protease flavivirina
e atua um cofator necessério para a funcéo da serino-protease NS3. Além disso,
pode possuir atividade desestabilizante de membranas e atuar formando
viroporinas. Esta presente no reticulo endoplasmatico do hospedeiro podendo
formar homo-oligbmeros e heterodimeros com a NS3 e pode formar homo-

oligbmeros (The Uniprot Consortium, 2019).

Proteina ndo-estrutural NS3

A proteina ndo-estrutural NS3 esta localizada na membrana do reticulo
endoplasmatico e interage com as proteinas NS2A, NS4B e NS5 néo fosforilada.
Esta ultima interacdo estimula a atividade da guanililtransferase. Ainda, forma
heterodimeros com a NS2B, seu cofator, de forma ndo covalente (The Uniprot
Consortium, 2019).

E conhecida entre os flavivirus por possuir trés atividades enzimaticas: (i)
serino- protease em associacdo com a NS2B, realizando sua autoclivagem e a
clivagem da proliproteina em sitios dibasicos no citoplasma (C-prM, NS2A-NS2B,
NS3-NS4A, NS41-2K, NS4B-NS5); (ii)) NTPase e (iii) RNA helicase. A porcdo N-
terminal desta proteina tem funcdo de serino-protease, e ndo apresenta tanto
solubilidade quanto atividade catalitica in vitro, sugerindo o envolvimento da
proteina NS2B em seu enovelamento correto, atividade e aumento de solubilidade
(Luo, Vasudevan & Vascar, 2015; The Uniprot Consortium, 2019).

Por outro lado, sua por¢cao C-terminal possui atividade de NTPase e RNA
helicase, compreendendo 3 subdominios, que podem interagir com a proteina
NS5. Por estar envolvida com a funcdo da RNA polimerase, possui uma fungao
vital no ciclo viral, podendo auxiliar na montagem correta de estruturas

secundaria. A helicase pertence a familia de ATPases da superfamilia 2 que
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contém DEAD/DEAH box, com cerca de 80% de residuos conservados, contendo
principalmente residuos de glutamina reconhecedores de adenina (da Fonseca Jr.
et al., 2017; Li, Phoo & Luo, 2014; Wu et al., 2005).

A seguir estdo citados os dominios da proteina ndo-estrutural NS3

encontrados na poliproteina genémica do virus Rocio.

e Peptidase S7 - NS3 serino-protease

Este dominio da proteina do virus Rocio possui 149 aminoacidos e

identidade de cerca de 67% com os virus da zika e do oeste do Nilo.

e Dominio DEAD

Este dominio da proteina NS3 do ROCV possui 146 aminoacidos e
identidade de cerca de 80% com os dominios cataliticos da protease dos virus

Kujin, da encefalite japonesa e do vale Murray.

e Dominio helicase C-terminal

Este dominio possui 145 aminoacidos e identidade de cerca de 75% com

os dominios helicase da proteina NS3 dos virus Kujin e da encefalite japonesa.

Proteina ndo-estrutural NS4A

A proteina NS4A do ROCV contém 140 aminoacidos e nao possui
resultados de identidade semelhante a outras proteinas. Possui trés residuos
desordenados. Esta proteina localizada no reticulo endoplasmatico possui fungéo
regulatoria da atividade de ATPase da helicase NS3, permitindo a conservacao de
energia durante o desenovelamento. Ainda, sugere-se sua participacdo na
autofagia, alteracdes de membrana e inibicdo de interferon (da Fonseca Jr. et al.,
2017; The Uniprot Consortium, 2019).
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Proteina nao-estrutural NS4B

No virus Rocio, possui 247 aminoacidos, sendo 12 residuos desordenados.
N&o possui percentual de identidade com outras proteinas. E responsavel pela
inducdo da formacéo de vesiculas do reticulo endoplasmatico necessérias para a
replicacéo viral. E capaz de inibir a fosforilagdo STAT1 induzida por interferon, de
modo a prevenir a acdo antiviral na célula. Além disso, inibe a translocagéo
STAT2 no nucleo ap6s o tratamento do interferon a, fungdo regulada pelo
peptideo sinal 2K. Interage com a serino-protease NS3 (The Uniprot Consortium,
2019).

RNA polimerase (NS5)

Esté localizada principalmente no ndcleo da célula hospedeira, entretanto
pode ser encontrada na membrana do reticulo endoplasmético e nas vesiculas
em brotamento. E capaz de formar homodimeros e possui modificacbes pds-
traducionais pela fosforilagdo de residuos de serina, que estimula a localizac&o
nuclear. Interage com STAT2 do hospedeiro que inibe a fosforilagdo. Apds todas
as proteinas virais estarem presentes, sinaliza essa para a degradacdo. Além
disso, interage com a protease NS3 (The Uniprot Consortium, 2019).

E a proteina mais conservada do genoma dos flavivirus. Possui funcéo de
replicacdo do genoma viral e “capping” dos genomas no citoplasma, metilando a
guanina N-7 e ribose 2’-O. Além disso, inibe a fosforilagdo de STAT2 e TYK2,
prevenindo a sinalizacdo JAK-STAT e acéo antiviral da célula (da Fonseca Jr. et
al., 2017; The Uniprot Consortium, 2019).

Sdo0 conhecidos dois dominios da proteina NS5: um dominio
metiltransferase (MTase) na regido N-terminal e um dominio RNA polimerase
RNA-dependente na regido C- terminal. Ainda, estima-se que a NS5 possua
atividade bloqueadora de interferon e de producgao de citocinas (da Fonseca Jr. et
al., 2017).

A seguir apresentamos os dois diferentes dominios da proteina néo-
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estrutural NS5 do ROCV.

e FTS J-like metiltransferase

Possui 168 aminoacidos e identidade de cerca de 70% com o dominio

metiltransferase da proteina NS5 do virus da dengue e do oeste do Nilo.

¢ RNA polimerase RNA-dependente

Possui 647 aminoacidos e identidade de cerca de 70% com a proteina

NS5 do virus da zika, Kunjin e da encefalite japonesa
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que codifica esta proteina. A ardiise da expressio da cipsuly de dcido hizkerbinico =
aaibda para 3 soladns de diferentes stios anatfimicos [sangue, orofaringe & lesio de
peie]. O perfil genétion destes Eolados serd avallado quanio 3 sua clonalidade por PRGE £
MLST. For fim, =i avaliado o perfil de resistinda destes miCronganiamos rente aos
antimicrobiarcs mals ubliados e prabica cinkca.

Situagior Conduido; Maturem: Fesquisa.

Huncs erwolvidos: Graduacio: (2) / Dostorado: (2) .

Integrantes: Joo Pecden Nunes Sagini - Inbegrante § Gustaws Enck Sambrana - Integranbe
J Thiago Galvio da Siva Faim - Inbegrante | Gustavo Pelicioll Riboldi - Inbegrante |
Meidimar Toifo - [nksgrants § Pedro Alves dAzsvedo - Coondenador.

AVALLACA DD EFEITO D6 RESTRICKD CALORICA, SOERE PARAMETROS DE ESTADD
REDOX ND SISTEMA MERVOSD CENTRAL DE RATOS SUBHETIOOS A INTERVENCED
MUTRDCIONAL ND PERDIDDD FETAL

Desrricio: Avalacio da restrigho caldrica durante a prenfez de AEs Wistr sobne
pardmetms do estador redos no Sshema rereso central 2 Aim de demonstar 2
alieragfies metabdlicas & produgio de radicais wes..

Situagioc Conduido; Maturem: Fesguisa.

Auncs erwoividos: Graduecio: (3) [/ Mesbado acddmicz (1] .

]m_:“m Nunes Sagind - [mbegraamte § SALOMON, TLAGD B - Intsgrants |
(RISTIAME MATTE - Coordenadar | VINDCILES STOME - Integrante.

EXERCICE0 FISIO0 MATERND COMC: ESTRATEGIA NELRDFROTETORA EM UM HOOELD
D DOENCH DE A THEIMER

Descricio: Avalacio da capaddade nesropeDtetora Oo exencicio ffsioo matemo sendbion
{natacin) duranbe 3 gestacin em modeos in wio e in vimda dosnca de Alreimer
A0VES OF ENSH0S DOGUIMIOES & OMPOFLAMENCHS, WenNianao 3 Vaeiaoe eyl &m
culhoras organotipiras, Aém de pardmeters mitocondriais, de estadn redo & sinalizacio
ceular emvolvides..

Situachoc Em andamentn; Nabeer: Pesyuis.

Blunces erwolvidos: Graduacin: (2] Doutorado: (1) .

Integrantes: Jofo Peden Munes Sagind - Inbegrante § KLETN, CAROLIKE F. - [negrante |
m,m-m;mm Salbego - Inbegrante |
BERNARDD GIMDAI - Integrante.

Dibjeins Didatiors para o Ensing da Discipiine de Meindologies Bioanal o

Desrricio: Frojeto do Programa de Inidagio & Dooénoa (FID) woltado pam o
deservnivimento de objetos ddifions & aprerdizado &m dooincis nas discipings de
Metndologles Bioaraliticas para os arsos de Biomedicing Inbegral & Biomedicina Nobama.
Situachor Em andamentn; Nabser: Exbensio.

Alunos erveoividos: Graduacio: (1) .

]I'I:Efal'h:l:h-hh:l'l:l Kunes Sagini - [nbegramte ¢ Sheda Binecker Lecke: - Conrdoradar.
Prograea do Educscis pels Trataho om Sadds (PET-Saxlda)

Descricio: Frograma de Interacio mulsdisciplinar com o infuito de promover 3 salde, a
edumcin ¢ a sequanga. dirstamente ras Unidades de Estrabigi de Saide oom os
profEsinns oM Caster slucative & preventivo, atrasés de palesTas & atividades
imEnseEnCOri e .

Situacior Conduidor Maturem: Exterein.

Iniegrantes: Jodn Peden Munes Sagini - Cooedenador | Cludia Giukano Bica - Integrante.
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Areas de atuacio

L Grande drea: Géncls Bioldgcas | Area: Miorobiclogh | Subdrea: Moobiciogsa.

2 Grande drea: Géncias Bioiogicas | Area: Biogamica.

Idiomas

Espanhol Compreence Bem, Fale Razoavefmente, LE Bom, Esorve Razoavelmente.

Inglés Compreence Bem, Falz Razcaveimente, Lé Bom, Esoreve Razcavelmente.

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Italiano Compreende Razoaveimente, Faia Poucn, LE Rarcaveimente, Escreve Razoaveimente.
Prémios e titulos

2018 Destague de sessdo da IV Mostra de Trabaihos de Ensino, Fesouis ¢ Extensdo ds URCSPA

pelo trahalho de conckucln de awso, UFCSPA.

Producdes

Producio bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

Oroinar por
[Mw VJ
L W KLEIN, CAROUINE PERES ; HOPFE, JULIANA BENDER ; SACCOMOR], ANORE BRUM ; DOS SANTOS, BERNARDO

GINDRI ; SAGINI, JOAO PEDRO ; CRESTANI, MARLANA SCORTEGAGNA ; AUGLIST, PALLINE MACIEL ; HOZER, REGES
MATELS ; GRINGS, MATELS ; FARMEGGIANI, BELISA ; LEIPNITZ, GUILHIAN ; NAVAS, FLACTIDO ; SALBEGD, CHRISTIANNE
GAZZANA ; MATTE, CRISTLANE . Physical Exercise During Pregrancy Prevents Cognitie Impairment Induced try Amyioid-8
In Adult Offspring Rats. MOLECULAR NEUROBIOLOGY )CR, v. 55, p. 1-17, 2018

2. W STONE, VINICIUS ; AUGUST, PAULINE M. ; STOCHER, DANIELA P. ; KLEIN, CAROLINE P. ; COUTO, PARLOR.G. ;
SILVA, YASMINI D, ; SAGINL JOAO P. ; SALOMON, TIAGD B. ; BENFATO, MARA S ; MATTE, CRISTIANE . Food restriction
during pregnancy aiters brain’s antioddant neftwork In dass and ther offspring. Free Radical Research )OR, v. 9, p. 1433,
2016.

Citaglies: mes v st~ 6 | SCUPUS !

Rmpuﬂadosemanasdo
KLEIN, CARDLINE P. ; HOFPE, ). B. ; SAGINI, JOAO P. ; SACCOMORI, A B. ; CRESTANL, M. 5. ; HOZER, R. M. ; COUTO,
PARD R. G. ; SALBEGO, C. G. ; MATTE, C... mmmmmmsrmmmmm
nmummmummm:mue:mmmmm.mﬁ.rumw.mmwanms.
16,

2 STONE, VINICIUS ; AUGUST, PALILINE M. ; STOCHER, DANIELA P_ ; SRLVA YASMINI D, ; COUTO, PASLOR G. ;
MARCELING, T. B. ; SAGINI, JOAO P. ; SALOMON, TIAGD 8. ; BENFATO, MARA S. ; MATTE, C . CALORIC RESTRICTION
IN PREGNANT WISTAR RATS MOOULATES ANTIOXIDANT DEFENSES IN MOTHERS AND FUPS' CEREBELLUM. In: Sth IERO
Waorld Congress on Neurcsoence, 2015, Rio de Janedo. Uvro de resamas, 2015, 2015,

3. SAGINI, JOAO P.; STONE, V. ; AUGLST, PAULINE M. ; STOCHER, DANIELA P, ; SILVA, YASMINI D. ; COUTD, PABLOR. G.
; MARCELIND, 7. 8. ; SNLOMON, TIAGO B. [ BENFATD, MARA S. ; MATTE, C. . BRAIN ANTIOXIDANT NETWORK WAS
AFFECTED 8Y CALORIC RESTRICTION TREATMENT ON PREGNANT WISTAR RATS AND ITS OFFSPRING. In: Sth IERO Workd
Congress on Neurcedence, 2015, Rio de Janekro. Livio de Resumas, 2015, 2015,

Apnsantaqﬁs de Trabalho

SAGINI, JOAO P. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE UVA (Vitis vinttera) £ ARROZ {Oryza sativa): POTENCIAL FONTE DE
COMPOSTDS ANTIMICROSIANGS E ANTIBIOFEME. 2018, {Apresentagio de Trabaha/Outra),

SAGINI, JOAO P.. DINAMICAS TEOSRICO-FPRATICAS PARA O ENSING DA DISCIPLINA DE METCOOLOGIAS
BIDANALITICAS. 2018, (Apeesentacio de Trabaiho/Outra).

SAGINI, JOAD P.. PROTOTIPOS DE ESPECTROMETROS DE MASSAS PARA APRENDIZAGEM EM METODOLOGIAS
BIOANALITICAS. 2018, {Apeesentacio de Trabaiha/Outra).



Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

IV Mostra de Trabalhos de Ensino, Pesquisa e Extens3o da UFCSPA.RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE UVA (Vitis vinifara) E
ARROZ (Oryza sativa): POTENCIAL FONTE DE COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS E ANTIBIOFILME. 2018. (Outra).

VII Encontro do Servico de Epidemiologia e Gerenciamento de de Riscos - SEGER. 2017. (Seminario).

¥I Jornada do Servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar - SCIH. 2017. (Semindrio).

Feira de Salde. 2016. (Feira).

II Jornada de Hematologia e I Jornada Multidiciplinar do Servigo de Terapia Hematologica. 2016. (Simpdsio).

I Jornada da Liga do Sangue. 2016. (Seminario).

Jornada Académica de Biomedicina. 2016. (Simpdsio).

Museu de Anatomia. 2016. (Exposicdo).

9th IBRO World Congress on Meuroscience. BRAIN ANTIOXIDANT NETWORK WAS AFFECTED BY CALORIC RESTRICTION
TREATMENT ON PREGNANT WISTAR RATS AND ITS OFFSPRING. 2015. (Congresso).

I Mostra de Trabalhos, Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Cién.. 2015. (Simpdsio).



