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RESUMO

Atualmente, é relatado que ao menos cinco arenavirus do Novo Mundo (Junin,
Machupo, Guanarito, Sabia e Chapare) causam febre hemorragica na América do Sul. Todos
esses cinco arenavirus sdo capazes de infectar humanos e possuem o dominio final P[T/S]AP
em sua proteina Z. Esse dominio interage com o gene Tsg101 do complexo proteico ESCRT-I
humano para realizar o brotamento do virion pela membrana celular, permitindo a continua
infeccdo viral nas células do hospedeiro. Dessa forma, impedir que o virus se reproduza atraves
da inibicdo dessa interacdo é um possivel alvo a ser explorado para o desenvolvimento de
antivirais. Pensando nisso, Lu et al. (2014) realizaram uma triagem virtual para encontrar
compostos biologicamente ativos que possam realizar tal feito; com isso, o composto 4816-
0013 foi obtido, apresentando bons resultados in vitro. No presente trabalho, foram realizados
testes e analises in silico para o desenho racional de candidatos a antivirais capazes de combater
arenavirus causadores de febres hemorragicas sul-americanas. Por meio de estratégias
computacionais de predi¢do, uma biblioteca de selenilindéis analogos ao composto 4816-0013
foi analisada, verificando as moléculas que apresentariam o0s melhores resultados
farmacocinéticos e farmacodinamicos para serem selecionadas a passar as proximas fases de
ensaios computacionais, de sintese e de testes in vitro. Com a obtencdo das sequéncias de
aminoacidos da proteina Z, foi realizado o alinhamento, a correspondente reconstrucao
filogenética e a analise evolutiva dos arenavirus do Novo Mundo. A avaliacéo da biblioteca de
analogos passou, ao fim, por testes in silico, permitindo a eliminacdo dos compostos que
apresentaram maior toxicidade. Como perspectivas, vislumbra-se a realizac¢do da incorporagéo

de dados estruturais em simulacgdes de afinidade entre os compostos e o0s alvos.

Palavras-chave: arenavirus; Mammarenavirus; febres hemorragicas sul-americanas; testes in

silico.



ABSTRACT

Currently, at least five arenaviruses from the New World (Junin, Machupo, Guanarito,
Sabia and Chapare) are reported to cause hemorrhagic fever in South America. All five of these
arenaviruses are capable of infecting humans and present the final P[T/S]AP domain in its Z
protein. This domain interacts with the Tsg101 gene of the human ESCRT-I protein complex
to perform the budding of the virion through the cell membrane, allowing the continuous viral
infection in the host cells. Therefore, to prevent reproduction, inhibiting this interaction is a
possible target to be explored for the development of antivirals. With that in mind, Lu et al.
(2014) performed a virtual screening to find biologically active compounds that can perform
such a feat; hence, the compound 4816-0013 was obtained, presenting excellent results in vitro.
In this paper, in silico assays and analyses were carried out for the rational design of antiviral
candidates capable of combating arenaviruses that cause South American hemorrhagic fevers.
Through computational prediction strategies, a library of selenylindoles analogous to
compound 4816-0013 was analyzed, verifying the molecules that would present the best
pharmacokinetic and pharmacodynamic results to be selected to the next phases of
computational essays, synthesis and in vitro tests. After obtaining the amino acid sequences of
the Z protein, the alignment, the corresponding phylogenetic reconstruction and the
evolutionary analysis of the New World arenaviruses were performed. Finally, the evaluation
of the small-molecule library underwent in silico tests, allowing the elimination of the
compounds that showed greater toxicity. As future perspectives, the incorporation of structural

data will be carried out in docking simulations of affinity between compounds and targets.

Keywords: arenavirus; Mammarenavirus; South American hemorrhagic fevers; in silico tests.
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1. INTRODUCAO

Membros da familia Arenaviridae foram primeiramente relatados em 1933, quando
Amstrong & Lillie (1934) realizaram uma transmissao intracerebral de material infeccioso entre
macacos, obtido da autdpsia de um caso resultante da epidemia de encefalite de St. Louis
(AMSTRONG; LILLIE, 1934). Com esse estudo, os autores isolaram e realizaram a
propagacao, em laboratério, de um dos primeiros patdgenos do sistema nervoso central humano
descobertos, sendo pioneiros no designio do primeiro arenavirus encontrado: o virus da
Coriomeningite Linfocitaria (LCMV) (MURPHY, 1975).

Com a descoberta dos virus Junin, em 1958 (PARODI et al., 1958); Tacaribe, em 1963
(DOWNS et al., 1963); Machupo, em 1965 (JOHNSON et al., 1965); Amapari, em 1966
(PINHEIRO et al., 1966); Tamiami, em 1970 (CALISHER et al., 1970); Lassa, em 1970
(CASALS; BUCKLEY, 1970); Parana, em 1970 (WEBB et al., 1970); Pichindé, em 1971
(TRAPIDO; SANMARTIN, 1971), e Latino, em 1970 (mas apenas publicado oficialmente em
1973 (WEBB et al., 1973)), e conclusiva equivaléncia entre o conjunto de propriedades fisico-
quimicas, soroldgicas e morfoldgicas que todos os virus apresentaram, eles foram classificados
no mesmo grupo. A nomenclatura do grupo foi dada com base na analise morfoldgica
comparativa dos resultados obtidos por microscopia eletronica associada ao processo de
ultramicrotomia, na qual detectou-se a presenca de granulos finos (ribossomos internos)
encontrados no virion, com aspecto arenoso (do Latim arena, areia), caracterizando e retratando
0s “Arenavirus” (Figura 1) (MURPHY et al., 1970; ROWE et al., 1970).

Figura 1 - Imagem obtida por Murphy (1970) da particula do virus Tacaribe em contraste negativo do sobrenadante
de cultura de células Vero ultracentrifugadas; com aspecto de areia que caracteriza 0 nome desse grupo de virus.
X 330.000

Fonte: MURPHY et al., 1970
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A taxonomia do género arenavirus foi inicialmente proposta em 1971, no primeiro
relatério do Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (atual ICTV), cerca de quatro
décadas ap0s o descobrimento do LCMV (WILDY, 1971). Logo ap6s, no segundo relatério do
ICTV, em 1976, o género foi promovido a familia Arenaviridae para englobar as novas espécies
de virus murideos com morfologia de aspecto arenoso (FENNER, 1976). Com o descobrimento
de arenavirus em serpentes, em 2012 (STENGLEIN et al., 2012), a familia que era
anteriormente monogenérica, passou a acomodar um segundo novo género: 0 Reptarenavirus;
consequentemente, o género predecessor, Arenavirus, passou a se chamar Mammarenavirus a
partir de 2014 (RADOSHITZKY et al., 2015). Em 2018, a familia Arenaviridae passou a fazer
parte da ordem Bunyavirales, estabelecida em 2017 para acomodar virus relacionados com
genomas de RNA segmentados, lineares, de fita simples ambissenso ou de sentido negativo
(MAES et al.,, 2018). Atualmente, a familia conta com quatro géneros (Anntenavirus,

Hartmanivirus, Mammarenavirus e Reptarenavirus) compostos por 50 espécies, sendo 0

género Mammarenavirus o mais numeroso (Tabela 1) (KUHN et al., 2020).

Tabela 1 — Tabela da taxonomia da familia Arenaviridae da ordem Bunyavirales.

Género

Espécie

Virus (Acrénimo)

Antennavirus
(peixe-sapo)

Hartmanivirus
(serpentes)

Mammarenavirus
(mamiferos)

Hairy antennavirus
Striated antennavirus

Haartman hartmanivirus
Muikkunen hartmanivirus
Schoolhouse hartmanivirus

Zurich hartmanivirus

Allpahuayo mammarenavirus
Alxa mammarenavirus
Argentinian mammarenavirus
Bear Canyon mammarenavirus
Brazilian mammarenavirus
Cali mammarenavirus
Chapare mammarenavirus
Chevrier mammarenavirus
Cupixi mammarenavirus
Flexal mammarenavirus
Gairo mammarenavirus
Guanarito mammarenavirus

Wenling frogfish arenavirus 2 (WIFAV-2)
Wenling frogfish arenavirus 1 (WIFAV-1)

Haartman Institute snake virus 1 (HISV-1)
Dante Muikkunen virus 1 (DaMV-1)

Old schoolhouse virus 1 (OScV-1)

Old schoolhouse virus 2 (OScV-2)

Veterinary pathology Zurich virus 1 (VPZV-1)
Veterinary pathology Zurich virus 2 (VPZV-2)

Allpahuayo virus (ALLV)
Alxa virus (ALXV)

Junin virus (JUNV)

Bear Canyon virus (BCNV)
Sabid virus (SBAV)
Pichindé virus (PICHV)
Chapare virus (CHAPV)
Lijiang virus (LIJV)
Cupixi virus (CUPXV)
Flexal virus (FLEV)
Gairo virus (GAIV)
Guanarito virus (GTOV)



Reptarenavirus
(serpentes)

Ippy mammarenavirus
Lassa mammarenavirus
Latino mammarenavirus
Loei River mammarenavirus
Lujo mammarenavirus
Luna mammarenavirus

Lunk mammarenavirus
Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus

Machupo mammarenavirus
Mariental mammarenavirus
Merino Walk mammarenavirus
Mobala mammarenavirus
Mopeia mammarenavirus

Okahandja mammarenavirus
Oliveros mammarenavirus
Paraguayan mammarenavirus
Planalto mammarenavirus
Pirital mammarenavirus

Ryukyu mammarenavirus

Serra do Navio mammarenavirus
Solwezi mammarenavirus

Souris mammarenavirus
Tacaribe mammarenavirus
Tamiami mammarenavirus
Wenzhou mammarenavirus
Whitewater Arroyo mammarenavirus

Xapuri mammarenavirus

California reptarenavirus
Giessen reptarenavirus

Golden reptarenavirus
Ordinary reptarenavirus
Rotterdam reptarenavirus
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Ippy virus (IPPYV)

Lassa virus (LASV)

Latino virus (LATV)

Loei River virus (LORV)
Lujo virus (LUJV)

Luli virus (LULV)

Luna virus (LUAV)

Lunk virus (LNKV)
Dandenong virus (DANV)
Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
Machupo virus (MACV)
Mariental virus (MRLV)
Merino Walk virus (MRWV)
Mobala virus (MOBV)
Mopeia virus (MPOV)
Morogoro virus (MORV)
Okahandja virus (OKAV)
Oliveros virus (OLVV)
Parand virus (PRAV)

Aporé virus (APOV)

Pirital virus (PIRV)

Ryukyu virus (RYKV)
Amapari virus (AMAV)
Solwezi virus (SOLV)
Souris virus (SOUV)
Tacaribe virus (TCRV)
Tamiami virus (TMMV)
Wenzhou virus (WENV)

Big Brushy Tank virus (BBRTV)
Catarina virus (CTNV)
Skinner Tank virus (SKTV)
Tonto Creek virus (TTCV)
Whitewater Arroyo virus (WWAV
Xapuri virus (XAPV)

CAS virus (CASV)

University of Giessen virus 1 (UGV-1)
University of Giessen virus 2 (UGV-2)
University of Giessen virus 3 (UGV-3)
Golden Gate virus (GOGV)

Tavallinen suomalainen mies virus 2(TSMV-2
ROUT virus (ROUTV)

University of Helsinki virus 1 (UHV-1)

Fonte: KUHN et al., 2020.
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Além da classificacdo taxondmica, foi criada também uma classificacdo para distinguir
os virus do sorocomplexo Tacaribe dos virus do sorocomplexo LCM-Lassa; ou seja, para
diferenciar dois grupos de Mammarenavirus com base em caracteristicas antigénicas e
gendmicas, além de aspectos filogenéticos e geograficos (MOOLLA; WEYER, 2019; TRAUB,
1973). Dessa forma, o género Mammarenavirus é subdividido em Velho Mundo (VM), no qual
se encontram virus localizados majoritariamente na Africa, como os virus da Coriomeningite
Linfocitica (LCMV), Lassa (LASV), Lujo (LUJV), Ippy (IPPYV), Mopeia (MOPV) e Mobala
(MOBV) (MOOLLA; WEYER, 2019); e em Novo Mundo (NM), no qual se encontram virus
descobertos nas Ameéricas, e que, por sua vez, sdo divididos filogeneticamente nos clados A, B,
C e D (Figura 2); sendo que os cinco arenavirus do NM que causam Febres Hemorrégicas na
América, encontram-se no clado B, sao eles: Junin (JUNV), Guanarito (GTOV), Sabia (SBAV),
Machupo (MACV) e Chapare (CHAV), e um novo virus Sabia-Like (SBAV-L), recentemente
identificado no Brasil (FERRERO et al., 2021).

Figura 2 - Distribuicdo dos arenavirus do Novo Mundo e do Velho Mundo, diferenciando os clados do NM por
cores.

Arenaviridae

Novo Mundo | - Velho Mundo

Catarina

Skinner Tank
Tamiami

Bear Canyon
Whitewater Arroyo

Tzcaribe
Guanarito Pirital -~ . Ippy
Pichinde Amapari
Lassa
Allpahuaye Cupixi * Morogore
upixi e« o
Machupo Sabia Luio Mopeia
e F g -
Chapare Flexal
Latino .
Oliveros
veros . Parana Clado A
Tunin Clado B
@ CladoC
Clado D

LCMV

Fonte: autoral, baseada em FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012.



Tabela 2 - Arenavirus do Novo Mundo.
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Clado Virus Acronimo Distribuicdo Hospedeiro Febre Hemorragica
Flexal FLEV Brasil Oryzomys spp. Ndo
Parana PARV Paraguai Oryzomys angouya, Nao
Oryzomys buccinatus
A Pichindé PICV Colémbia Oryzomys albigularis Nao
Allpahuayo ALLV Peru Oecomys paricola, Nao
Oecomys bicolor
Pirital PIRV Venezuela  Sigmodon alstoni Nao
Guanarito  GTOV Venezuela  Zygodontomys brevicauda, Venezuelana (FHV)
Sigmodon alstoni
Amapari AMAV Brasil Neacomys guianae, Nao
Oryzomys goeldi
Cupixi CPXV Brasil Oryzomys capito Nao
Sabia SBAV Brasil ? Brasileira (FHBr)
B Chapare CHAP Bolivia ? Boliviana (FHB)
CHAPV-FH
Tacaribe TCRV Trindade e  Artibeus jamaicensis Nao
Tobago
Junin JUNV Argentina Calomys musculinus Argentina (FHA)
Machupo MACV Bolivia Calomys callosus, Boliviana (FHB)
Calomys laucha
Latino LATV Bolivia Calomys callosus Nao
C Oliveros oLvwv Argentina Bolomys spp., Nao
Neocromys benefactus
Whitewater WWAYV EUA Neotoma albigula Nao
Arroyo
D Bear BCNV EUA Neotoma macrotis, Nao
Canyon Peromyscus sp.
Tamiami TAMV EUA Sigmodon alstoni, Nao

Sigmodon hispidus

Fonte: autoral, baseada em CHARREL; DE LAMBALLERIE, 2003, 2010; FRANK et al., 2021.

As Febres Hemorragicas Sul-Americanas (FHSA) causadas por esses virus zoon6ticos

do clado B sdo caracterizadas por infec¢bes ndo patogénicas em seus hospedeiros naturais

(Tabela 2), acarretando a disseminacao do virus entre roedores através do contato com excretas

e secregOes infectadas, como fezes, urina e saliva (FRANK et al., 2021). Dessa forma, por

estarmos tratando de roedores selvagens como vetores, a infeccdo em humanos €

substancialmente mais prevalente entre trabalhadores do ramo da agricultura, que estdo mais

expostos ao habitat natural do murideo, em comparagdo com o resto da populacéo; destacando

que 0 numero de casos em homens é trés vezes maior que em mulheres, provavelmente pela

diferenca quantitativa entre os sexos no trabalho rural (MILLS et al., 1994). Além disso, assim

como profissionais que trabalham no campo, pesquisadores que trabalham em laboratério com

andlise direta de arenavirus tém maior risco de infeccdo (SEWELL, 1995).
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A prevaléncia das FHSA também estd diretamente relacionada & dindmica das
populacbes dos hospedeiros, sendo a distribuicdo de cada virus limitada pela distribuicdo do
hospedeiro correspondente. Outro fator considerado no aumento dos contagios esta
correlacionado com a sazonalidade, posto que, em areas endémicas, ha maior exposi¢cdo dos
humanos aos hospedeiros em épocas de cultivo e colheita (CHILDS; PETERS, 1993).
Mudancas ecoldgicas naturais, como tempestades e consequentes inundacées, também tém sido
relevantes para mudancas no comportamento e dindmica de populacdo do hospedeiro
(CHARREL; DE LAMBALLERIE, 2010).

A forma de transmiss@o para humanos mais comum é a inalago de aerossois contendo
particulas de urina, fezes e saliva infectadas dos roedores, ou através da exposicdo de uma
porcdo da epiderme rompida, possibilitando o contato direto com material infectado, como, por
exemplo, o contagio por mordida do roedor ou o uso de agulhas ndo esterilizadas (PETERS,
1991; SARUTE; ROSS, 2017). Além desses meios, apesar de ndo serem tdo comuns, ja foram
descritas infec¢fes por transmissdo domiciliar ou hospitalar pelo contato direto co m o
individuo contaminado, bem como por transmissdo sexual (BRIGGILER et al., 1987;
SARUTE; ROSS, 2017).

Ap0s a contaminacgdo, o periodo de incubacdo é estimado entre 3 a 21 dias, havendo
pequenas diferencas entre os intervalos de incubacdo correspondentes aos diferentes arenavirus
(Tabela 3) (FRANK et al., 2021). Depois desse periodo, ocorre uma fase prodrémica de até 5
dias, envolvendo febre, mal-estar, mialgia, perda de peso e cefaléia. Os sintomas mais comuns
desenvolvidos apos essa fase, na segunda semana da doenca, sdo: nauseas, vomitos, dores
abdominais, conjuntivite, tontura e sangramento gengival; e é possivel ocorrer o agravamento
de outros sintomas de manifestagdes neurolédgicas, como delirio, ataxia, tremores, hiperreflexia,
diminuicdo do tdnus muscular, convulsées e coma; manifestacdes hemorragicas, como
petéquias na pele, equimoses, hematémese, melena, hematdria e metrorragia, podendo resultar
em faléncia de 6rgdos e, por fim, em morte (Tabela 4). Com a piora dos sintomas, essa terceira
fase da doenca ocorre em aproximadamente um terco dos pacientes com FHSA. Casos de morte
podem ocorrer de 7 a 12 dias ap6s o inicio dos sintomas, e aqueles que sobrevivem passam pela
convalescenga, que é a fase de recuperacdo, e pode durar até quatro meses, sendo caracterizada
por fadiga, irritabilidade, perda de memoria, tontura e queda de cabelo. Os pacientes que
chegam a etapa final geralmente se recuperam sem sequelas permanentes (FRANK et al., 2021;
VAINRUB; SALAS, 1994).



Tabela 3 - Principais apresentacdes clinicas de Febres Hemorragicas Sul-Americanas.
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Hemorrhagic Arenavirus Geographic Incubation Early clinical manifestations Late Clinical Mortality
Fever distribaution manifestations
Argentine Junin Virus Argentina, Buenos B- 14 days Flu-like symdrome. Lack of respiratory Late Meurolegical —15%- 30%
Hemorrhagic Aires, Santa Fe, La symptoms is cardinal syndrome [LMS) < 1% with treatment
Fever Pampa, and Cérdoba
provinces
Bolivian Machupo Virus  Bolivia, ltenez province  3- 16 days Flu-like syndrome. Mone reported 5%
Hemorrhagic One-third of cases may progress to
Fever progressive neurological and hemorrhagic
syndrome
Chaparé wirus Bolivia, Cochabamba 3- 16 days Flu-like syndrome Mone reported BIKE
{small outhreak late Gastrointestinal bleed
2003, 1 fatality) May progress to ARDS and multiorgan
failure.
Venezuelan Guanarito vinus  Venezuela, Portuguesa  Up oo 19 days  Flu-like symdrome. Mone reported 33%
Hemorrhagic and Barinas state May present with Upper Respiratory
fewver SYMpLoms.
May progress o progressive neurslogical
and hemorrhagical syndrome.
Brazilian Sabid wirus Brazil, Sao Paulo B-21 days Flu-like syndrome, may progress oo Mone reported SO
Hemorrhagic multiorgan failure
Feser

Fonte: FRANK et al., 2021

Tabela 4 - Sintomas clinicos causados pelas Febres Hemorragicas Argentina, Venezuelana, Boliviana e Brasileira.

Common clinical features of SAHF Argentine HF Venezuelan HF  Bolivian HF Brazilian HF*
Signs and symptoms
Fever 97% 927% =0 TNIrE
Malaise 74 745% 4 100%
Headache SBE 58.2% 4 THEE
Myalgia 54% 3% * 10K
LEP 64%
Arthralgia 52% 53% Mot repomed Mot reported
Oral enanthem ETE “ “ “
Odynophagia Mot described 36.5% (Tonsillar “ 3%
exudates 13%)
Cough Mot described 20% Mot described Mot described
Mausea 45% 13% * 10T
Vomiting 34% 3d% “ nE
Diarrhea Py 9 27% = =
Abdominal Pain 30% 3% - “
Gingival bleeding 1% 53% d 10
Dehydration 30% 0% - 33% (leading vo multiorgan failure)
Hemorrhagic symproms 20- 30% (2nd week) -Melena: 0% “ome-third of patients) -Metrorrhagia 33%
(Gl tract and GU track) -Hematemesis: -Hematemesis 33%
16.4%

Selzures
Neurological symptoms [confusion,
tremrs, lethargy, and coma)

Physical exam findings
Petechial rash

Lymphadenopathies

Hepatomegaly
Splenomegaly

Conjunctival congestion/periorbital edema

Laboratory findings
Thrombocytopenia < 100,000/ mm*
Leukopenia <4000/mm*
Proteinuria =1 g/L

Other

Late Meurological Syndrome

Morality

18% [2nd week and poor prognosis)
- 16% Tremors (tongue and hands)
- Progressive symptoms (poor
prognosis)

60% (common in axilla, soft palate,
and gingival margin in 15t week)
BT (cervical)

Mot common

Mot commaon

90.3%

100%
B7E
42%

1% of cases treated with Junin virus
immune plasma
15%~ 30% (< 1% with rreatment)

-Rectal bleeding:
9%

182%
Approsimately
one-third

16%E

24%

6%

2%

15%

T

BR.7E

Mot described
Mot described

3I3%

“one-third of patients)

3%
Approximately one-third

33% (conjunctival petechiae)

‘ GE% [cervical)
N

a

‘ Mot described
100% B6%

100 BEL

‘ I3%

Mot described Mot described
B%-15% 3%

LBP: low back pain.

* literarure does not specify the presence or frequency of sign/symptom.

b described in cases withour the specification of frequency of finding.

* described as *often” present without the specification of frequency of finding.
* described as present in “most cases” without the specification of frequency of finding.
* based on 3 cases, 2 were laboratory-acquired.

Fonte: FRANK et al., 2021



19

Atualmente, a taxa de mortalidade das FHSA é de 15% a 35%, sendo que 0s principais
indicativos de risco para aumento da mortalidade apresentam-se na terceira fase da enfermidade
e sdo eles: o desenvolvimento de caracteristicas hemorragicas; o desenvolvimento de sintomas
neuroldgicos; o choque com a faléncia de multiplos érgéos; a sepse e superinfeccdo bacteriana;
a trombocitopenia e, por fim, a leucopenia (FRANK et al., 2021). Devido ao quadro clinico
extremamente grave da doenca, os arenavirus do clado B causadores de febres hemorrégicas
requerem nivel 4 de biosseguranca para manipulacio em laboratorios (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006) e foram classificados como patdgenos de categoria A, de acordo com o Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos. Nessa categoria sdo incluidos os
patdgenos de alta prioridade que representam um risco para a seguranca nacional
potencialmente causadores de mortes em massa (CDC, 2000). Dessa forma, é estabelecido
mundialmente que as FHSA sdo consideradas de alto risco por provocar doencas fatais e
apresentar alta taxa de letalidade.

Até a atual conjuntura, na América do Sul, foram identificadas quatro diferentes Febres
Hemorragicas causadas por cinco arenavirus distintos: a Febre Hemorragica Argentina (FHA),
causada pelo virus Junin; a Febre Hemorragica Boliviana (FHB), causada pelos virus Machupo
e Chapare; a Febre Hemorragica Venezuelana (FHV), causada pelo virus Guanarito e a Febre
Hemorragica Brasileira (FHBr), causada pelos virus Sabia e Sabia-Like. Nas Américas, a
primeira Febre Hemorrégica reconhecida foi a FHA, noticiada no inicio da década de 1950 na
regido noroeste da Provincia de Buenos Aires (PARODI, 1958; RAPP; BUCKLEY, 1962). As
FHSA sdo conhecidas ha mais de 70 anos, com casos reportados esporadicamente, sendo 0 mais
recente em janeiro de 2020, com um caso fatal de FHBr, no estado de S&o Paulo, causado pelo
virus Sabia-Like (DE MELLO MALTA, 2020).

Quantitativamente, a FHA apresentou 0 maior nimero de casos quando comparada com
as outras FHSA, com aproximadamente dois mil casos apenas na regido de Pergamino - uma
provincia de Buenos Aires - entre 1965 e 1974 (MAIZTEGUI, 1975). Até 1998, houve o
diagnostico de 100 a 800 casos por ano relacionados ao virus Junin na Argentina, e, desde o
primeiro relato em 1950 até hoje, a doenca totalizou aproximadamente trinta mil casos
sintomaticos (CHARREL ; DE LAMBALLERIE, 2003; MAIZTEGUI et al., 1998).

A segunda febre hemorragica que contou com o maior numero de infeccdes foi a
boliviana (FHB), da qual mais de mil casos j& foram relatados; embora ndo tenham sido
registrados novos casos por um periodo de 20 anos, entre 0s anos de 1964 e 1990. (CHARREL,
DE LAMBALLERIE, 2003). Apos esse periodo, todavia, foram documentados dezenove casos
de infeccdo pelo virus Machupo durante a decada de 1990; um caso de infeccdo pelo virus
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Chapare proximo a Cochabamba em 2003 e, mais recentemente em 2019, houve um pequeno
surto da doenca com cinco infecgfes causadas pelo virus Chapare (FRANK, 2021; PROMED,
2020; SARUTE; ROSS, 2017).

Em relacdo a FHV, foram registrados aproximadamente duzentos casos até hoje, sendo
que houve, também, um surto dessa doenca, com 18 casos noticiados, em 2002 (CHARREL,;
DE LAMBALLERIE, 2003). Por fim, no Brasil, houve o relato de apenas quatro casos de FHBr
provocados pelo virus Sabid, todos no estado de Sdo Paulo: o primeiro caso ocorreu por
infeccdo natural na década de 1990; o segundo por contaminacdo no laboratério, com amostras
relacionadas ao paciente infectado; o terceiro ocorreu em 1999 na cidade de Espirito Santo do
Pinhal e, mais recentemente, o quarto caso de FHBr ocorreu em Sorocaba no inicio de 2020
(CHARREL; DE LAMBALLERIE, 2003; DE MELLO MALTA et al., 2020).

A frequéncia esporadica de infeccdo por arenavirus do clado B pode ser explicada,
principalmente, pelo fato de que a localizagdo do habitat natural do hospedeiro praticamente
limita-se a zona rural. Entretanto, ha um crescente nimero de estudos que indicam o alto grau
de plasticidade genética dos Mammarenavirus, podendo resultar em uma reemergéncia da
doenca caso haja a adaptacdo a novos hospedeiros em um transbordamento zoonético
(LUKASHEVICH; DE LA TORRE, 2021). Zapata et al. (2013) sugeriu que a mudanca de
hospedeiro é responsavel pela evolucéo do virus, e essa troca é provavelmente devido a uma
polimerase viral propensa a erros ou devido a recombinacdo que ocorre com a coinfecgdo de
varios arenavirus diferentes em uma Unica espécie de murideo (ZAPATA; SALVATO, 2013).
Ainda, o contato dos vetores murinos selvagens com os da cidade ja foi evidenciado em grandes
centros urbanos do Brasil e da Argentina, sendo esse um cenario que poderia facilitar a
transposicao de barreiras interespecificas encontradas pelos virus (CASTILLO et al., 2003;
MASI et al., 2010).

Conforme proposto por Luna (2002), a emergéncia de doencas infecciosas € definida
por multifatores (LUNA, 2002); entretanto, devido as caracteristicas de formacdo social,
politica, econdmica e cultural do Brasil, 0 pais retne as condi¢des necessarias para uma possivel
reemergéncia de FHSA. Apesar da relacdo especifica de cada arenavirus com seu hospedeiro
roedor, € sabido que uma Unica mutacgdo especifica seria suficiente para alterar o tropismo viral
de células murinas para células humanas (SIMULUNDU, 2016), possivelmente sendo t&o
acessivel quanto a alteracdo do tropismo viral de células de ratos selvagens para ratos urbanos.
Além disso, também foi publicado que células ja infectadas com virus Junin ndo impedem a
infeccdo por outro arenavirus (GAUDIN; KIRCHHAUSEN, 2015).
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Portanto, levando em consideracgdo o potencial de transmisséo de pessoa para pessoa; a
alta mortalidade; a possibilidade de mutacGes que alterem o tropismo viral e a possibilidade de
ocorrerem infeccdes distintas causadas por diferentes arenavirus em apenas um individuo, é
necessario que, com alguma urgéncia, sejam avaliados e estudados tratamentos eficazes para
FHSA, ja que atualmente ha uma disponibilidade limitada de terapéuticas e vacinas eficientes.

Até o momento, apenas uma vacina segura e eficaz contra uma febre hemorragica
especifica foi desenvolvida: a Candid 1 de JUNV atenuada. Apesar de bons resultados na
reducdo de incidéncia da doenca, a vacina é especifica para FHA (MAIZTEGUI et al., 1998).
Na literatura também hé estudos de reposi¢do de farmacos j& aprovados para reaproveitamento
no tratamento de FHSA. Segundo Herring (2021), por exemplo, a infec¢do por arenavirus in
vitro pode ser inibida com tratamentos em que ha a combinacéo de arbidol com aripiprazol ou
sertralina, resultando na supressao sinérgica de pseudovirus contendo glicoproteina de JUNV e
LASV (HERRING et al., 2021). Apesar de estudos como esse apresentarem atividade contra
arenavirus in vitro, sua eficcia e seguranca ainda precisam ser determinadas em ensaios in
vivo. Ainda € muito relatado, também, o uso off-label de ribavirina na terapia dessa patologia;
a eficacia desse medicamento, entretanto, € apenas parcial, visto que possui uma pequena janela
terapéutica e pode provocar efeitos colaterais indesejados (MORENO et al., 2011; PARKER,
2005; WESTOVER et al., 2016). Dessa forma, ndo existe um antiviral ou uma vacina eficaz
contra todas as FHSA que tenha sido aprovado por agéncias reguladoras. Esse fato pode ser
resultado da baixa similaridade de sequéncia entre as glicoproteinas dos Mammarenavirus,
dificultando o desenvolvimento de terapéuticas amplamente neutralizantes de direcionamento
ao virus (FERRERO et al., 2021; MAIZTEGUI et al., 1998).

Até entdo, foram publicados estudos relacionados ao desenvolvimento racional de
antivirais focados em mecanismos do ciclo viral. Posto isso, atualmente, ha trés interacdes
reportadas na literatura que podem ser explorados para a elaboracdo de compostos
biologicamente ativos: a interacdo entre a proteina Z e a proteina L, duas proteinas do
hospedeiro, responsavel pela replicacdo e transcricdio de RNA viral; a interacdo entre a
glicoproteina 1 (GP1) arenaviral e o receptor de transferrina 1 humano (hTfR1), responsavel
pela entrada do virus na célula; e a interacdo entre os dominios finais da proteina Z arenaviral
e 0 gene de susceptibilidade ao tumor 101 (Tsgl01l) do complexo ESCRT-I humano,
responsavel pelo brotamento do virion (KANG et al., 2021; RADOSHITZKY et al., 2007,
WOLFF; EBIHARA; GROSETH, 2013). Até a atual conjuntura, foram propostos potenciais
antiarenavirais apenas para as duas ultimas interacdes, visto que a intera¢do entre a proteina Z

e a proteina L ainda é recente e pouco explorada.
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A proteina L é regulada pela ligacéo da proteina Z no local de saida do produto de RNA,
desempenhando, assim, um papel crucial nos processos de replicacdo e transcricdo durante o
ciclo de vida do virus. Apesar dessa interacao ser unicamente arenaviral (Figura 3), as chances
de desenvolver resisténcia a farmacos sdo relativamente baixas, posto que as sequéncias de
amino&cidos de L sdo altamente conservadas, indicando que essa interagdo e importante para o
bom funcionamento viral (DAS; ARNOLD, 2015). Além disso, essas estruturas sao
conservadas em todas as espécies de virus, aumentando a possibilidade de desenvolvimento de
farmacos de amplo espectro, tornando essa interacao promissora para estudos de planejamento
racional de farmacos (KANG et al., 2021).

Figura 3 — A) Representagdo em cartoon da estrutura JUNV L (cinza) — Z (azul), com destaque das intera¢Ges do
complexo. B,C) Detalhes das interacBes moleculares entre as proteinas JUNV L e Z, com indicagdo dos residuos
envolvidos.
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Fonte: KANG et al., 2021.

O segundo mecanismo estudado para esse fim € a entrada viral na célula. Assim, apesar
da baixa identidade (25 a 46%) entre as sequéncias de glicoproteinas dos arenavirus do clado
B, todos compartilham do mesmo receptor humano para entrada celular: o receptor de
transferrina humana 1 (hTfR-1), uma proteina transmembrana de passagem Unica que regula a
absorcdo de ferro pelas células e que possui um dominio apical onde ha interacdo com a GP1
dos arenavirus (Figura 4) (RADOSHITZKY, 2007). O receptor TfRh-1 € amplamente expresso
em diversos tipos celulares, como linfocitos ou células da mucosa; assim, a capacidade de

infectar celulas usando este receptor de superficie celular leva a alteracGes em varios sistemas
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de 6rgdos (BELL, 2016). Dessa forma, a interacdo ao mesmo epitopo em hTfR-1 que todos 0s
membros do clado compartilham (Tabela 5) torna esse alvo molecular atraente para o
desenvolvimento de inibidores de amplo espectro para entrada viral, visto que agentes antivirais
diretos, focados apenas no arenavirus, sao considerados pouco eficazes por estarem sujeitos aos
efeitos negativos de recorrentes mutac@es virais quanto a resisténcia & molécula ou mudangas

de interacdo com o farmaco.

Figura 4 — A) Representacdo em cartoon do complexo hTfR-1 e GP1 de arenavirus, indicando os dominios
presentes no receptor e a interacdo entre a GP1 e o dominio apical. B) Representacdo em superficie molecular da
diferenca entre o sitio de interacdo do hTfR-1 com a GP1(rosa) e a transferrina(laranja), indicando a ndo alteragdo
de fungdes primarias .

Fonte: A) ABRAHAM et al., 2010 B) FERRERO et al., 2021

Tabela 5 — Receptores identificados pelos diferentes arenavirus causadores de FHSA do clado B.

CcTfR1 CmTfR1 AJTfR1 ZbTfR1 NsTfR1 hTfR1

MACV X X X X X
JUNV X X X X X X
TCRV X X X

GTOV X X X
AMAV X X

SBAV - - - - - X

Fonte: ABRAHAM et al., 2010

Apesar de um alvo bastante atraente, ainda ndo foram desenvolvidas e estudadas
moléculas pequenas que possam ser facilmente sintetizadas e tenham acdo nesse receptor. Na

literatura, sdo relatados poucos estudos que exploram essa interacdo e apresentam alternativas
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com bons resultados in vitro: o anticorpo OKT9 murideo, de inibicdo competitiva por bloqueio
estérico da entrada celular (Figura 5A) (FERRERO et al., 2021); o anticorpo monoclonal
ch128.1, que inibiu eficientemente a entrada mediada pelas glicoproteinas de cinco arenavirus,
bem como a replicacdo do virus Junin infeccioso (Figura 5B) (HELGUERA et al., 2012); o
aptamero Waz capaz de se coordenar ao dominio apical do receptor e inibir a infeccéo viral
(Figura 5C) (MAIER et al., 2016) e a proteina recombinante Arenacept, que consiste na fuséo
de uma sequéncia de aminoacidos de um dominio apical de hTfR-1 e uma sequéncia de
aminoéacidos de IgG Fc (Figura 5D) (COHEN-DVASHI et al., 2020).

Figura 5 — A) Interacéo entre o dominio apical da hTfR1 (cinza) e o anticorpo OKT9 (preto). B) Representacdo
em cartoon do complexo MACV GP1 (PDB ID: 3KAS) com os residuos S338 a S368 do sitio de ligagdo putativo
ch128.1 (amarelo), sendo que N348 faz parte dos sitios de ligagdo ch128.1 e MACV GP1. C) Indicacdo dos 48
nucleotideos do nicleo do aptdmero com suas respectivas estatisticas de sequéncia para sele¢do de Waz. D)
Estrutura de Arenacept (arco-iris: N-terminal (azul) ao C-terminal (vermelho)) complexada com MACV GP1
(branco) e indicacao (Tyr211 e Asn251) das interagdes chave.
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Fonte: A) FERRERO et al., 2021 B) HELGUERA et al., 2012 C) MAIER et al., 2016 D) COHEN-DVASHI et
al., 2020.

A interacdo entre a proteina Z dos virus e o complexo proteico ESCRT humano constitui
o terceiro potencial mecanismo de a¢do para um antiviral, visto que essa interagdo é responsavel
pelo brotamento do virus (Figura 6A) (URATA; YASUDA, 2012). Para melhor delineamento
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dessa alternativa, o uso de diferentes técnicas computacionais para o planejamento de fa&rmacos
é indispensavel para a economia de tempo e custos de desenvolvimento. Dessa forma, métodos
de modelagem, dindmica e atracamento moleculares sdo estratégias iniciais para o
desenvolvimento de novos antivirais. Pensando nisso, Lu et al. (2014) realizou uma triagem
virtual de moléculas pequenas com caracteristicas farmacdides para identificar possiveis
agentes na inibi¢do do dominio P[T/S]AP da proteina Z de JUNV com Tsg101 do complexo
ESCRT humano (Figura 6B), apontando um potente inibidor (4816-0013) (Figura 6C) com
bons resultados in vitro (LU et al., 2014). A inibicdo dessa interacao proteina-proteina, portanto,
se mostrou um método promissor no desenvolvimento de antivirais para o tratamento de febres
hemorrégicas distintas causadas por arenavirus. Ademais, os estudos comprovaram a eficacia
de uma molécula pequena com G6timos resultados preliminares, e que, segundo Lu et al. (2014),
estudos futuros incluem usar abordagens de quimica medicinal para aprimorar tanto a poténcia

quanto as propriedades farmacoides da molécula.

Figura 6 — A) Brotamento de arenavirus da superficie das células infectadas. Imagem obtida por microscopia
eletrdnica de sec¢Bes ultrafinas de células Vero infectadas com LASV. Bar, 100nm. B) Esquema do mecanismo de
inibicdo da interacdo para brotamento do virus. C) Composto 4816-0013 (C20H13CIN204S).
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Fonte: A) FEHLING et al., 2012. B, C) LU et al., 2014.
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Analisando a conjuntura brasileira em que estamos inseridos; a falta de antivirais
especificos para tratamento de febres hemorrédgicas na América do Sul e a potencial urgéncia
de criacdo de terapéuticas eficientes e eficazes contra essas moléstias, este trabalho propde
estudos computacionais iniciais com uma biblioteca de compostos selenilindois baseada no
protdtipo 4816-0013 obtido por Lu et al. (2014). Esses estudos analisardo a atividade dessas
moléculas e, consequente viabilidade no emprego de antivirais capazes de combater arenavirus
através do bloqueio da interacdo Proteina Z P[T/S]JAP-Tsg101 (KIM; VENTURINI; DE LA
TORRE, 2021; LU et al., 2014). Todos os candidatos identificados serdo avaliados in silico
quanto ao seu perfil farmacocinético e potencial toxicidade para analisarmos a capacidade
druglikeness dessas moléculas propostas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os virions dos arenavirus sao esféricos ou pleomorficos; variam em diametro de 50 a
300 nandmetros e sdo estruturalmente organizados em um envelope lipidico contendo um
genoma de RNA bissegmentado de fita negativa (Figura 7A) (WOLFF; EBIHARA;
GROSETH, 2013). Cada um dos segmentos codifica duas proteinas virais em uma orientacéo
ambissenso — que é a codificacdo no sentido do RNA genémico em sentido positivo, e do RNA
complementar em sentido negativo (PICCONE; FLORES, 2007). Dessa forma, o segmento
pequeno de RNA (RNA-S) codifica a nucleoproteina (NP) e a glicoproteina precursora (preGP-
C); e 0 segmento grande de RNA (RNA-L) codifica a RNA polimerase L e o dominio RING
da proteina Z (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012).

No RNA-L, o gene Z possui polaridade positiva, 0 que significa que a regido de molde
para a sintese de proteina esta presente no RNA genémico. Porém, nesse caso, este gene ndo é
expresso pela traducdo direta do genoma; dessa forma, ocorre primeiro a sintese do RNA
complementar, a partir do qual o RNA mensageiro (mMRNA) é transcrito para, por fim, haver a
traducdo do mRNA e consequente sintese da proteina Z (Figura 7B) (PICCONE; FLORES,
2007). Embora essa proteina seja a menor proteina arenaviral, ela atua na infec¢do do patégeno
e possui diversas func@es vitais para o virus, como a regulacdo da sintese de RNA; a interacdo
com proteinas de células hospedeiras; a organizacdo do conjunto viral e o brotamento. O
brotamento, por sua vez, é uma fase primordial para a continua infeccdo de outras células no
hospedeiro, visto que nele ha a liberacdo de particulas infecciosas da membrana plasmatica para
recomecar o ciclo arenaviral (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012). Dessa forma, a
inibicdo de ligagBes especificas que possibilitam esse brotamento pode ser uma excelente via

para futuros antivirais e, por isso, sera explorada a seguir.

Figura 7-A) Segmentos S e L do RNA viral. B) Esquema da expressdo gendmica do gene Z do RNA-L.
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Fonte: A) FEHLING et al., 2012. B PICCONE; FLORES, 2007 (adaptado).
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2.1 BROTAMENTO DO VIRION COMO ALVO FARMACOLOGICO

A proteina Z é constituida por trés principais segmentos (Figura 8): a porcdo N-terminal
que possibilita 0 mecanismo de miristoilacdo — que é a acilacéo a glicina para ligacédo do acido
miristico - a porcdo do dominio RING conservado, o qual esta localizado na regido central da
proteina e coordena a ligacao de dois atomos de zinco; e a porcao final, que é constituida pelos
ultimos dominios abrigados pela parte C-terminal (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER,
2012). Esses dominios tardios intermediam o brotamento através das interacdes entre proteinas
virais e complexos de classificagdo endossémica necessarios para transporte (ESCRT), que
constituem a via de classificagdo vacuolar de proteina (VPS) (PEREZ; CRAVEN; DE LA
TORRE, 2003).

Figura 8 — Segmentos estruturais da proteina Z dos arenavirus. A miristoilagdo estd indicada em vermelho na
porcdo N-terminal.
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Fonte: FEHLING et al., 2012.

O virion dos arenavirus (Figura 9) é composto por uma superficie de glicoproteina viral
(GP) constituida por spikes de glicoproteina-1 (GP-1), glicoproteina-2 (GP-2) e peptideo sinal
estavel (SSP), necessarios para ligagdo com o receptor e para a entrada viral. Internamente, uma
camada composta de proteina Z reveste a membrana do virion, auxiliando na producdo de
particulas estruturalmente analogas a virus liberadas de células infectadas por brotamento. Por
fim, as NP associadas com a polimerase L se agrupam com 0 RNA gendmico formando juntas
0 complexo ribonucleoproteico (RNP) (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012;
URATA; YASUDA, 2012).
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Figura 9 — Organizacdo estrutural do virion de arenavirus.

Fonte: FEHLING et al., 2012.

Como a proteina Z encontra-se no revestimento interno do virion, ela coordena diversas
ligacOes adjacentes com as proteinas do virion que contribuem para a perpetuacao do ciclo viral.
Dessa forma, a proteina Z interage com a GP, que se localiza na membrana, por meio da por¢édo
N-terminal, a qual depende de miristoilacdo para associar 0 SSP a porcdo do dominio RING
(Figura 10A). Ainda, h4 a coordenacdo direta entre os aminoacidos da porcdo central do
dominio RING da proteina Z com o dominio C-terminal da NP (Figura 10B). Por fim, assim
como as NP, a interacdo entre a polimerase L e a proteina Z também € através dos aminoacidos
da porcdo do dominio RING central (Figura 10C) (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER,
2012; KRANZUSCH et al., 2010).

Figura 10 — InteracBes entre a proteina Z e as proteinas adjacentes localizadas no virion do arenavirus. A)
Glicoproteina viral (GP) composta por GP-1, GP-2 e SSP, o qual realiza a coordenacéo direta da proteina Z com
o0 conjunto GP. B) Nucleoproteina associada a por¢do RING da proteina Z. C) Polimerase L ligada a por¢do RING
da proteina Z.
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Fonte: FEHLING et al., 2012. ' L
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Todas essas interacdes especificadas sdo primordiais para a formacdo e saida do
arenavirus da célula hospedeira; ou seja, para o brotamento pela membrana plasmatica - e a
proteina Z é o regulador chave para esse processo. E através da proteina Z que hé o intermédio
da montagem do virion através do empacotamento dos componentes virais e, também, das
interacOes entre proteinas virais e proteinas do hospedeiro necessarias para a liberagcdo do novo
virion por brotamento (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012; URATA et al., 2006).

Primeiramente, para a formacédo do virion nascente (Figura 11), ha o envolvimento do
nucleocapsideo viral pela membrana lipidica derivada da célula hospedeira. Ainda, sdo
necessarias interacdes entre a proteina Z e as proteinas GP, NP e L para garantir a incorporacdo
de complexos RNP virais em particulas de brotamento que contém picos de glicoproteina
maduros. Dessa forma, a proteina Z intermedia e fixa a ligacdo entre essas glicoproteinas, pela
interacdo com o SSP, e o complexo composto por NP, polimerase L e RNA genémico, que é
responsavel pela infecgdo continua de outras células hospedeiras. Apds essa incorporacao, ha a
interacdo dos dominios finais P[T/S]AP da ultima porcdo C-terminal da proteina Z do virus
com o gene de susceptibilidade ao tumor 101 (Tsg101) do complexo ESCRT-I humano para,
finalmente, haver a cisdo da membrana e consequente separacdo entre 0 virion nascente e a
membrana da célula hospedeira, o que significa que ha a liberacdo por brotamento do virion
infeccioso da membrana plasmatica da célula (FEHLING; LENNARTZ; STRECKER, 2012;
URATA; YASUDA, 2012).

Figura 11-Interacdo da proteina Z (azul) com glicoproteinas (rosa) e com o complexo ribonucleoproteico (RNP),
composto por nucleoproteinas (verde) e polimerase L (laranja) associadas a0 RNA genémico (preto), incorporando
esse complexo viral no virion nascente para a liberag&o de virions infecciosos pela associagdo dos dominios finais
da proteina Z com o Tsg101 do complexo ESCRT-1 humano.
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Fonte: FEHLING et al., 2012. R r
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Os dominios finais codificados por Z facilitam a interagcdo com Tsg101, um componente
dos complexos de classificagdo endossémica necessarios para a maquinaria de transporte
(ESCRT), viabilizando o recrutamento da maquinaria VVPS para o local de brotamento do virus
(WOLFF; EBIHARA; GROSETH, 2013). Foi justamente nessa interacdo final que Lu e
colaboradores (2014) atuaram para inibigdo desse ciclo viral. Logo, com base na estrutura de
ressonancia magnéetica nuclear conhecida do local de interacdo Tsg101-P[T/S]AP, foi realizada
uma triagem in silico para identificacdo de possiveis inibidores competitivos. Os resultados
foram promissores, apontando um composto com maior poténcia (Figura 6C) que bloqueia a
interacdo entre os dominios tardios da proteina Z dos arenavirus (P[T/S]AP) e o Tsg101 do
complexo ESCRT-I humano, diminuindo a progressdo da doenca em individuos infectados e,
portanto, atenuando a disseminacgdo do virus (LU et al., 2014).

Os estudos de Lu et al. (2014) possibilitaram um direcionamento para um composto
promissor que apresenta bons resultados in vitro com uma baixa citotoxicidade em cultura
celular e com um ECsp < 1 uM. Além disso, prevé um possivel farmaco com um mecanismo
de acdo direcionado a uma interacdo virus-hospedeiros, diminuindo a possibilidade de
resisténcia do medicamento, visto que contorna as mutagdes virais. Posto isso, utilizando
abordagens de quimica medicinal e procurando aprimorar propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e farmacodinamicas, incluindo aumento de poténcia e seletividade do
composto base, uma quimioteca de selenilinddis foi estudada para esse fim, indicando, assim,
compostos baseados em estruturas racionais para tratar doencas associadas a infeccdo por
arenavirus (LU et al., 2014).

2.2 SELENILINDOIS

O elemento quimico selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico Jéns Jacob Berzelius
e, desde seu descobrimento até a atualidade, o selénio passou de agente considerado altamente
toxico a elemento essencial a saide humana, dado que participa de processos quimicos e
biologicos (COMINETTI; COZZOLINO, 2009). Em 1973, Rotruck demonstrou que a
Glutationa Peroxidase, uma das enzimas responsaveis pela desintoxicagdo do organismo no
combate as espécies reativas de oxigénio (EROs), é composta por selénio (Figura 12)
(ROTRUCK et al., 1973). Apo0s esse estudo, esse calcogénio foi considerado um oligoelemento
essencial para o sistema imunologico; com protecao antioxidante e acdo contra metais pesados

e xenobioticos, além de participar do metabolismo de horménios da tireoide (COMINETTI,;
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COZZOLINO, 2009). Outras fungdes do selénio ainda estudadas incluem as atividades anti-

inflamatorias, anticancerigenas e antivirais (RAYMAN, 2000).

Figura 12 — Representagdo das interacfes da glutationa com o sitio ativo da glutationa peroxidase (GPx). A

Selenocisteina est4 indicada em verde.

Glutationa

Fonte: HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008.

Paralelamente, o benzopirrol, também conhecido como indol, é um heterociclo de dois
membros, que, assim como 0 nome indica, consiste em um anel benzénico acoplado a um pirrol
(Figura 13). E um composto planar e aromatico, sendo que o nitrogénio ndo se comporta como
uma amina simples, visto que possui um par de elétrons ndo ligante coplanar aos elétrons dos
orbitais p, que participa da ressonancia, € uma ligagdo com um atomo de hidrogénio,
responsavel pelo carater acido do indol. As moléculas contendo o nucleo indélico sdo
conhecidas por comporem algumas estruturas biologicas de grande importancia, como por
exemplo o aminoacido L-triptofano e seus derivados, além dos neurotransmissores serotonina
e melatonina (FERREIRA, 2014).

Figura 13 — Estrutura do nucleo inddlico.

Fonte: autoral.
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Em uma abordagem sintética, o indol pode sofrer reacGes de substituicdo eletrofilica,
principalmente na posi¢do 3, posto que é mais reativa por possuir densidade negativa, sendo,
assim, mais suscetivel a ataque eletrofilico (Figura 14A). A reatividade dessa posi¢do tem sido
explorada pela industria farmacéutica no desenvolvimento de novos farmacos, como no caso

da indometacina, um anti-inflamatdrio néo esteroidal (FERREIRA, 2014).

Figura 14 — A) Ressonancia do indol: densidade negativa no carbono 3 (indicado em vermelho), sujeito a
substituicdo eletrofilica. B) Valores do coeficiente de reatividade de substituicdo eletrofilica aromatica,
comprovando que a posi¢do C3 é mais reativa que C2; demonstrada, também, pelo mapa de densidade eletronica
do indol.

A B A (‘- N
\ - - -
@:ﬂ\g ‘i\; @\/T?
H H H

f\/ -
N
H
B 3] L
- " _Ell
- |,__ 7 _ 0.410
N{1) "'\__,
H 0417

Fonte: A) autoral B) CHROSTOWSKA et al., 2014.

Dada a importancia do selénio na regulacdo do corpo humano, o planejamento racional
de farmacos contendo esse elemento é interessante devido a sua multifuncionalidade. Como
consequéncia do atrativo potencial biolégico de inddis substituidos, varias metodologias
sintéticas foram estudadas e desenvolvidas para a construcdo de inddis substituidos contendo
calcogénio na posicdo 3 (FERREIRA, 2014).

A incorporagdo de selénio como substituinte em indois foi primeiramente publicada por
Du (2011) sendo pouco reportada na literatura atualmente (DU et al., 2011). Ha cinco principais
metodologias sintéticas de selenilinddis que utilizam indois comerciais ou previamente
produzidos como material de partida. Esses protocolos possuem rotas sintéticas versateis, dado

que sdo capazes de produzir um amplo conjunto de moléculas derivadas com potencial
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atividade biol6gica e com um alto rendimento reacional (Figura 15) (AZEREDO et al., 2014;
FERREIRA et al., 2015; LI; WANG; YAN, 2017; LUO et al., 2016; ZIMMERMANN et al.,

2013).

Figura 15 — Compilacdo das metodologias sintéticas para obtencdo de selenindois utilizando inddis
comercialmente disponiveis como reagentes de partida. Indicando as condiges reacionais, escopos e rendimentos

descritos no protocolo.
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Fonte: autoral, baseada em: (1) FERREIRA et al., 2015 (2) LUO et al., 2016 (3) ZIMMERMANN et al., 2013 (4)
LI; WANG; YAN, 2017 (5) AZEREDO et al., 2014.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A partir de ensaios in silico, propor e analisar moléculas com potencial atividade

antiviral contra arenavirus causadores de febres hemorragicas sul-americanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar e identificar a conservacdo evolutiva e estrutural de sitios de interesse na
proteina Z-P[T/S]AP dos diferentes arenavirus hemorragicos, visando otimizar os
candidatos identificados para atuarem contra todas ou multiplas destas moléstias;

e Propor modificagdes do protétipo 4816-0013 (LU et al.,2014) e testa-las
computacionalmente quanto as propriedades ADME-T (absor¢do, distribuicdo,
metabolizacdo, excrecdo, toxicidade), identificando potenciais moléculas candidatas a
antivirais;

e Comparar os resultados obtidos nas diferentes plataformas online publicamente
disponibilizadas para determinar as moléculas com maior potencial a antiarenaviral,
com bom perfil farmacocinético e com menor probabilidade de apresentarem

toxicidade in vitro e in vivo.
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4. METODOLOGIA

4.1 FILOGENIA DOS ARENAVIRUS DO NOVO MUNDO

A filogenia molecular busca inferir a histéria evolutiva de organismos, genes ou
proteinas a partir de sequéncias de aminoéacidos ou nucleotideos, posto que podem ocorrer
mutacdes ou rearranjos através de processos evolutivos que alteram a sua estrutura ou funcao.
Quando as sequéncias de aminodcidos sdo analisadas para compreender a filogenia, sdo
utilizados como referéncia o numero de substitui¢fes de posi¢es no alinhamento de sequéncias
para descrever a dindmica das mudangas em uma linhagem ao longo de vérias geracdes, para,
desse modo, determinar os eventos que levaram ao surgimento de novas proteinas em diferentes
linhagens. A elaboracdo de um modelo evolutivo para os Mammarenavirus € uma maneira de
descrever os processos que moldam essas alteracfes nas sequéncias de aminoacidos ao longo
do tempo, resultando em representacdes graficas que explicam o contexto evolutivo desses
arenavirus (VERLI, 2014).

Posto isso, para a construcdo das arvores filogenéticas e analise de homologia entre as
proteinas arenavirais, foram obtidas as sequéncias FASTA de aminoacidos de todas as proteinas
Z de Mammarenavirus disponiveis na plataforma do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) baseada nos dados do Protein Data Bank (PDB) (NCBI, [s.d.]). Uma vez
escolhidas as estruturas peptidicas, as sequéncias foram alinhadas com o programa de
alinhamento progressivo Clustalw através da plataforma Network Protein Sequence @nalysis
(NPS@) da P6le Rhone-Alpes de Bioinformatique (PRABI); a qual também gerou a sequéncia
consenso e a porcentagem de identidade — que quantifica a similaridade entre as sequéncias
medidas pela porcentagem de caracteres idénticos entre os segmentos analisados (PRABI,
[s.d.]). A identificacdo das regiGes que ndo sofreram mutagdes nas sequéncias foi obtida para
analise de conservacdo das ligacdes alvo para atuacdo dos candidatos a farmacos. Além disso,
pensando em moléculas de amplo espectro que atuem contra diversos arenavirus, a
porcentagem de identidade das sequéncias obtidas se mostrou necessaria.

A partir dos dados moleculares resultantes, para garantir que a reconstrugéo evolutiva
das sequéncias coletadas seja fidedigna, foi utilizado o método qualitativo da Maxima
Verossimilhanga para producdo de arvores filogenéticas confidveis. Os métodos qualitativos
s&o métodos mais refinados que envolvem algoritmos que atribuem critérios de otimizacéo para
definicdo dos parametros necessarios para escolher a melhor filogenia e, dessa forma, explicar

as relacdes evolutivas mais precisamente. Através desses métodos, diversas arvores sao
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construidas seguindo um critério definido pelo algoritmo utilizado; ou seja, sdo independentes
da escolha do operador; sendo que a arvore resultante - entre todas as &rvores possiveis
produzidas, com maior probabilidade de explicar o conjunto de sequéncias do alinhamento - é
a arvore mais verossimil (VERLI, 2014).

Com o método supracitado, foi utilizada a plataforma PhyML 3.0 da Montpellier
Bioinformatics Platform para gerar as arvores filogenéticas desejadas (GUINDON et al., 2010).
Os parametros mais adequados para o tipo de organismo e sequéncia que foram
disponibilizados na plataforma foram definidos pela escolha automaética de modelo Smart
Model Selection (SMS), utilizando o critério de informacg&o de Akaike (AIC), com o intuito de
mensurar a simplicidade e qualidade do modelo estatistico e comparar e selecionar o melhor
entre eles (LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017; MCELREATH, 2015). Ao fim, os
melhores modelos de substituicdo indicados foram o Flu: um modelo de substituicdo de
aminoacidos especifico criado para melhorar a compreenséo da evolucdo dos virus influenza; e
o HIVw: um modelo probabilistico especifico de evolugdo de proteinas para HIV, sendo que
“w” (within) indica um modelo baseado em estudos intraresultados (DANG et al., 2010;
NICKLE et al., 2007). Além disso, foi indicado distribuicdo Gamma em todas as arvores
obtidas, garantindo a heterogeneidade das taxas evolutivas, e frequéncia de equilibrio empirica
nas arvores relacionadas ao clado B; ou seja, definiu-se empiricamente o ponto em que nao
existe mais alteragéo nas frequéncias dos alelos (VERLI, 2014).

Para garantir que a amostragem foi suficiente e que a filogenia é confiavel, foi utilizado
um método rapido, preciso, poderoso e robusto: o approximate Likelihood-Ratio Test (aLRT)
para ramificacGes. Esse teste de confianca de taxa de verossimilhanca é uma alternativa
competitiva ao método de bootstrap ndo paramétrico, verificando a confiabilidade nos clados
das filogenias obtidas através da comparacdo de hipoteses do comprimento das ramificacdes
(ANISIMOVA; GASCUEL, 2006). Por fim, para obtencdo das representacdes graficas de alta
qualidade das arvores filogenéticas resultantes, foi utilizada a plataforma FigTree v1.4.4
(RAMBAUT, 2018).

4.2 DESENHO RACIONAL DE SELENILINDOIS

Para o desenvolvimento das novas moléculas, primeiramente, a estrutura do composto
4816-0013 de Lu et. al (2014) foi avaliada. Foi realizada uma analise do mapa farmacoférico
com o intuito de buscar modificagdes estruturais visando maior eficacia e menor toxicidade.

Dessa forma, procurou-se utilizar o indol como estrutura privilegiada e, também, grupos
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bioisostéricos parciais da molécula ja conhecida, os quais possuem similaridade de efeito no
sitio ativo, mas, por serem estruturalmente diferentes, podem diminuir a toxicidade e aumentar
sua acdo bioldgica. Portanto, as moléculas propostas nesse trabalho mantém o farmacoforo da
molécula base, mas propdem algumas mudancas no esqueleto original, as quais passaram por
essa avaliagdo de modo a garantir que o desenho dos novos compostos melhore propriedades
ADME-T, tornando-os mais eficientes.

Logo, o planejamento de analogos inddlicos ao protétipo 4816-0013 seguiu estratégias
de substituicdo e adicdo de grupamentos farmacoforicos, além da incorporacdo de selénio para
gerar analogos selenilinddlicos, visto que a incorporacdo do selénio em moléculas organicas
implica em melhoria de bioatividade. Todas as moléculas inéditas foram avaliadas previamente

segundo a sua acessibilidade sintética, sendo considerada alta ou altissima em todos 0s casos.

4.3 ANALISE in silico: PROPRIEDADES ADME-T

Teste in silico ajudam a direcionar a pesquisa de bibliotecas de compostos candidatos a
novos farmacos; atuando através da exclusdo de moleculas que ndo apresentam bons resultados
de propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas preditas. Assim, andlises in silico sdo
ideais para testes preliminares, posto que possuem rapida obtencéo de resultados e baixo custo,
otimizando o tempo de pesquisa e evitando gastos desnecessarios com outros ensaios
biolégicos. Dessa forma, a avaliacdo computacional de aspectos de absorcdo, distribuicao,
metabolizacdo e excrecdo dos compostos planejados foi realizada com as plataformas online e
gratuitas: admetSAR 2.0 (CHENG et al., 2012; YANG et al., 2019); SwissADME (DAINA,
MICHIELIN; ZOETE, 2017) e pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015), conferindo a
relacdo dessas propriedades com caracteristicas basicas consideradas importantes para analise
— como o tamanho, o numero de insaturacdes, a polaridade da molécula, etc; e também
verificam se 0s novos farmacos se encontram dentro das regras de Lipinski (LIPINSKI et al.,
1997), se permeiam ou n&o a Barreira Hematoencefalica, se possuem boa solubilidade e se tém
potencial inibic&o de CYPs.

Em relacéo as propriedades farmacodindmicas, € essencial avaliar se os farmacos séo
potencialmente toxicos, por exemplo através dos testes descritos na plataforma ProTox Il
(BANERJEE et al., 2018). Por fim, é verificado os alvos dos compostos e se ha possivel acéo
off-target (alvos ndo intencionais) das moléculas através da plataforma SwissTarget (DAINA,;
MICHIELIN; ZOETE, 2019), verificando se poder& haver sobreposi¢cdo de alvos para uma

mesma molécula.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE FILOGENETICA

Como o presente trabalho tem por objetivo estudar os arenavirus sul-american
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0os €

propor compostos que tém como alvo a interacdo entre a proteina Z viral e o Tsg101 humano,

as sequéncias de aminoacidos obtidas foram relacionadas a proteina Z dos arenavirus do Novo

Mundo para identificacdo de conservacédo evolutiva e efeitos de mutacGes. Além disso, deu-se

maior destaque as proteinas Z de arenavirus causadores de Febres Hemorragicas em humanos.

Dessa forma, todas as sequéncias de aminoacidos da proteina Z dos Mammarenavirus Junin,

Machupo, Guanarito, Chapare e Sabiad foram alinhadas e analisadas, verificando a homol

entre essas espécies (Figura 16).

ogia

Figura 16 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de proteina Z dos arenavirus causadores de Febres
Hemorrdgicas sul-americanas. O retangulo indica o sitio considerado essencial para interacdo de Z com o receptor.

Sequéncia consenso do arenavirus Junin — identidade de 87,23%
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Sequéncia consenso do arenavirus Machupo — identidade de 86,32%
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Prim.cons. MGNCNKPPKRPPNTQTSSNQPSAEFRRTAPPSLYGRYNCKCCWFADTNLITCNDHYLCLRCHQTMLRNSELCHICWKPLPTSITVPVHPSAPPPP

Sequéncia consenso do arenavirus Guanarito — |dent|dade de 76,84%

ek KkREE s ERSRRRORR K KRR SO HOKOR KK K SOK SK KR K KRR K KK 1 KRR R HARRK KRR HORE KK

Prim.cons. MGNSKSKSNPSSSSETQKGTPTVTEFRRTAIHSLYGRYNCKCCNFADKNLIKCSDHYLCLRCLNVMLKNSDLCNICNEQLPTCITVPEEPSAP’E

Sequéncia consenso do arenavirus Chapare — identidade de 100%
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Prim.cons. MGNTKTKDRQYQSNSSQPTNTSAPVLLRRQAEPSLYGRHNCRCCWFADTNLVNCSNHYLC LKCLNTMLRRSNLCDICGEELPTTIIVPVEPSAPI

Alinhamento e sequéncia consenso do arenavirus Sabia — identidade de 86%
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AFA530911 MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP
YP_0896591  MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP
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AAQ552621 MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP

ABY598371 MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP

Z_SABVB MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP

QHW122481 MGNSKSKSKPTADQHEQQVLNNTKQVATILKRQAEPNLYGRHNCRCCWFASTNLIKCSNHY ICLRCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP
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Prim.cons. MGNSKSKSKLSANQYEQQTVNSTKQVAILKRQAEPSLYGRHNCRCCWFANTNLIKCSDHY ICLKCLNIMLGKSSFCDICGEELPTSIVVPIHPSAP

Sequéncia consenso dos arenavirus do clado B que infectam humanos* — identidade de 38
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Prim.cons. MGNCNGKSKSNQPDSSRVTVNTQPTAAEFRRTAHSSLYGRYNCKCCWFADTNLITCNDHYLCLRCHQVMLRNSDLCNICWKPLPTTITVPV PSAP
*Comprimento do alinhamento : 100 Forte similaridade (:) : 13.00 %
Numero de sequéncias analisadas: 83 Fraca similaridade (.) : 10.00 %

Identidade (*) : 38.00 % Diferentes () : 39.00 %

Fonte: autoral.
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Com isso, foi possivel obter centenas de sequéncias peptidicas relativas aos arenavirus
hemorragicos na plataforma do NCBI, das quais foram extraidas cerca de oitenta sequéncias
correspondentes a proteina Z. Com o alinhamento resultante, como é possivel observar na
Figura 16 sinalizada em azul, a por¢cdo dos dominios terminais que participam da interacdo Z
P[T/S]AP — Tsg101 sdo extremamente conservadas, sendo que Junin é o Unico virus que possui
0 aminoé&cido Treonina ao invés de Serina no dominio final da proteina Z, e ambos aminoéacidos
podem participar dessa interacdo essencial para o brotamento do virion. Caso esse dominio
especifico ndo tivesse sido estruturalemente conservado, poder-se-ia prejudicar a capacidade
dos compostos de serem ativos contra multialvos; ou seja, possivelmente as moléculas
propostas ndo atuariam contra varias destas hemorragias.

Virus possuem diversas sequéncias peptidicas e genémicas que contam a sua historia
evolutiva; porém, ndo necessariamente todas as suas proteinas tém a mesma dinamica de
evolugdo do virus, visto que ela pode evoluir mais rapidamente, lentamente ou até mesmo nédo
se alterar. Posto isso, com a identificacdo de conservacdo evolutiva, é possivel intuir que a
proteina Z consegue reproduzir adequadamente a historia evolutiva do virus, podendo indicar
gue essa proteina ndo s6 possui um papel indispensavel para o ciclo viral, como também pode
ser uma das proteinas a ser considerada para delineamento de espécies e classificacdo dos virus.

Em 2020, houve um caso fatal de febre hemorrégica brasileira em Sao Paulo. O virus
que causou essa moléstia foi um Mammarenavirus desconhecido até entdo, mas muito
semelhante ao virus Sabid, posto que o segmento S tinha 87% de identidade e o L tinha 89% de
identidade em um alinhamento completo de nucleotideos com a cepa SABV SPH114202 (DE
MELLO MALTA et al., 2020). Por isso, o arenavirus que desencadeou esse caso foi chamado
de Sabia-Like (Figura 17). Como é possivel observar na Figura 16, o alinhamento entre a
proteina Z dos arenavirus Sabia-Like (QHW12248.1) e Sabia resultou em uma identidade de
86%, indicando que a proteina Z reproduz com certa acuracia a historia evolutiva do virus,
posto que para uma divergéncia evolutiva entre espécies é preciso de pelo menos 12% de
diferenca entre as sequéncias proteicas comparadas (ZAPATA; SALVATO, 2013).

Figura 17 — Fragmento da arvore filogenética obtida pelo método de Méaxima Verossimilhanca, o retangulo

vermelho indica a separagdo das sequéncias irmds de proteina Z dos virus Sabié e Sabié-like.

| YP_009553323.1
| AUD400E0.1

QHW12248 1

— ABY59837.1
AAQS5262.1
AFAS30891.1
sp|QEUY6EZ.1|Z_SABVE
YP_089658.1

| ABYB7070.1

Fonte: autoral YP_001816784 .1
' ' sp|B2C4J2.1|7_CHAVE
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E importante destacar, também, que experimentos in vitro indicaram que poucas
substituicdes de aminoacidos na proteina L e glicoproteina dos Mammarenavirus podem alterar
drasticamente o fenotipo viral em relacdo a persisténcia e gravidade da doenca
(PONTREMOLI; FORNI; SIRONI, 2019). N&o se sabe se essa condi¢éo se aplica a proteina Z,
porém é uma hipotese valida, visto que essa proteina possui diversas fungdes vitais para o virus
e traduz muito bem a sua historia evolutiva. E possivel intuir, portanto, que mutacdes
adaptativas nas sequéncias dos Mammarenavirus podem acompanhar as mudancas no
hospedeiro e, consequentemente, alterar o reservatério do arenavirus (PONTREMOLI; FORNI,
SIRONI, 2019); assim, reforcando a importancia de estudos no desenvolvimento de
antiarenavirais para que seja possivel prevenir o aumento de casos da doenca.

Com um namero relativamente grande de mutacdes no virus Sabid e levando em
consideracdo que a espécie de seu reservatorio ainda é desconhecida, é possivel que essas
mutacdes tenham ocasionado alteragfes tanto na manifestacdo da doenga quanto no seu
hospedeiro. Essa suposicdo é baseada na evolucdo explosiva que virus possuem e que, desde o
descobrimento do LCMYV, outras espécies de animais ndo murideos foram encontradas
carregando arenavirus, como é o caso dos géneros Hartmanivirus (serpentes), Reptarenavirus
(serpentes) e Antennavirus (peixe-sapo). Além disso, Abraham (2010) sugeriu que a capacidade
que esses virus causadores de febres hemorragicas possuem de se ligar ao hTfR-1 é resultado
de uma coevolugdo, ou seja, esses virus acidentalmente adquiriram a capacidade de ligar a esse
receptor em seus hospedeiros naturais, estando melhor adaptados aos receptores da espécie
hospedeira (ABRAHAM et al., 2010), indicando uma grande plasticidade genética que pode
alterar o ciclo viral e, consequentemente, a manifestagéo da doenca.

Para analise gréfica e para melhor entendimento da separacéo e classificacdo do virus,
os alinhamentos foram empregados em trés reconstrucdes filogenéticas: de todos os clados dos
Mammarenavirus do Novo Mundo; apenas do clado B arenaviral e, por fim, somente dos
arenavirus que infectam humanos causadores de febres hemorréagicas. Dessa forma, utilizando
a plataforma PhyML 3.0, foram identificados os melhores modelos e parametros para cada uma
das arvores filogenéticas produzidas, sendo que houve altera¢cBes na escolha do modelo de
substituicdo, no tipo de frequéncia de equilibrio e nos valores Gamma escolhidos (Figura 18).
Figura 18 — modelos e parametros escolhidos pela plataforma PhyML 3.0 para as arvores filogenéticas dos
Mammarenavirus do NM obtidas pelo método de Méaxima Verossimilhanga. A) Modelo de substituicdo Flu com
Gamma estimado de 0,681 obtido para a arvore filogenética de todos os clados dos Mammarenavirus do NM. B)
Modelo de substituicdo Flu, com Gamma estimado de 0,469 e frquéncia empirica para construcdo da arvore
filogenética do clado B dos Mammarenavirus do NM. C) Modelo de substituicdo HIVw com Gamma estimado de

0,441 e frquéncia empirica para construcdo da arvore filogenética dos Mammarenavirus do clado B que infectam
humanos.
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A Best model: Flu +G
Substitution model : Flu
Equilibrium fregquencies Model
Proportion of invariable 3ites : fized (0.0)

of subatituticn rate categories @ 4

Ga hape parameter : estimated (0.631)
Model Decoration K Llk AIC
Flu +G 294 -3162,31959 6912,63918
B Best model: Flu +G+F
Substitution model : Flu
Equilibrium frequencies : Empirical
ion of inw bhle zites : fixed (0.0)
of subatit n rate categeries : 4
Gammea shape par : estimated (0.483)
Model Decoration K Lik AIC
Flu +G+F 203 -1720,25095 3846,50190
C Best model: HIVw +G+F
Substituticn model : HIVw
ibrium frequencies : Empirical
ion of inwvariable 3ites : fixed (0.0)
of subatituticn rate categeoriez @ 4
Gamma shape parameter : estimated (0.441)
Model Decoration K Lk AIC
HIVw +G+F 183 -1266,29213 2898,58426

Fonte: autoral

As trés arvores resultantes apresentaram 6timos valores de acuracia para as ramificacdes
internas principais (Figura 19 A, B e C). Dessa forma, € possivel observar que o complexo do
Novo Mundo é composto por quatro clados diferentes: A, B, C e D, sendo que o clado D ja foi
anteriormente conhecido e nomeado como clado recombinante A/B (WANG, 2016). Assim, 0
clado A inclui os cinco arenavirus sul-americanos Pirital, Pichindé, Flexal, Parana, Allpahuayo.
O clado B inclui dez arenavirus sul-americanos, incluindo os virus Sabid, Sabia-Like, Junin,
Chapare, Machupo, Guanarito, Amapari, Aporé, Tacaribe e Cupixi. O clado C compreende dois
arenavirus sul-americanos: Oliveros e Latino e, por fim, o clado D inclui os sete arenavirus
norte-americanos Whitewater Arroyo, Bear Canyon, Tamiami, Skinner Tank, Catarina, Tonto
Creek e Big Brushy Tank.

Figura 19 — Arvore filogenética de Mammarenavirus.Sequéncia de aminoacido de proteina Z foram alinhadas
usando ClustalW. A arvore filogenética foi computada usando o método de maxima verossimilhanca na plataforma
PhyML 3.0. Valores do teste de confianca foram confirmadas por aLRT. A) Arvore filogenética de todos os clados
dos Mammarenavirus do novo mundo (Flu + G = 0,681). B) Arvore filogenética do clado B dos Mammarenavirus
do novo mundo (Flu +F+ G = 0,469). C) Arvore filogenética dos Mammarenavirus do clado B que infectam
humanos (HIVw +F+ G = 0,441). Os cédigos do UniProt das proteinas em questdo sdo Q61VU5 (Junin), Q6UY62
(Sabid), Q6IUF9 (Machupo), Q6UY71 (Guanarito), 2C4J2 (Chapare), Q88470 (Tacaribe), BOBLK9 (Cupixi),
BOBLKS8 (Amapari), AOA2U7PKX3 (Apore), BOBLKO (Allpahuayo), B2ZMW46 (Flexal), Q915A4 (Pichinde),
Q6RSS3 (Pirital), B2MW50 (Parand), A9JR44 (Latino), BOBLK?7 (Oliveros), B2ZDY1 (Whitewater Arroyo),
AO0PJ23 (Bear Canyon), A9JR22 (Tamiami), GBDZL4 (Skinner Tank), GBDZL2 e G8DZL3 (Catarina), G8DZL8
e G8DZLY9 (Tonto Creek), GBDZMO e G8DZM1 (Big Brushy Tank).
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Fonte: autoral.

Dessa forma, foi possivel observar que as febres hemorragicas sul-americanas sao, de
fato, mais similares entre si do que similares a outras febres hemorragicas causadas por
arenavirus em outras areas geogréaficas, como pode ser observado na arvore filogenética obtida
a partir das sequéncias dos quatro diferentes clados da Proteina Z arenaviral (Figura 19A). Além
disso, € possivel notar, com um bom valor de confianca, que todos os virus responsaveis pelas
febres hemorragicas sul-americanas estdo agrupados no clado B (Figura 19B), indicando uma
maior conservacdo evolutiva da sequéncia nesse clado, que se encontra evolutivamente mais
distante dos Clados A, C e D quando comparamos apenas arenavirus do Novo Mundo.

Por fim, analisando a arvore de arenavirus infecciosos, € visivel a ancestralidade de
algumas sequéncias obtidas, posto que estdo mais distantes dentro do grupo e, por isso,
divergem antes (Figura 19C). Com a constante mutacdo de virus, um grande numero de
arenavirus ainda aguarda a sua descoberta, pois a variedade de hospedeiros e locais amostrados
ainda é limitada. Assim, com esses futuros relatos, espera-se que se consiga compreender 0
grau em que genomas arenavirais e genomas do hospedeiro interagem para compor a

manifestacdo da doenca.
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5.2 QUIMIOTECA DE SELENILINDOIS

Foram propostos 21 compostos inéditos que mantinham o farmacdforo original da
molécula 4816-0013 de Lu e colaboradores (2014) (Figura 20). Esses candidatos foram
desenvolvidos e otimizados a partir de uma metodologia sintética para construgdo de indois
substituidos com selénio. Dessa forma, 0os compostos que apresentarem os melhores resultados
na analise in silico serdo sintetizados a partir de uma rota sintética ja estabelecida e otimizada.

Os selenilinddis propostos foram separadas em dois grupos: no primeiro grupo, o selénio
é inserido na terceira posi¢do do nucleo inddlico e, no segundo grupo, propomos moléculas
dissubstituidas tanto na posicdo 3, com a incorporacdao de selénio, quanto na posicao 2,

funcionalizados com derivados de acetato de fenila.

Figura 20 — Selenilinddis do grupo 1 (RM101 — RM112) e do grupo 2 (RM201-RM209).
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Fonte: autoral.

5.3 SELECAO DE CANDIDATOS: ANALISE in silico

5.3.1 Anélise Farmacocinética

Um principio ativo é eficaz quando alcanga a circulacdo sanguinea (absorcéo - A) e
interage com o sitio especifico de acdo (distribuicdo - D), é possivel que esse farmaco possa ser
biotransformado em outras substancias quimicas (metabolismo - M) durante o processo, mas
deve, por fim, ser expelido do organismo (excrecdo - E) (MODA, 2011). Dessa forma, para a
avaliagcdo dessas propriedades ADME, foram obtidos resultados de trés plataformas diferentes
que corroboraram para uma analise mais significativa. Os resultados obtidos com a plataforma
SwissADME (Tabela 7) mostraram-se importantes para a avaliacdo de druglikeness dos
compostos selenilindodlicos. Além disso, as propriedades calculadas com a plataforma
admetSAR 2.0 (Tabela 6) indicaram resultados semelhantes aos resultados obtidos com a
plataforma pkCSM (Tabela 8), apontando maior confianca para os testes in silico realizados.
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Tabela 6 — Principais resultados de propriedades farmacocinéticas obtidos pela plataforma admetSAR 2.0.
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D-LH, nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio; A-LH, nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio; LR,
namero de ligagdes rotaveis; Gl, absorcdo gastro intestinal; BS, score de biodisponibilidade; Pgp, inibidor de P-
glicoproteina; BHE, permeavel a barreira hematoencefalica; c1A2, CYP1A2; c2C19, CYP2C19; c2C9, CYP2C9;
c2D6, CYP2D6; c3A4, CYP3A4 [S, substrato / 1, inibidor].

Fonte: autoral.
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Tabela 7 — Principais resultados de propriedades farmacocinéticas obtidos pela plataforma SwissADME.

I I 0eN I OEN | OBN | ATO|®UV | TL'L- | €T'S | 60CY | €TCT | L S T | 6€¢0S | 60CINY
I I I I I S GG0 | BNV | GV'L- | €8V | 60Cy | €TCT | 9 4 T | €8'891 | 80CINYH
| | | | OEN S GG'0 | BV | 969- | 86'C | CE'TG | 8¢CT | L € T cr'vov | LOCINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 88'G- | 99°€ | ¢€'TG | CETIT | 9 € T | 9€°9€r | 90CINYH
| | | | | S GG'0 | BV | €99- | 2LV | 60¢Y | L'TTT | 9 q T EEVLY | GOCINY
| | | | | S GG'0 | BYV | LEO- | TPV | 60CY | L'TIT | G 4 T 8L°0vY | ¥OCZINY
I I I I I S GG'0 | BNV | LE9- | TVV | 60CY | L'TTT | S 4 T | 8L0Vy | E0CINY
I I I OeN I S GG'0 | BNV | 08'9- | €V | 60CY | €9TT | 9 4 T | 6EVEY | COCINY
I I I OeN I S GG'0 | BMNV | ¢L'S- | €6'€ | 60Cy | L90T | S 4 T | ¥€'90 | TOCINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 88'G- | T9E | ¢€TG | L'LOT | 9 € T | ve€dey | CTTINY
I I I I I S GG0 | BUV | 9€°9- | 8LV | 60Cy | €90T | 9 S T | T€09 | TTTINY
I I I I I S GG0 | BUV | 9€°9- | 9¥'V | 60°CY | 90T | S 4 T | GL9¢v | OTTINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 88'G- | T9E | ¢€T9 | L'LOT | 9 € T | v€der | 60TINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 9€'9- | 8LV | 60°Cy | 90T | 9 S T | T€09% | 80TINY
| | | | | S GG'0 | BV | 9€°9- | 9PV | 60CY | C90T | G [4 T GL9¢v | LOTINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 88'G- | T9C | ¢€T9 | L'LOT | 9 € T | v€2er | 90TINY
I I I I I S GG'0 | BNV | 9€'9- | 8LV | 60°Cy | 90T | 9 S T | T€09% | SOTINY
| | | | | S GG'0 | BV | 9€°9- | 9PV | 60CV | C90T | G [4 T GL9¢v | ¥OTINY
0eN I I I I S GG'0 | BNV | ¢8'S- | €V | 60¢Cy | TTOT | S € T | 00Ty | EOTINY
I I I I I S GG'0 | BV | 9€°9- | 8LV | 60°Cy | €90T | 9 S T | T€09Y | COTINY
I I I I I S GG0 | BUV | 9€°9- | 9¥'V | 60°CY | 90T | S A T | SL'9¢v | TOTINY
yved | 9020 | 6020 | 6T0z0 | zvro | IHA | S9 | 19 | sSPol | dbol [ wvSdL | WY | 81 | H1-v | H1-a | AN
owis1jogeIs N 13s1q 0edI0sqQy seaiwinb-o91s1y sapeparidoid

MM, Massa Molecular (g/mol); TPSA, Superficie Topoldgica de Area Polar (A2);

Fonte: autoral.
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Tabela 8 — Principais resultados de propriedades farmacocinéticas obtidos pela plataforma pkCSM.

eN | SZZ | IS | ©oBN _ _ | | 9v'0- | vo00- | I/S | 20| 206 | G | ¢ T | 60ZINY
OeN | €00- | I/S | OBN _ _ | [ 150 | v00 | /S |OTS | oLV | § | ¢ T | 80ZINY
oeN | oz | IS | ©oBN _ _ | [ 667T- | €0 | IS | ¥S¥-| 90V | 9 | € T | L02AY
OeN | 82¢ | I/S | OBN _ _ | | Ttz | 2T0- | S |G- | 2ve | § | € T | 90ZINY
OeN | 8TZ | IS | ©oBN _ _ | [ 850-| 820 | IS | 18| vy | ¥ | ¢ T | S0z
oeN | €00- | S 0EN _ _ | | 190-| 1€0 | I/S |O08¥- | 20V | ¥ | € T | v0ZNY
OeN | €00- | S OEN _ _ | | v90-| 2€0 | S |8L¥ | L0V | ¥ | € T | cozNY
OeN | 82¢ S OEN _ _ | | ayo-| €00 | I/S [90G | sov | § | € T | zozNy
oeN | T2C S OEN _ _ | | 650-| 1€0 | I/S | 89% | TvE | ¥ | € T | T0ZNY
OeN | €22 | I/S | OBN _ _ | | L22- | v20 | [ 86%- | soe | 6§ | € T | ZTTINY
OeN | 00 | I/S | OBN _ _ | | 920-| 2zo | s |[oLrs | 90y | ¥ | ¢ T | TTTAY
OeN | L00- | I/S [ _ _ | | o080 | T20 | /S |GLS | 69€ | ¥ | ¢ T |OTTIAY
oeN | 0zZ | IS | oBN _ _ | | Ggz-| seo | S | T0G- | so0€ | § | € T | 60TIAY
OeN | 66T | I/S | OBN _ _ | [ 620- ] T20 | US |G| 0V | ¥ | ¢ T | 8s0TIAY
OeN | 800- | I/S | ©OBN _ _ | | e60-| v€0 | I/S | 88S | 69€ | ¥ | ¢ T | L0TIAY
oeN | ¢z | IS | ©oBN _ _ | | 9z¢-| Geo | IS |[€6¥- | soe | 6 | € T | 90TIAY
oeN | 002 | IS | ©oBN _ _ | | G20-| 6T0 | I/S [99G | 90v | ¥ | ¢ T | SOTIAY
OeN | 200- | IS | ©oBN _ _ | [ 260 | v€0 | I/S | 6TG | 69€ | ¥ | ¢ T | vOTIAY
OeN | €6T | I/S [ _ _ | | 180-| £T0 | IS | 696G | 8T€ | ¥ | ¢ T | €0TIAY
OeN | T0C | I/S | OBN _ _ | | Gz0-| 610 | I/S | 99G6-| 90v | ¥ | ¢ T | ZoTIAY
OeN | L00- | I/S [ _ _ | | 620-| 810 | I/S |16 | 69€ | ¥ | € T | TOTIAY
z100s | OL | vved | 9azd | 6229 | 61020 | ¢w1d | ONS | 3HG | dbd | sboy | dbol | ¥ | Hi-v | HI-a
omum._oxm_ owsljogelvN o.mu_sp_.;m_h_ o.mu._OmQ,Q m.mo_E_s_u-oo_w_u— wmcmcm_._aok_a

SNC, Sistema Nervoso Central; TC, Total Clearance (log ml/min/kg); sOCT2, Substrato renal OCT2.

Fonte: autoral.
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As trés plataformas utilizadas possibilitaram a comparagéo de propriedades de absorcéo,
de distribuicdo, de metabolizacdo e de excrecdo entre os selenilindois atraves dos resultados
calculados para cada composto, proporcionando uma avaliacdo de druglikeness. Dessa forma,
foram utilizadas, como parametro de analise, as propriedades listadas nas trés tabelas (Tabela
6, 7 e 8) para selecdo das moléculas com melhor perfil farmacocinético.

Para analise tedrica de biodisponibilidade oral desses candidatos, foi aplicada a “Regra
dos Cinco”. Esse estudo foi publicado por Lipinski (1997) e abrange cinco principios para
avaliacdo de propriedades fisico-quimicas para a melhora da biodisponibilidade oral de
farmacos. Essas regras descrevem os limites para alguns pardmetros que podem levar a
problemas de absorcdo e permeabilidade de moléculas em membranas celulares (LIPINSKI et
al., 1997). O estudo de Lipinski identificou que a membrana de células absorve e permeia com
mais facilidade compostos em que a massa molecular € menor ou igual a 500 Daltons; que o
nimero de grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio, expresso pela soma de atomos de
nitrogénio e oxigénio, € inferior ou igual a 10; que o nimero de grupos doadores de ligacao de
hidrogénio, expresso pela soma de hidroxilas e aminas primarias, é inferior ou igual a 5; que a
lipofilicidade da molécula, expressa pelo indicador logP, € menor ou igual a 5; e, por fim, que
a area de superficie polar (PSA) é menor ou igual a 140 A (LIPINSKI, 2004).

Moléculas de massa molecular menor que 500 Da sdo mais facilmente transportadas,
difundidas e absorvidas quando comparadas com moléculas pesadas (AMMAR, 2017).
Entretanto, segundo Veber (2002), o peso molecular ndo deve ser considerado um determinante,
visto que bons resultados de biodisponibilidade oral provavelmente decorrem de outra
propriedade relacionada a massa molecular. Para VVeber, compostos que possuem menos de 10
ligacdes rotaveis — que sao ligacbes simples, fora de um anel, ligado a um atomo nao terminal
- estdo intrinsecamente relacionados a um peso molecular abaixo de 500 Da, e é essa a
propriedade que possibilita a molécula a interagir com seu sitio ativo, posto que quanto mais
flexivel, mais facil a interacdo com o alvo e, portanto, maior a biodisponibilidade oral (VEBER
et al., 2002).

Outra analise quantitativa utilizada para comparagdo entre 0os compostos € a de Ghose
(1999), em que, utilizando o banco de dados Comprehensive Medicinal Chemistry (CMC),
forneceu limiares de algumas propriedades para a obtencdo de uma biblioteca de compostos
farmacdides. Segundo Ghose, mais de 80% dos compostos desse banco de dados apresentaram
uma faixa de qualificacdo de alguns parametros; entre eles: o log P apresentou uma faixa de -

0,4 e 5,6; o0 peso molecular indicou uma faixa de 160 e 480 Da; a refracdo molar deve estar
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entre 40 e 130, com um valor médio de 97; e o nimero total de &tomos deve ser entre 20 e 70,
com um valor médio de 48 (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999).

Averiguando e comparando os valores fornecidos pelas trés plataformas com os estudos
de Lipinski, Veber e Ghose, foi possivel constatar que apenas a molécula RM209 infringiu duas
regras de Lipinski: apresentou, em todas as plataformas, massa molecular superior a 500Da e
um logP superior a 5. O restante das moléculas apresentou resultados dentro dos parametros
descritos pelos estudos de Veber e Ghose. Todavia, apesar de infringir duas regras, a molécula
RM209 ainda deve ser testada in silico em relacdo a sua toxicidade, posto que os valores
ultrapassados, tanto de massa molecular quanto de logP, foram minimos.

Analisando cada parametro separadamente, temos que a lipofilicidade, indicada pelo
valor do coeficiente de particdo (logP), é determinada através da particdo de uma substancia
entre as fases organica e aguosa (MODA, 2011). Essa propriedade é importante para avaliacdo
de solubilidade, uma vez que, no organismo humano, o principio ativo pode distribuir-se entre
as estruturas apolares - como membranas celulares constituidas por bicamada lipidica - e entre
solugdes aquosas - como o plasma sanguineo. Com isso, quanto menor o logP, mais hidrofilico
¢ 0 composto e quanto maior o logP, mais hidrofébico; quando logP é igual a 0, o composto
tem a mesma afinidade por ambas as fases (LEITE DO CANTO, 2016). Assim, farmacos pouco
sollveis em &gua apresentam boa permeabilidade na membrana por serem mais lipofilicos;
porém, ndo apresentam uma 6tima absorcdo por ndo se dissolverem nos fluidos corporais; e
moléculas muito hidrofilicas apresentam problemas de permeabilidade, embora sejam bem
absorvidas. Dessa forma, o grau de solubilidade influencia na absorcéo e na estabilidade do
composto em contato com o organismo, podendo influenciar na escolha da forma de
administracdo do farmaco para que ele seja melhor distribuido até o receptor final desejado
(MODA, 2011). Posto isso, é importante ter um balanco de solubilidade e lipofilicidade e
avaliar o que é mais interessante para a funcéo final dos compostos estudados. Neste caso, como
é de extrema importancia que o composto seja capaz de permear as células humanas, a
hidrofobicidade é essencial, fazendo com que compostos muito polares ndo sejam ideais para
bloquear a interacdo intracelular da proteina Z com o complexo ESCRT-1 humano.

Diretamente relacionada ao logP, a solubilidade em &gua designa e influencia como sera
a biodisponibilidade, absorcdo e distribuicdo dos farmacos. Para essa analise, todas as trés
plataformas apresentaram valores diferentes para as 21 moléculas. Essa propriedade é expressa
pelo valor de logS e, segundo os resultados obtidos pela plataforma SwissADME, as moléculas
testadas sdo consideradas pouco a moderadamente sollveis. Conforme os parametros da
plataforma, as moléculas com melhor solubilidade séo RM103, RM106, RM109, RM112,
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RM201 e RM206, consideradas moderadamente sollveis. Portanto, sdo moléculas que
apresentariam melhores resultados de absor¢do quando comparadas aos outros compostos e
ainda apresentam boa lipofilicidade para permear a membrana celular. Além disso,
corroborando com o indicativo de absorcdo, todas as plataformas apontaram bons indices de
absorcéo pelo trato gastrointestinal.

A P-glicoproteina (P-gp) € uma bomba de transporte que intermedia a saida de
xenobidticos de diversas células humanas. Dessa forma, a inibicdo da proteina melhora a
entrega de agentes terapéuticos por aumentar o indice de absorcdo intestinal, porém os
substratos dessa proteina tém sua biodisponibilidade reduzida (AMIN, 2013). Apesar de ser um
importante parametro, as plataformas diferiram nos resultados dessa propriedade: a
SwissADME indicou que todas as moléculas sdo substratos de P-gp; a pkCSM indicou que
apenas RM112 ndo é substrato, mas que todas sdo inibidoras de P-gp, enquanto admetSAR
resultou em 15 compostos inibidores, mas nenhuma molécula substrato. Como as respostas
foram divergentes entre plataformas, os resultados referentes ao substrato e a inibicdo de P-
glicoproteinas sao inconclusivos.

A biodisponibilidade oral dos farmacos refere-se a porcdo que atinge a circulagédo
sisttmica, e é influenciada pela combinacdo dos valores de solubilidade e lipofilicidade
(MODA, 2011). Assim, como apresentado pela plataforma SwissADME, apenas a molécula
RM209 apresentou um score de biodisponibilidade abaixo do desejavel, o que era esperado
pelos resultados mostrados anteriormente. A plataforma admetSAR, por sua vez, indicou que
seis moléculas além da RM209 ndo apresentam boa disponibilidade oral: RM201, RM202,
RM203, RM205, RM206 e RM207; o que s6 sera comprovado com 0s ensaios in vitro e in vivo.

O estudo da distribuicdo dos farmacos é importante para a prevencado de toxicidade e de
efeitos colaterais que uma molécula pode apresentar caso o seu alvo farmacoldgico nao seja o
cérebro. Com isso, a permeabilidade da membrana hematoencefalica é um parametro que deve
ser considerado nessa pesquisa. Portanto, no estudo realizado observou-se que todos os
compostos avaliados foram classificados como permeéveis a barreira hematoencefalica
(BHE). Além disso, a plataforma pkCSM ndo apenas indicou que todas as moléculas
apresentam algum grau de distribuicdo na BHE (logBB > 0.3 permeia a BHE, logBB > -1 néo
ha distribuicdo para o cérebro), como também indicou algum grau de penetracdo no sistema
nervoso central (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Esse resultado, portanto, indica a
necessidade de uma analise mais criteriosa em ensaios futuros.

Por fim, quando falamos de metabolismo, é essencial o conhecimento sobre a interacdo

das moléculas com os citocromos P450 (CYP), visto que esse é importante para a eliminagédo
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de drogas por meio da biotransformacdo metabdlica (fase ). A inibicdo das isoenzimas
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) pode diminuir a metabolizacdo de
xenobidticos e é uma das principais causas de interacdes medicamentosas relacionadas a
farmacocinética, levando a efeitos adversos devido ao menor clearance e acumulo do
medicamento ou de seus metabdlitos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Em relagdo as
moléculas estudadas, a baixa hidrofilia e alta lipofilia que os compostos apresentaram torna os
candidatos mais suscetiveis ao metabolismo mediado por CYP, adquirindo maior carater
hidrofilico para que sejam mais facilmente excretadas pelo organismo (MODA, 2011). De fato,
todas as plataformas indicaram que as moléculas sdo substrato da enzima CYP450 3A4, a qual
esta envolvida no metabolismo de mais de metade dos farmacos conhecidos atualmente.

A partir das plataformas utilizadas, foi possivel comparar os resultados obtidos e inferir
que os selenilinddis estudados séo lipofilicos e, portanto, capazes de permear a membrana
celular para atuar na interagdo Proteina Z-Tsgl101. Além disso, apresentaram boa absorcao
intestinal e biodisponibilidade oral. Todavia, uma anélise mais cuidadosa deve ser realizada
durante os préximos ensaios em relacdo a permeabilidade da BHE e a inibicdo de enzimas do
citocromo P450. O Unico composto que se destacou por ndo apresentar bons resultados na

analise farmacocinética foi o selenilindol RM209.

5.3.2 Anélise Farmacodinamica

5.3.2.1 Toxicidade

A farmacodindmica é a area que estuda a acdo dos farmacos no organismo e seus
consequentes efeitos fisioldgicos. Dessa forma, a avaliacdo toxicologica dos compostos é uma
das andlises in silico mais utilizadas para prevenir gastos com moléculas que apresentardo
resultados insatisfatorios em analises in vitro. Utilizando como base a semelhanga a compostos
toxicos e o aprendizado de maquina, a plataforma ProTox Il calculou e classificou a potencial
toxicidade dos selenilind6is estudados, indicando a probabilidade de ocasionar
hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade
(Tabela 9). Para comparagdo dos resultados, também foi feita a analise toxicologica das
moléculas com a substitui¢do do selénio por oxigénio, com o intuito de identificar se houveram
mudangas nas classificacdes dos compostos (Tabela 10). Os resultados foram determinantes
para a selecdo dos compostos candidatos as proximas etapas de estudos in silico e avaliag@es in

vitro.



Tabela 9 - Resultados de toxicidade de todos selenilindéis utilizando a plataforma ProTox II.
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LDso mg/kg Classe | Similaridade| Acurdcia |Hepatotox. | Imunotox. | Mutagen.
RM 101 345 4 46.9% 54.26% A 58%
RM 102 800 4 43.05% 54.26% A 60%
RM 103 1000 4 44.33% 54.26% A 63%
RM 104 345 4 46.84% 54.26% A 58%
RM 105 500 4 42.5% 54.26% A 60% A 80%
RM 106 800 4 45.13% 54.26% A 76% A 55%
RM 107 345 4 48.65% 54.26% A 59%
RM 108 500 4 44.29% 54.26% A 58% A 64%
RM 109 1000 4 47.24% 54.26% A 58% A 53%
RM 110 345 4 47.57% 54.26% A 58%
RM 111 800 4 42.72% 54.26% A 60%
RM 112 2000 4 46.08% 54.26% A 53% A 62%
RM 201 200 3 44.31% 54.26% A 59%
RM 202 495 4 43.7% 54.26% A 53%
RM 203 495 4 42.24% 54.26% A 64%
RM 204 200 3 42.29% 54.26% A 64%
RM 205 200 3 42.28% 54.26% A 64% A 62%
RM 206 200 3 43.69% 54.26% A 53% A51%
RM 207 495 4 43.1% 54.26%
RM 208 500 4 41.89% 54.26% A 61%
RM 209 500 4 42.87% 54.26% A 59%
Fonte: autoral
Tabela 10 - Resultados de toxicidade dos compostos substituidos por oxigénio, utilizando ProTox Il.

LDso mg/kg Classe Similaridade Acurécia Hepatotox Imunotox
RM 101 2500 5 53.43% 67.38% A 59%
RM 102 600 4 53.71% 67.38% A 61%
RM 103 2200 5 50.67% 67.38% A 63%
RM 104 1551 4 52.2% 67.38% A 59% A 65%
RM 105 500 4 54.32% 67.38% A 61% A 91%
RM 106 1551 4 52.55% 67.38% A 89%
RM 107 500 4 61.72% 68.07% A 60%
RM 108 500 4 60.43% 68.07% A 60% A 66%
RM 109 600 4 58.35% 67.38% A 61%
RM 110 666 4 55.26% 67.38% A 60%
RM 111 500 4 54.13% 67.38% A 62%
RM 112 2000 4 55.75% 67.38% A 52%
RM 201 200 3 50.19% 67.38% A 60%
RM 202 495 4 48.96% 54.26% A 54%
RM 203 600 4 51% 67.38% A 66%
RM 204 600 4 49.02% 54.26% A 66%
RM 205 500 4 50.37% 67.38% A 66% A 71%
RM 206 200 3 49.4% 54.26% A 53%
RM 207 495 4 48.19% 54.26%
RM 208 600 4 49.88% 54.26% A 63%
RM 209 600 4 50.71% 67.38% A 61%

Fonte: autoral
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Analisando a Tabela 9, a toxicidade dos compostos foi classificada como 3 e 4 com uma
acurécia de 54,26% em todas elas, considerando uma escala de 1 (muito toxico) a 6 (ndo tdxico).
As moléculas consideradas mais toxicas, apresentando um valor de 3 dentro dessa escala, foram
RM201, RM204, RM205 e RM206. As moléculas que ndo apresentaram resultados de
hepatotoxicidade foram RM106, RM109 e RM207. Todavia, tanto RM106 quanto RM105
apresentaram altas probabilidades de imunotoxicidade. Compostos que apresentaram
probabilidade, em dois parametros, de provocar alguma toxicidade foram as RM102, RM103,
RM107, RM111, RM203, RM207, RM208 e RM209.

A anélise da classificacdo de toxicidade das moléculas com a substituicdo do selénio
por oxigénio e indicada na Tabela 10. Como é possivel observar, a toxicidade de algumas
moléculas diminuiu (aumentando seu valor na escala de classificacdo); como é o caso das
moléculas RM101 e RM103 que obtiveram um valor de 5 na classificacdo, apresentando
melhora. Entretanto, todas as probabilidades de doengas ocasionadas por toxicidade
aumentaram, como é indicado pelos altos valores de probabilidade de imunotoxicidade de trés
moléculas: RM105, RM106 e RM205. Por fim, as moléculas RM106, RM109 e RM207
continuaram a ndo apresentar hepatotoxicidade mesmo com a substitui¢do do selénio.

Dessa forma, as moléculas com melhor perfil farmacodindmico sdo as moléculas que
apresentaram uma classificacdo de 4 na escala, e de 5 quando seu heterodtomo foi substituido.
Além disso, os compostos que ndo apresentaram probabilidade de hepatotoxicidade também
merecem destaque. A molécula que apresentou os melhores resultados por ndo indicar
probabilidade de hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e
citotoxicidade foi a RM207. Portanto, levando em consideracdo que os resultados de ensaios
computacionais ndo foram consensuais, a selecdo das moléculas englobou um nimero grande
de selenilinddis para continuacao de estudos in silico.

Os compostos que apresentaram o0s melhores resultados de propriedades
farmacodindmicas foram: RM207, por ndo indicar nenhuma probabilidade toxicoldgica;
RM101 e RM103, por apresentarem uma classificacdo de 5 quando substituidos por oxigénio;
RM102, RM104, RM107, RM110, RM111, RM202, RM203 e RM208, por apresentarem
apenas uma probabilidade de toxicidade; e RM108, RM109 e RM112, por ndo apresentarem
altas probabilidades em nenhum indicador. Apesar do composto RM209 néo ter apresentado
bons resultados na analise farmacocinética, com indicadores um pouco excedentes; mostrou

bons resultados nos testes toxicoldgicos in silico.
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5.3.2.2 Alvos Moleculares

Com a andlise toxicologica foram propostas algumas moléculas com melhor perfil
farmacocinético, sendo que a molécula que mais se destacou foi a molécula RM207. Posto isso,
para comparacao de alvos moleculares em humanos e para avaliacdo de acdo off-target, foi
realizada a analise e comparacao dos compostos 4816-0013 (Figura 21) e RM207 (Figura 22),
na plataforma SwissTarget (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2019).

Figura 21 - Tabela obtida com a SwissTarget indicando possiveis alvos da molécula 4816-0013 em Homo sapiens.

. Known
Commen Uniprot L -
Target P ChEMBL ID Target Class Probability* actives
name D
(3D/2D)

Arachidonate 5-ipaxygenase ALOXS | P09917 = CHEMBL215  Oxidoreductase |:| 30/8 &
Dual specificity phosphatase Cdc268 CDC25B | P30305 | CHEMBLA804  Phosphatase |:| 710 &
Signal transducer and activator of transcription 3 STAT2 P40763 CHEMBL4026  Transcription factor l:l 9/0 &

igand-gated io
P2X purinoceptor 7 PIRX7 | Q09572  CHEMBL4gps idand-gatedion |:| 85/0 &

channel
Hypoxia-inducible factor 1 alpha HIF1A | Q16665  CHEMBL4251 Transcription factor |:| 19/0 &

Fonte: autoral.

Figura 22 - Tabela obtida pela plataforma SwissTarget com possiveis alvos da molécula RM207 em Homo sapiens.

- Known
Common Uniprot . N
Target P! ChEMBL ID Target Class Probability* actives
name 1D
(3D/2D)

Protein kinase C theta PRKCQ Q04759 CHEMBL3920  Kinase | B6/0
Protein kinass C delta PRKCD Q05655 CHEMBL2996  Kinase |:| 5110 &

PSEN2  P49810

PSENEN ~ QUNZ42

NCSTN 092542 rasnE S

-secretase CHEM 94135 | Protease 378/0 &

Gamma-secretase APHA Q95813 HEMBL20941 Proteas |:| 8/0

PSEN1  P49768

APHIB  QBWWA3
Monoglyceride lipase MGLL Q09685 CHEMBL4191  Enzyme |:| 51/0 &
Acetylcholinesterase ACHE  P22303  CHEMBLZ20  Hydrolase |:| 18500 &

Fonte: autoral.

Os resultados referentes a ambos os compostos mostram que ndo hd uma boa
probabilidade de um alvo ser encontrado em Homo sapiens, indicando que ndo ha sobreposicao
de alvos — ou seja, ndo h& mais de um sitio com alta probabilidade de ser considerado alvo
molecular — ou agéo em alvos néo intencionais, consequentemente possivelmente ndo causando
efeitos colaterais. Além disso, apesar do composto RM207 ndo apresentar nenhum alvo com
alta probabilidade em nenhum resultado obtido, o indicativo de que o composto 4816-0013
também néo apresenta alvos moleculares evidentes pode sugerir que o bloqueio e a inibi¢do da
interacdo entre a proteina Z do virus e 0 Tsg101 do hospedeiro se da pela interacdo especifica
entre amolécula e os dominios finais P[T/S]AP da proteina Z do virus. Além disso, é importante
considerar que 0 composto base apresentou bons resultados in vitro, mesmo também né&o

indicando sitios ativos com alta probabilidade de serem considerados alvos moleculares.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através da analise da conservacao evolutiva e estrutural dos dominios finais da proteina
Z dos diferentes arenavirus hemorragicos, foi possivel identificar uma alta identidade na por¢éo
P[T/S]AP de interesse farmacoldgico, indicando que a interagdo responsavel pelo brotamento
do virion pela membrana celular é conservada. Assim, candidatos a farmacos que atuam na
inibicdo da interacdo proteina-proteina entre o dominio P[T/S]AP e o gene Tsg101 do complexo
ESCRT-I humano, possuem um alvo farmacologico capaz de bloquear a reproducdo de
diferentes arenavirus, podendo atuar contra todas ou multiplas destas febres hemorragicas sul-

americanas.

Assim, foram propostas moléculas andlogas ao composto 4816-0013 desenvolvido por
Lu e colaboradores (2014), o qual atua nesse sitio ativo e apresentou bons resultados in vitro.
Com isso, foram indicados 21 selenilinddis que mantiveram o nucleo dessa molécula base para
serem testados e analisados in silico para selecdo dos compostos que apresentassem melhor
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas. Portanto, com as predicbes ADME-T de
todas as moléculas, foi possivel eliminar seis compostos que apresentaram maior toxicidade
nos testes computacionais e, dessa forma, determinar as moléculas com maior potencial a
antiarenavirais, com bom perfil farmacocinético e com menor probabilidade de apresentarem
toxicidade in vitro e in vivo; sdo elas: RM101, RM102, RM103, RM104, RM107, RM108,
RM109, RM110, RM111, RM112, RM202, RM203, RM207, RM208 e RM209. Assim, a partir
de ensaios in silico, foi possivel analisar e propor, preliminarmente, candidatos com potencial

atividade antiviral contra arenavirus causadores de febres hemorrégicas sul-americanas.

Como perspectivas, seria promissora a incorporagédo de dados estruturais em simulacfes
de docking para avaliar a afinidade entre esses compostos e os alvos selecionados. Além disso,
também seria interessante sintizar os selenilindois que forem mais bem avaliados in silico para

testar in vitro e definir as moléculas mais promissoras a antiarenavirais.
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