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RESUMO

RODRIGUES, Joéo Vitor Da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021.
Avaliacdo do potencial efeito antiviral de compostos 1,2,3-triazélicos derivados da
vanilina contra o Zika virus. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

O virus da Zika (ZIKV) pertencente a famildaviviridae, géneroFlavivirus, foi isolado
primeiramente de macacosshusem 1947 na floresta Zika em Uganda e desde entéo obteve
disseminag&o favoravel nas Americas. Devido as inimeras infeccdes e complicagdes clinicas
em populacdes humanas, favorecido pela ampla distribuicio do mosquito vetor e a
subnotificacdo dos casos, sobretudo, devido a relacdo préxima comrdamesus (dengue,
chikungunya e febre amarela), se tornou um arbovirus de impacto significativo na saude
publica. No Brasil a linhagem predominante de circulacdo € a asiatica, que vem promovendo
surtos desde 2015 e esta diretamente relacionado a Microcefalia em neonatos, ja em adultos
causa a Sindrome de Guillain-Barré. Recentemente, em meados do final de 2018 e inicio de
2019, pesquisadores identificaram cepas da linhagem africana circulando no Brasil com
potencial de provocar uma nova epidemia. Atualmente nao existe tratamento especifico para
febre do Zika, estando disponivel apenas analgésicos e antitérmicos para alivio dos sintomas e
bem estar dos pacientes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito
antiviral de compostos 1,2,3 triazdlicos derivados da vanilina e estabelecer seus mecanismos
de acao contra o ZIKV. Os resultados demonstram que derivados triazélicos da vanilina foram
estatisticamente significativos na reducdo da atividade viral do ZIKV in vitro, agindo
diretamente sobre a particula viral. Conclui-se portanto que compostos derivados da vanilina

contendo nucleos 1,2,3 triazdlicos podem ser drogas antivirais promissoras contra o ZIKV.

Palavras chave: Zika virus. Vanilina. Antiviral.



ABSTRACT

RODRIGUES, Jo&do Vitor Da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2021. Evaluation of the potential antiviral effect of 1,2,3-triazolic compounds derived
from vanillin against zika virus. Advisor: Sérgio Oliveira de Paula.

The Zika Virus (ZIKV) belongs to the Flaviviridae family and Flavivirus genus, was isolated
first from reshus monkey in 1947 in Zika forest in Uganda and since than obtained favorable
dissemination in the Americas. Due the countless infections and clinical issues in human
populations, favored by wide distribution of insect vector and underreporting of cases by closer
relation with other Flavivirus (dengue, chikungunia and yellow fever virus), it becomes an
arbovirus with significant impact on public health. In Brazil the predominant strain of
circulation is the Asian promoting outbreaks started in 2015 and directly related with
microcephaly in newborns and Guillain-Barre syndrome in adults. Recently researchers
identified new African strain circulating in Brazil in metd 2018 and beginning of 2019, with
potential to provoke a new epidemic. There is not specific treatment for Zika syndrome so far,
just available analgesics and anti-thermal for relief of symptoms and well-being of patients.
Therefore, the objective this work was to evaluated the potential antiviral effect of compounds
1,2,3 triazoles from vanillin and its action mechanisms against ZIKV. The results demonstrate
that vanillin triazole derivatives were statistically significant in reducing the viral actifity o
ZIKV in vitro, acting directly on the viral particle. It is therefore concluded that compounds
derived from vanillin containing 1,2,3 triazole nuclei may be promising antiviral drugs against
ZIKV.

Keywords: Zika virus. Vanillin. Antiviral.
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1 INTRODUCAO

O Zika virus (ZIKV) foi isolado primeiramente em 1947 na floresta do Zika em

Uganda (Dick, Kitchen et al. 1952) . E um virus pertencente ao gEleigirus da familia
Flaviviridae, que possuem 53 espécies de virus reconhecidas com um total de 40 espécies
promovendo infeccdo em seres humanos (Sharma, Sharma et al. 2020). Sao caracterizados pot
possuirem um genoma de RNA de polaridade positiva atuando como RNA mensageiro que
codifica uma Unica poliproteina que é rapidamente clivada em 10 proteinas individuais (Lin,
Yip et al. 2018). Estas proteinas sdo necessariss para a formacéo da particula viral infecciosa,
compreendendo trés proteinas estruturais: do envelope (E); da membrana (M), presentes na
bicamada lipidica que envolve o capsideo, que por sua vez é formado pela proteina do capsideo
(C) que mantém contato com o genoma viral denominado ribonucleocapsideo. Além de sete
proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Golubeva,
Nepomuceno et al. 2020). Os virus da zika, dengue (DENV), febre Amarela (YFV), o do nilo
ocidental representam os membros mais conhecidos e de maior impacto econémico deste
género, com distribuicdo global devido a sua transmisséo por artrépodes como mosquitos (Best
2016).

A febre do Zika esta entre as doencas emergentes do século XXI de maior impacto para
a saude publica (Kazmi, Ali et al. 2020). Essa doenca apresenta manifestacdes clinicas
inespecificas bem semelhantes a infec¢des por outros flavivirus como é o caso da Dengue, em
gue o0s pacientes apresentam sintomas que podem durar uma semana como por exemplo febre
artralgia, erupcéo cutanea e edemas (Paixao, Barreto et al. 2016). Apesar das manifestacdes
clinicas brandas a infeccdo pelo ZIKV em gestantes pode levar a perda fetal, microcefalia
congénita ou outras anomalias cerebrais graves (Pomar, Musso et al. 2019). E em adultos esta
associado a Sindrome de Guillain- Barré (SGB), encefalopatia, meningoencefalite, mielite,
trombocitopenia grave associado a um pior progndstico e sobrevida de pacientes (Hills, Fischer
et al. 2017). Além disso diferentemente de outros flavivirus, outras rotas de transmissdo sao
documentadas para o virus Zika, incluindo exposicdo sexual, intra-uterina, perinatal,
laboratorial e provavelmente transfusdo de sangue (Masmejan, Musso et al. 2020).

Atualmente ndo ha um tratamento especifico para a infeccéo pelo virus do Zika, sendo

0s tratamentos atuais baseados em analgésicos para alivio dos sintomas e bem estar dos
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pacientes (da Silva, Oliveira Silva Martins et al. 2018). Portanto alguns estudos vém sendo
realizados com o intuito de desenvolver potenciais drogas antivirais (Saiz, Oya et al. 2018).

As drogas antivirais constituem uma abordagem promissora por ter como alvo uma
estrutura conservada dos virus (Bernatchez, Tran et al. 2020). Isso minimiza os problemas
advindos com a variabilidade que geralmente as espécies virais apresentam. Focar em uma
estrutura conservada, aumenta a possibilidade de que um antiviral seja eficiente contra todas as
variacfes daquela espécie e com possibilidade de que seja também eficiente contra uma outra
espécie de virus da mesma familia (Low, Ooi et al. 2017).

Neste trabalho foi realizada uma avaliacdo do potencial efeito antiviral de derivados
1,2,3 triazdlicos da vanilina contra o ZIKV, buscando elucidar seu mecanismo de acédo. A
Vanilina é um produto secundario das plantas, encontrada em varios 6leos essenciais, alimentos
processados, bebidas e inUmeros produtos farmacéuticos com relatos na literatura dos seus
efeitos antitumorais, antimetastaticos, antimicrobiano, antifingico, anti-inflamatério e
antioxidante (Bezerra, Soares et al. 2016). Tendo em vista que a vanilina possui uma
similaridade estrutural com o eugenol, e que estudos recentes demonstraram acao antiviral e
leishmanicida de derivados triazélicos do eugenol (Teixeira, Gazolla et al. 2018, de Oliveira,
Gazolla et al. 2019), o presente estudo portanto teve como interesse o variado espectro de
atividade biolégica de compostos derivados da vanilina contendo nucleos 1,2,3 triazolicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORIA E EPIDEMIOLOGIA

O virus da Zika foi isolado primeiramente em 1947 pelo virologista escocés George WA

Dick e sua equipe de trabalho no soro de um primata ndo humano conhecido como macaco
rhesus sentinela que habitava a floresta do Zika em uganda na Africa (Dick, Kitchen et al.
1952). Nesta mesma regido o Zika Virus foi isolado de uma espécie de mosquito do género
Aedesp Aedes africanug de outras espécies de primatas (Musso and Gubler 2016). Desde
entdo se disseminou rapidamente pelo territorio africano e também na Asia com os primeiros
relatos fora desta zona em 2007 na ilha de Yap e posteriormente se espalhando pelas ilhas do
pacifico em meados de 2013-2014, e nas Americas seus relatos se iniciam em 2015 onde
favoravelmente vem se estabelecendo (White, Wollebo et al. 2016). O virus da Zika circulou

a Africa e Asia por pelo menos meio século e devido sua relacdo estreita com outras arboviroses
como os virus da Dengue (DENV) e Febre Amarela (YFV), suas manifestacdes clinicas se
apresentam de forma semelhante com sintomas que incluem febre leve, erupcao cutanea, artrite,
cefaleia e edema o que contribuiu para subnotificacdo dos casos relacionados ao Zika (Weaver,
Charlier et al. 2018). O ZIKV possui um sorotipo e trés linhagens principais, duas africanas se
dividindo em Oriental e Ocidental se limitando a essas regifes e uma asiatica com expansao

geografica (Kazmi, Ali et al. 2020).

O primeiro relato de infeccdo em humanos pelo Zika virus foi em 1954 na Nigéria
durante um surto de ictericia que se apresenta como um amarelamento da pele devido o acumulo
de bilirrubina no sangue. A relacdo da manifestacdo clinica de ictericia e infeccdo pelo Zika
Virus se deu pelo isolamento do virus e presenca de anticorpos neutralizantes em pessoas
infectadas (Song, Yun et al. 2017). Entre as décadas de 50 e 80 os casos de populacdes humana
infectadas pelo Zika Virus fora do territério africano foram relatados na Asia em diferentes
paises como India, Indonesia, Malasia e permaneceu nestes territorios com surtos esporadicos
(Kuadkitkan, Wikan et al. 2020). Um surto significativo da doenca do Zika ocorreu em 2007
na ilha de Yap no Oeste do Oceano Pacifico, em que cerca de 75% da populacdo desta regiao
foi estimada com infeccdo pelo Zika e a linhagem responsavel identificada como asiatica. A
sintomatologia e os aspectos clinicos da doenca foram relatados como leves caracterizadas por
febre, erupcdo cutanea, artralgia e conjuntivite (Sharma, Sharma et al. 2020). Os casos antes
esporadicos e restritos apenas as regides africanas e asiaticas tomaram entdo proporgoes

alarmantes, com surtos da febre do Zika relatados também na Polinésia Francesa em 2013-2014



14

e rapidamente se espalhou para outras ilhas do oceano pacifico como as llhas Cook, Ilha de
Pascoa, Nova Caleddnia e llhas Salomao (Kazmi, Ali et al. 2020). O surto da Polinésia Francesa
culminou em cerca de 30.000 casos da doenca, porém néo se sabe ao certo o nimero de caso
devido a infec¢Bes silenciosas, esse resultado se deu devido a imunidade quase que inexistente
ao ZIKV e também ao aumento da densidade dos mosquitos vetores competentes (Sharma,
Sharma et al. 2020). A sintomatologia e os aspectos clinicos observados nos infectados no surto
da Polinésia Francesa se assemelham aos da llha Yap, porém um aumento incomum nos casos
de complicacBes neuroldgicas e doencas auto imunes como a Sindrome de Guillain-Barré
(SGB) foram suspeitos de estarem associados a doenca do Zika. A prevaléncia foi em homens
com idade média de 46 anos, representando 74% do nimero de casos (Aubry and Cao-Lormeau
2019). Diferentemente dos casos esporadicos presentes nas regides da Africa e Asia em que &
transmissao local envolveu mosquitos concentrados nas florestas com ciclos de transmisséo
silvestre entre mosquitos e primatas hdo humanos e em pequenas proporg¢des entre mosquitos ¢
humanos os casos dos surtos da llha de Yap em 2007 e da Polinésia Francesa em 2013-201/
envolveram mosquitosedes aegypti, A. albupictus, A. hensilli e A. polynesiensisentrados

em areas mais urbanas e suburbanas (MacDonald and Holden 2018).

Em 2014 cerca de 50 casos confirmados da febre do Zika foram registrados no Chile,
as evidéncias sugerem que o ZIKV foi trazido para a Ilha de Pascoa por viajantes vindos da
Polinésia Francesa (Sharma, Sharma et al. 2020). O virus portanto se estabeleceu nas Américas
em 2013 e foi no inicio de 2015 que um surto significativo foi relatado no Brasil, inicialmente
no Rio Grande do Norte e posteriormente na Bahia e até dezembro de 2015 cerca de 18 estados
brasileiros continham relatos de transmisséo autoctone e estima se cerca de 440.000-1.300.000
casos suspeitos (Lowe, Barcellos et al. 2018). Curiosamente nas regides de maior prevaléncia
de infeccdes pelo ZIKV os casos de microcefalia aumentaram drasticamente e um namero de
aproximadamente 4000 casos e 46 6bitos ja haviam sido notificados em unidades de saude pelo
pais com 35% do total presentes em Pernambuco (Paixao, Barreto et al. 2016). ApOs estas
evidéncias, estudos retrospectivos nos surtos da Polinésia Francesa chegaram a conclusao de
que os casos de malformacdo congénita e microcefalia em fetos foram aumentados naqueles
anos (Aubry and Cao-Lormeau 2019). Desde sua introducdo nas Américas marcado pelo
alarmante numero de casos confirmados no Brasil, a distribuicdo rapida nas Américas central e
do sul e as evidéncias da infec¢ao pelo Zika virus com malformagdes congénitas nos fetos levou
a Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) a declarar em fevereiro de 2016 “ uma emergéncia de

satide publica internacional” (Song, Yun et al. 2017). Nos Estados Unidos os primeiros casoS
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ocorreram em 2016 na Florida e no Texas tomando conta destes territorios em que cerca de
~2000 gestantes foram diagnosticadas com infeccao pelo Zika virus e grande parte dos recém
nascidos apresentaram defeitos congénitos como: Microcefalia, depdsitos de calcio no cérebro

ocasionando danos cerebrais, estruturas cerebrais ausentes ou com ma formacéo (Hills, Fischer
et al. 2017, Sharma, Sharma et al. 2020).

As inimeras infec¢des pelo ZIKV vém cada vez mais aumentando nas Ameéricas em
gue os principais vetores envolvidos sdedes aegype oAedes albupictusom distribuicdo
geografica extensa devido as favoraveis condicdes ambientais e a significativa adaptacdo aos
centros urbanos (MacDonald and Holden 2018). Além da transmissao vetorial, outras rotas de
transmissdo como pelo contato sexual ou transfusdo sanguinea contribuem para o aumento dos
casos de infeccao (Kazmi, Ali et al. 2020). Recentemente pesquisadores identificaram uma cepa
africana circulando no Brasil desde o fim de 2019 preocupando érgédos de monitoramento uma
vez que a maior predominancia de circulagdo sdo as cepas Asiaticas nas Américas, esta nova

cepa portanto pode provocar novos surtos (Kasprzykowski, Fukutani et al. 2020).

2.2 VIROLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR DO VIRUS ZIKA

O Virus da Zika € um arbovirus ( virus transmitido por artrépodes) pertencente a familia
Flaviviridae e do génerd-lavivirus. A particula viral tem cerca de 40-60 nanémetros de
didmetro de simetria icosaédrica e envelopado com proje¢des na superficie (Sharma, Sharma et
al. 2020). E um virus cujo o genoma é composto por, um RNA de sentido positivo de
aproximadamente 10.8 kilobases, que compreende trés genes estruturais (Capsideo (C),
Membrana (M) e a do envelope (E)) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) com uma regido flanqueadora néo traduzida 5° e 3" (Figura 1) (Sirohi and Kuhn
2017).
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Figura 1. Adaptado de (Lin, Yip et al. 2018). Modelo esquematico da estrutura
molecular do virus da Zika. (A) RNA viral composto por um Unico quadro de leitura aberto
contendo trés genes que codificam trés proteinas estruturais e sete genes que codificam sete
proteinas ndo estruturais, flanqueado por duas regidées nédo traduzidas (UTR). (B) Estrutura dos
virions de Zika virus, medindo em torno de 50 nm de diametro, de simetria icosaédrica,
envelopado, contendo as proteinas E e M com projecdes na superficie, cobrindo o
ribonucleocapsideo formado pela proteina C e o RNA viral.

Seu genoma é traduzido em uma Unica poliproteina que posteriormente € clivado em 10
proteinas, em que trés participam da estrutura do virion, compreendendo a proteina do capsideo
C envolvida na encapsidacdo do RNA gendmico formando uma estrutura denominada
nucleocapsideo (Lin, Yip et al. 2018). A proteina da membrana M que permanece ancorada a
membrana lipidica proveniente da célula do hospedeiro cobrindo o capsideo viral com fungéo
principal para maturacdo da particula viral (Liu, Qu et al. 2018). E também ancorado a
membrana lipidica a proteina E do envelope, principal envolvida no reconhecimento e ligacéo
ao receptor celular, bem como na fusdo das membranas viral e endossomal, considerada
também como o principal determinante para o patogénese viral e direcionamento de anticorpos

neutralizantes (Fontes-Garfias, Shan et al. 2017).

As sete proteinas nao estruturais ( NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) estéo
envolvidas na formacdo do complexo de replicagdo, montagem da particula viral e na evasao
das respostas imunolégicas do hospedeiro (Golubeva, Nepomuceno et al. 2020). A proteina

NS1 faz parte do complexo replicativo, atua também na montagem do virion e pode ser
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secretada, interagindo com fatores do hospedeiro moldando a patogénese viral e escape das
respostas imunolégicas (Wang, Thurmond et al. 2017). As proteinas NS2A e NS4B também
estdo envolvidas na replicacdo e no escape das respostas imunoldgicas, porém suas fungoes
precisam ser melhor elucidadas. Ja as proteinas NS2B e NS4A séo cofatores importantes para
o papel da proteina NS3 de protease e helicase. Atuando como RNA polimerase dependente de
RNA a proteina NS5 é a maior proteina traduzida e a mais conservada, modificando e

produzindo novas copias de RNA viral(Hasan, Sevvana et al. 2018).

Assim como outros membros da famHiaviviridae, o virus da Zika promove infeccéo
e entrada nas células do hospedeiro através de endocitose mediada por clatrina (Figura 2)
(Agrelli, de Moura et al. 2019). A proteina do envelope E reconhece receptores presentes na
membrana plasmatica das células do hospedeiro que pertencem predominantemente a trés
familias de receptores principais, as do tipo lectina, mucina de imunoglobulina de células T e
0s receptores tirosina quinase (Ojha, Rodriguez et al. 2018, Agrelli, de Moura et al. 2019). A
proteina E é composta por trés dominios (Sirohi, Chen et al. 2016). O dominio | (DI) € ndo
continuo e tem formato folhf, é responsavel por formar uma ponte de ligagdo entre os
dominios Il e lll e tem importante fungdo nas mudancas conformacionais na proteina E durante
a infeccdo. O dominio Il (DIl) é do tipo dedo ndo continuo, seus residuos promovem interacdes
eletrostéaticas e hidrofébicas que atuam na estabilizacdo dos dimeros da proteina E, é o local
que se encontra o peptideo de fusdo, essencial para o processo de fusdo da membrana viral ¢
endossomal. O dominio Il (DIII), do tipo imunoglobulina é o principal determinante antigénico
pela sua interacdo primaria com a célula do hospedeiro (Sirohi, Chen et al. 2016, Valente and
Moraes 2019).
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Figura 2: (Adaptado de Agrelli, de Moura et al. 2019)

O virion do Zika Virus (ZIKV) é altamente coberto por homodimeros da proteina E que
quando em contato com a célula aumenta sua infectividade pela interacdo com fatores de
ligacdo até encontrar seus receptores de entrada (Smit, Moesker et al. 2011, Agrelli, de Moura
et al. 2019) . Os fatores de ligacdo encontrados nas células do hospedeiro séo principalmente
glicosaminoglicanos (GAGs) carregados negativamente como por exemplo os sulfatos de
heparina e condroitina. Apoés interagdo com os receptores de ligacao a proteina E é direcionada
até encontrar um ou mais receptores de entrada (Smit, Moesker et al. 2011). A entrada dos
virions de ZIKV é mediada pela interacdo de N-glicanos conjugados com a proteina E com os
receptores de superficie celular do hospedeiro (Routhu and Byrareddy 2017). A proteina E do
ZIKV apoés o processo de traducdo passa por N-glicosilacbes em motivos de glicosilacdo
altamente conservados nos aminoacidos asparagina, treonina e qualquer outro que interaja com
a prolina nas posicdes 154 e 156 e portanto essa modificacdo tem um papel biolégico importante
para o ZIKV(Fontes-Garfias, Shan et al. 2017, Mossenta, Marchese et al. 2017).

Apoés a formacdo do complexo virions de ZIKV, fatores de ligacdo e receptores, este
deve ser direcionado para o pontos especificos da membrana plasmatica onde sdo encontradze
proteinas que irdo promover a internalizacdo do ZIKV para o meio intracelular(Perera-Lecoin,
Meertens et al. 2013, Carro and Cherry 2020). A endocitose portanto é mediada pelas proteinas
clatrinas que estdo naturalmente envolvidas com a captacdo de moléculas, macromoléculas e
nutrientes para o meio intracelular, promovendo a invaginacdo da membrana plasmatica, que
posteriormente € excisada pela proteina dinamina para entao formacao da vesicula coberta por
clatrina (Carro and Cherry 2020). A maioria dos virus usam esse mesmo processo para entrada
nas suas células hospedeiras, bem como os virus da fataili@ridae que inclui o ZIKV.

Apoés a formacao da vesicula coberta por clatrina contendo virions de ZIKV, as clatrinas séo
liberadas e a vesicula é direcionada para os endossomos precoces que subsequentemente sofre
uma maturacdo em endossomos tardios possibilitando a fusdo das membranas viral e
endossomal e liberacdo do RNA viral no citoplasma (Sanchez-San Martin, Liu et al. 2009). O
baixo pH dos endossomos é essencial para inducdo de alteracdo conformacional da proteina E
gue leva a exposicéo do loop de fusdo necessario para a fusdo da membrana endossomal e vira
e liberagéo do RNA do virus no citosol (Kaufmann and Rossmann 2011). E relatado que quando

em contato com o pH acido dos endossomos, motivos de aminoacido atuam como sensores de
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pH e desestabilizam o complexo DI-DIII (Smit, Moesker et al. 2011). Inicialmente a proteina

E sofre uma protusdo na superficie viral pela dissociagdo dos homodimeros em mondémeros
expondo DIl e consequentemente as alcas do peptideo de fusdo que serdo inseridas no folheto
externo da membrana. Subsequentemente ocorrerd a interacao de trés proteinas E que formarac
um trimero instavel estabilizado pela interacdo do DI das trés proteinas. Em seguida acredita-
se gque o DIl se dobre sobre o trimero formando uma estrutura do tipo grampo, essas alteracdes
induzem a fusdo das membranas e formacéo de um poro de fusdo e subsequente liberacdo dc

nucleocapsideo no citosol(Agrelli, de Moura et al. 2019).

O RNA viral assim que liberado no citosol € imediatamente reconhecido como RNA
mensageiro e o processo de traducao € iniciado levando a formacéo da poliproteina (Aktepe
and Mackenzie 2018) . A parte N-terminal da proteina nascente possui um sinal de localizacao
no reticulo endoplasmético (RE) rapidamente reconhecido por ribossomos associados ao RE.
O RE é portanto uma plataforma de membrana essencial para continuidade do processamento

da poliproteina e a formacéo dos complexos de replicacdo (Sager, Gabaglio et al. 2018).

Trés estruturas de membranas diferentes séo visualizados pela mudanca da arquitetura
do RE em infec¢Bes por membros da familia Flaviviridae (Apte-Sengupta, Sirohi et al. 2014).
As membranas do RE se diferenciam em sacos membranosos ou pacotes de vesiculas (Vp) que
sdo pequenos aglomerados de vesiculas de membrana ( Ve), local onde o complexo de
replicacdo é formado, e membranas convultas (MC) onde acredita-se que o RNA viral é
traduzido e da-se inicio ao processamento da poliproteina (Apte-Sengupta, Sirohi et al. 2014,
Aktepe and Mackenzie 2018). Uma série de fatores do hospedeiro e virais trabalham para
remodelacdo do RE e formacdo das membranas de replicacdo e traducéo/processamento,
induzindo mudancas na composicao lipidica e proteica (Diosa-Toro, Prasanth et al. 2020). As
proteinas virais NS4A e NS4B estédo envolvidas nesta remodelagédo, bem como o recrutamento
da proteina celular reticulon 3.1A diretamente envolvida na manutencdo da estrutura do RE
(Aktepe and Mackenzie 2018, Ojha, Rodriguez et al. 2018).

Apos a formacao das vesiculas de membrana o complexo de replicacdo é formado, onde
o RNA viral, a helicase NS3 e a polimerase NS5 se associardo ao lado citoplasmatico da
membrana formada e o emprego de lipideos é promovido pela associacéo das proteinas NS2A,
NS2B, NS4A e NS4B, e o complexo é estabilizado no lado luminal do RE pelos dimeros da
proteina NS1 e suas interacdes com NS4A e NS4B (Apte-Sengupta, Sirohi et al. 2014). O RNA

recém sintetizado é capturado pela proteina C do capsideo formando o nucleocapsideo para
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posterior montagem pela associacdo com as glicoproteinas virais produzidas nas membranas

convultas seguido pela maturagdo da particula viral no Golgi (Barnard, Abram et al. 2021).

Ainda nas membranas no RE as particulas virais de ZIKV sdo montados e direcionados
ao Golgi através da via secretora (Sager, Gabaglio et al. 2018). A proteina C é mcalizad
lado citoplasmatico do RE e as glicoproteinas de membrana PrM e E no lado luminal, onde
também passam por modificacdes poés traducionais pela acdo das chaperonas celulares
calreticulina, calnexina e GRP78 promovendo o dobramento correto destas (Limjindaporn,
Wongwiwat et al. 2009, Lewy, Grabowski et al. 2017). Os locais de montagem estdo em uma
posicao justa-posta proximo as vesiculas de replicacdo, uma vez que nao foi identificado sinal
de empacotamento no RNA viral e aparentemente a interacdo da proteina C e o RNA viral
recém sintetizado ndo € especifico, portanto essa posicdo € essencial para especificidade de
incorporacdo do RNA viral em particulas virais que devem seguidamente brotar no limem do

reticulo endoplasmatico(Cortese, Goellner et al. 2017, Liu, Kline et al. 2018).

As glicoproteinas virais PrM e E possuem um papel crucial na secrecédo de virions
membros da familia Flaviviridae por possuirem o sinal responsavel pela interacdo da particula
viral com a maquinaria secretora celular (Sager, Gabaglio et al. 2018). Acredita-se que o
brotamento na membrana do reticulo endoplasmético é dirigido pelo revestimento com
proteinas formando vesiculas denominadas de COPII que naturalmente direcionam cargas do
RE para o Golgi. Vesiculas revestidas por COPII possuem um tamanho de ~ 60 a 100 nm e
portanto se limitaria a transportar apenas um virion imaturo cujo o tamanho é ~ 50 nm, este
problema é resolvido pela associacao dos aglomerados de particulas virais com diferentes tipos
de receptores de cargas o que leva ao aumento da area de revestimento de COPII e a formacac

de vesiculas maiores(Burlaud-Gaillard, Sellin et al. 2014, Sager, Gabaglio et al. 2018).

As particulas de Zikv imaturos necessitam da passagem pelo Golgi para entdo serem
liberados pelas vias de exocitose como particulas virais maduras (Sirohi and Kuhn 2017).
Portanto as proteinas residentes no Golgi como a furina, a adicdo de agucares nas glicoproteinas
virais e 0 baixo pH presente na estrutura trans-Golgi sao essenciais para maturacao dos virions
de ZIKV (Sager, Gabaglio et al. 2018). Ao sair do reticulo endoplasmatico a particula viral
imatura de Zikv possui uma superficie pontiaguda composta por 180 heterodimeros de PrM e
E associados em 60 projecdes trimeéricas. O baixo pH da cisterna trans do Golgi no processo de
maturacdo da particula viral induz a reorganizacdo da projecdo trimerica para 90 dimeros,

expondoo sitio de clivagem de PrM. A proteina furina atua como protease e cliva “Pr” que
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permanece associado a particula viral até o brotamento da célula hospedeira se desassociandt
devido ao pH neutro do meio extracelular(Sirohi and Kuhn 2017, Agrelli, de Moura et al. 2019)

A liberacao das particulas virais para o meio extracelular ainda néo € bem compreendido
guanto os processos anteriores que culminam na formacao da particula viral, portanto sabe-se
que o brotamento depende de compartimentos membranosos (Chen, Bagchi et al. 2020).
Estudos suportam hipéteses de que o brotamento envolve a compartimentalizacao de grupos de
virions em grandes vesiculas bem como particulas individuais em vesiculas pequenas que se
fundem com a membrana plasmatica das células e que essa entrega ndo é dependente de clatrin
(Sager, Gabaglio et al. 2018). E desconhecido a natureza dos transportadores que entregam os
virions a membrana plasmatica, porém estudos com o virus da Dengue indicam que a liberacao
das particulas virais estdo associadas ao complexo EXOCYST, que em células ndo infectadas
esta envolvido na vias dos portadores de secrecdo na membrana plasmatica (Chen, Lin et al.
2011). Quando essa maquinaria multiproteica é destruida a reducdo da secrecdo de virions é
drasticamente reduzida. Evidéncias da atuacdo do complexo EXOCYST na secrecao de virions
do Zika ainda séo escassas, porém deve ser levado em consideracdo. Em células de inseto «
eficiéncia da secrecao de virions de Zika é superior a de células de mamifero, suportando o
principio de que oElavivirus evoluiram de patdgenos de inseto, os diferentes tipos de células
eucaridticas também implicam em diferentes eficiéncias de secrecdo (Sager, Gabaglio et al.
2018).

2.3 TRANSMISSAO

Componente do grupo dos arbovirus o Zika virus pode ser também transmitido por vias
secundarias como sexual, transfusional ou vertical (materno-fetal) (Masmejan, Musso et al.
2020).

2.3.1 TRANSMISSAO PELA PICADA DE MOSQUITOS COMPETENTES

O principal modo de transmisséo do ZIKV é através da picada de mosquitos fémeas

infectadas do génemedes (Sharma and Lal 201 Ra Africa a espécidedes africanug o
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principal responsavel pelo ciclo de transmisséo silvestre ocorrendo de mosquito para primatas
nao humanos sendo que a extensao desse ciclo para transmissao viral em humanos nao foi muitc
bem caracterizada, devido a falta de vigilancia e monitoramento nestes locais e devido aos
surtos esporadicos e a concentracao desses mosquitos em areas de florestas (Masmejan, Muss
et al. 2020). As espécidgedes aegypt Aedes albopictusstdo associados a grande maioria

das transmissdes urbanas e se concentram em regides tropicais e subtropitaigietusse
expandindo para regifes temperadas (Sharma and Lal 2017). Nas Américas as prevaléncias de
infeccdo pela picada de mosquito se devem as espeaazg/ptie A.albopictusporém outras
espécies também sdo capazes de promover a infeccdo através da picada como é o caso d.
espécieAedes hensillresponsavel pelo surto na ilha de Yap &.molynesiensisesponsavel

pelo surto da Polinésia Francesa (Tham, Balasubramaniam et al. 2018). Os mosquitos
infectados com arbovirus permanecem infectados por toda a vida e sao locais favoraveis para
manutencdo das arboviroses por permitirem sua rapida replicagdo do intestino médio a
hemolinfa, no corpo adiposo, musculos, tecido neural e glandulas salivares (Tham,

Balasubramaniam et al. 2018, Masmejan, Musso et al. 2020).

Cerca de 25 espécies de mosquito tem sido relatados quanto sua competéncia na
transmissao do ZIKV, a maioria compreende os do g&eatesseguido pelos géneros Cullex
e Anophelegm que em condig¢6es de laboratorio o ZIKV foi isolado de suas glandulas salivares
(Gregory, Oduyebo et al. 2017). H& muitas controvérsias da suposta competéncia da espécie
Cullex quinquefaciatus alguns estudos relatam que esta espécie possui um potencial de
transmissao do ZIKV, porém as amostragens nao sao significativas e portanto até o presente
momento as espécies Gelllex ndo desempenham um papel importante para transmissao do
ZIKV (Gutierrez-Bugallo, Piedra et al. 2019).

Apoés a picada dos mosquitos infectados, as células endoteliais e dendriticas sdo os
primeiros alvos para propagacdo do ZIKV que posteriormente se dissemina entre 0s vasos
sanguineos rompendo a barreira sangue-tecido atingindo o Utero, tésticulos e cérebro
(Khaiboullina, Ribeiro et al. 2019).

2.3.2 TRANSMISSAO SEXUAL

Dentre os arbovirus, o virus da Zika € aparentemente o Unico que esta associado a

transmissao por vias sexuais (Sherley and Ong 2018). O primeiro relato de transmisséo sexual
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pelo virus da Zika ocorreu em 2008 quando um cientista norte americano que havia viajado
para uma area endémica retornou com sintomas caracteristicos da doenca do Zika e manteve
relacdes sexuais desprotegidas com sua esposa que nao estava presente em areas endémicas
em regibes que haviam relatos da presenca de mosquitos competentes e quatro dia apos
apresentou sintomas semelhantes (Foy, Kobylinski et al. 2011). Desde entdo o aumento do
namero de casos de uma possivel infeccdo através das vias sexuais tornou-se concreta com ¢
identificacdo de RNA viral e virus infeccioso em amostras de semém e fluidos vaginais

(Masmejan, Musso et al. 2020).

Transmissfes de homem-homem, homem-mulher e mulher-homem foram relatadas e
notavelmente a transmissdo mais comum é de homem para mulher compreendendo cerca de
92% dos casos, seguidos de homem-homem e mulher para homem. A principal forma de
transmissao sexual € a vaginal desprotegida (96%) seguidos pela oral (18,5%) e anal (7,4%),
na maioria dos casos a transmissao se deu por pessoas sintomaticas porém hé relatos de pesso
assintoméaticas possivelmente que infectaram seus parceiros (Moreira, Peixoto et al. 2017,
Khaiboullina, Ribeiro et al. 2019).

A persisténcia do ZIKV no trato genital masculino parece ser constante, com a
identificagdo de RNA viral no sémen por varios meses porém o virus infeccioso parece estar
presente apenas na fase aguda podendo alterar a qualidade dos espermatozoides diminuindo ¢
namero de espermatozoides viaveis(Masmejan, Musso et al. 2020) . Uma vez que o testiculo é
um érgéo imunoprivilegiado devido a protecdo da barreira hemato-testicular a capacidade de
disseminacdo e persisténcia do ZIKV nessas regifes sdo preocupantes e associadas a
infertilidade masculina (Payne, Kenny et al. 2020). Em relagéo ao trato reprodutivo feminino a
presenca do ZIKV nas secre¢fes vaginais € rara e nao persistente (Masmejan, Musso et al. 2020,

Payne, Kenny et al. 2020).

Orgaos como o Centro de Controle de Prevencdo de Doencas nos Estados Unidos e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendam que homens sintomaticos ou
assintomaticos compativeis com o ZIKV mantenham relacdo sexual protegida com seus
parceiros por até 6 meses e que mulheres esperem pelo menos até 8 semanas (Petersen, Meane
Delman et al. 2016, 2020).
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2.3.3 TRANSMISSAO SECUNDARIA ( MATERNO-FETAL E POR TRANSFUSAO
SANGUINEA)

Fetos natimortos de maes que foram expostas ao virus da Zika e apresentaram
malformacdes congénitas graves contribuiram para suportar o fato da transmisséao vertical de
mae para filho (Collins and Waggoner 2019). A placenta € uma barreira que tende a proteger o
feto de microrganismos patogénicos presentes no organismo da gestante, entretanto nem
sempre essa protecao € eficaz e os patdgenos, como no caso do ZIKV, podem atravessar ess:
barreira e se dissemimamn no tecido nervoso fetal (Zanluca, de Noronha et al. 2018). Dados
indicam que a transmissao vertical ocorra entre 20 a 30% de gestantes expostas ao ZIKV, e o
primeiro trimestre da gravidez o de maior risco para evolugcdo de um quadro clinico de
neuropatologia fetal (Masmejan, Musso et al. 2020). A transmiss&o uterina trouxe preocupacoes
globais, principalmente em locais endémicos de infeccédo pelo ZIKV como € o caso do Brasil
em que o numero de fetos diagnosticados com microcefalia esta aumentando e na grande
maioria dos casos ha uma relacéo direta com infecgdo pelo Zika virus (Sharma and Lal 2017).
Vale ressaltar que a deteccéo de RNA viral mas néo de virus infeccioso foi relatado no leite
materno, portanto um novo mecanismo de transmissdo de mée para filho pode ser introduzido

e carece de investigacao (Zanluca, de Noronha et al. 2018).

A transmissdo do ZIKV através de sangue infectado de doadores por transfusao
sanguinea é infimo, compreendendo cerca de 1% dos casos. Ainda assim a preocupacao quantc
esse modo de transmissdo deve ser mantida e 6rgdos competentes como a OMS sugerern
testagem em todos os bancos de sangue e doadores para diminuir o risco de infeccéo

(Masmejan, Musso et al. 2020).

2.4 NEUROPATOLOGIAS ASSOCIADAS AO ZIKV

O virus da Zika foi considerado recentemente um agente neurotropico devido as
caracteristicas concretas de sua associagdo com anomalias cerebrais (Vhp, Aragao et al. 2020).
Historicamente as manifestagdes clinicas observadas em pacientes sintomaticos infectados pelo
virus da Zika eram leves e autolimitada a uma doenca febril semelhante a gripe com mialgias,

artralgias, febre, dor de cabeca, erupgdo cutanea, conjuntivite e fadiga (Abrams, Solis et al.
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2017). Porém os surtos recentes nas Américas indicam que as complicagbes advindas da
infeccdo pelo ZIKV estdo associadas a complicagBes neuroldgicas graves como encefalite,
atrofia muscular, Sindrome de Guillain Barré e Microcefalia em neonatos (Blazquez and Saiz
2016). E demonstrado que o ZIKV infecta uma gama de células riewisie e in vivocomo

células tronco neurais, astrocitos, células precursoras de oligodendroécitos e microglia entretanto
sua preferéncia € por células neuroprogenitoras de fetos e adultos (Russo and Beltrao-Braga
2017, Acosta-Ampudia, Monsalve et al. 2Q18)infeccdo dessas células neuro progenitoras
humanas pela cepa do ZIKV forneceram uma pista inicial para a neuropatologia ligada a
microcefalia e outras anormalidades cerebrais do Sistema Nervoso Central (Olagnier,
Muscolini et al. 2016).

2.4.1 SINDROME CONGENITA DO ZIKA E MICROCEFALIA

A Sindrome Congénita do Zika (SCZ) € determinada por um quadro complexo de
anomalias associadas a transmissdo materno-fetal (Pomar, Musso et al. 2019). Caracteristicas
como microcefalia grave em que o cranio colapsou parcialmente, dano cerebral com diminui¢cao
do tecido cerebral, danos na parte posterior dos olhos como manchas na retina, contraturas
congénitas como pé torto ou artrogripose e hipertonia marcada e, ou restricdo do movimento
corporal logo ao nascer, diferem a SCZ de outras infecgdes congénitas (Pomar, Musso et al.
2019, Vhp, Aragao et al. 2020).

A estreita relacdo entre a infeccdo pelo ZIKV e patologias durante a gravidez se deu
durante o surto nas Américas do Sul e Central em que cerca de 58 casos de microcefalia fetal
foram notificados em um Unico més no nordeste do Brasil (Pardy and Richer 2019). A
microcefalia foi considerada a primeira anomalia associada ao SCZ seguido de atrofia cerebral
grave, ventriculomegalia e calcificag&o intracraniana (Liang, Guida et al. 2019).

A microcefalia € um defeito congénito grave em humanos descrito como uma condicao
clinica em que o tamanho da cabeca medido pela circunferéncia occipitofrontal € inf&rior a -
desvios padrao menor que o normal para o sexo e idade em especifico (Vhp, Aragao et al. 2020).
O primeiro trimestre da gravidez € fundamental para o desenvolvimento neurologico e a
infecgdo pelo ZIKV neste periodo tem maior probabilidade de afetar o sistema nervoso central
dos fetos e este fato esta intimamente relacionado a microcefalia associado a infec¢do pelo

ZIKV (Faizan, Abdullah et al. 2016). Um dos possiveis mecanismos em que a infec¢ao pelo
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ZIKV esté associado a microcefalia € devido a permissibilidade de macréfagos placentarios e
citotrofoblastos ao ZIKV sendo que os macréfagos sé@o as principais células alvo de infeccéo
na placenta(Olagnier, Muscolini et al. 2016). A placenta é o principal 6rgdo responséavel por
nutrir e proteger o feto durante o desenvolvimento e por isso € o principal mediador da
transmissao vertical pelo ZIKV de maes para o cérebro fetal (Faizan, Abdullah et al. 2016,
Olagnier, Muscolini et al. 2016).

A microcefalia associada ao ZIKV levantou muitas duvidas uma vez que a ultima
relacdo constatada de infeccdo e associacao a microcefalia foi ha mais de 50 anos e tinha coma
agente etioldgico o virus responsavel pela rubéola (Li, Saucedo-Cuevas et al. 2016). Entretanto,
a presenca confirmada do ZIKV em liquido amniético e tecido cerebral fetal e as altas taxas de
microcefalia fornece evidéncias mais que suficientes da infeccdo perinatal de ZIKV e o
desenvolvimento de microcefalia (Morris, Barichello et al. 2018). Em setembro de 2015 e
fevereiro de 2016, anos que foram marcados pelo surto de ZIKV no Brasil. Brasil et al,
demonstraram que dentre 88 gestantes avaliadas quanto a presenca de RNA viral e alteracdes
fetais via ultrassom, 42 destas eram positivas para o ZIKV e o restante negativas e que houve
uma diferenca drastica e significativa na incidéncia de microcefalia em gestantes ZIKV
positivas em relacdo as gestantes ZIKV negativas (Brasil, Pereira et al. 2016). Um estudo
retrospectivo realizado na Polinésia Francesa indica um aumento no nimero de casos de
microcefalia nos surtos de ZIKV entre 2013 e 2014, antes disso a incidéncia no numero de
bebés com microcefalia eram de 2 a cada 10.000 bebés e durante o surto este nimero aumentot
com uma incidéncia 50 vezes maior em que a cada 10.000, 95 bebés foram diagnosticados com
microcefalia (Cauchemez, Besnard et al. 2016). O Brasil foi considerado o pais com maior
incidéncia de casos de microcefalia associados ao surto de ZIKV e em janeiro de 2016 cerca de
10.000 casos suspeitos e 2366 confirmados foram notificados constando no Relatério
Epidemiolégico de Zika da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e na OMS que
decretou uma emergéncia de saude publica internacional em fevereiro de 2016 (Wen, Song et
al. 2017).

Um modelo in vitro para estudo da microcefalia foi estabelecido. Células neuro
progenitoras ( CNP), organoides corticais, cérebro de camundongo e modelos de cérebro fetal
humano quando cultivadas demonstraram susceptiveis a infeccdo pelo ZIKV que induziu
inflamacéo, proliferacdo reduzida e morte celular (Li, Saucedo-Cuevas et al. 2016). As CNPs
humanas derivadas de células pluripotentes induzidas forneceram as primeiras evidéncias de

gue neurdnios humanos eram susceptiveis a infecgédo pelo ZIKV (Acosta-Ampudia, Monsalve
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et al. 2018). Culturas organotipicas de tecido cerebral demonstraram que astrocitos, microglia
e oligodendrdcitos provenientes de cortex em desenvolvimento sdo significativamente
infectados pelo ZIKV (Wen, Song et al. 2017). Esses organdides sdo modelos interessantes
para o estudo de como a infeccdo pelo ZIKV impactam o desenvolvimento cerebral uma vez
gue constituem muitos tipos celulares diferentes que sao essenciais para o desenvolvimento e

funcd@o normal do cérebro (Li, Saucedo-Cuevas et al. 2016, Wen, Song et al. 2017).

Apesar da importancia que os modelos in vitro possuem em estudar as consequéncias
da infeccéo pelo ZIKV, os modelos in vivo sdo essenciais para se compreender oS mecanismos
pelos quais o ZIKV esta associado a perturbacdo sistémica e a microcefalia sendo que
atualmente apenas camundongos imunocomprometidos desenvolvem a doenca (Morris,
Barichello et al. 2018). Camundongos fémeas gravidas Swiss Jim Lambert (SJL), que
apresentam defeitos imunolégicos leves, quando infectadas com ZIKV levam a microcefalia
em embrides com os neonatos exibindo malformacgéo cortical, morte celular apoptotica e
autofagia. Modelos de camundongos fémeas gravidas sem sinalizacdo do interferon tipo 1 e ou
camundongos selvagens com sinalizacdo do interferon tipo 1 bloqueado por anticorpo, apos
infeccdo pelo ZIKV seus neonatos apresentaram microcefalia fetal. Modelos de camundongos
susceptiveis ao ZIKV mostram danos a placenta e transmissao de virus para o feto (Li, Saucedo-
Cuevas et al. 2016).

2.4.2 SINDROME DE GUILLAIN-BARRE ASSOCIADA AO ZIKV

A Sindrome de Guillain-Barré (SGB) pode ser definida como uma doenca autoimune
incomum, comprometendo os nervos periféricos, culminando em paralisia progressiva (Barbi,
Coelho et al. 2018). Em sua maioria os casos de SGB estdo associados a uma infec¢cao por
inlmeros microrganismos patogénicos como o virus da Zika (Acosta-Ampudia, Monsalve et
al. 2018). A infeccdo induz a producdo de autoanticorpos direcionados aos gangliosideos
presentes nas membranas das ceélulas nervosas, causando sintomas respiratorios,
gastrointestinais e comprometimento neurolégico com o0s pacientes desenvolvendo uma
paralisia neuromuscular seguida pela perda de sensibilidade e dor (Acosta-Ampudia, Monsalve
et al. 2018, Barbi, Coelho et al. 2018). Os mecanismos do ZIKV nas manifestacdes clinicas da
SGB néo sao muito bem compreendidas, porém algumas hipoteses estéo relacionadas a este:

eventos (Acosta-Ampudia, Monsalve et al. 2018). Lucchese et al., propde que as proteinas do
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ZIKV compartilham peptideos com proteinas humanas e que esses peptideos possuem potencial
imunoldgico fazendo com que apo6s a infeccdo pelo ZIKV ocorra uma reacdo cruzada com
proteinas presentes no ceérebro ou outras moléculas que podem contribuir para o
desenvolvimento de neuropatias relacionadas ao ZIKV. E que no caso da SGB a reacao cruzada
ocorre entre componentes do ZIKV e os gangliosideos da membrana neuronal (Lucchese and
Kanduc 2016). Outro evento que poderia associar infec¢des pelo ZIKV com a SGB € 0 aumento
dependente de anticorpos (ADE), uma vez que infec¢cdes anteriores com outros membros da
familia Flaviviridae como € o caso do virus da Dengue, anticorpos anti-dengue circulantes se
ligariam no ZIKV porén ndo teriam capacidade de neutralizagdo entretanto facilitariam a
entrada do ZIKV nas células (Mancera-Paez, Roman et al. 2018, Rodriguez, Rojas et al. 2018).

A associacao das manifestacdes caracteristicas do SGB e as infec¢des pelo ZIKV foram
inicialmente relacionadas durante o surto de Zika em 2013 na Polinésia Francesa (Pardy and
Richer 2019). Um estudo de caso controle em um hospital na Polinésia Francesa demonstrou
que pacientes diagnosticados com SGB e ZIKV em sua maioria produziram anticorpos IgM
contra 0 ZIKV (93%) em relacédo a pacientes sem doenca febril do mesmo hospital e 0 ZIKV
foi detectado em todos os pacientes de um grupo controle sem sintomas nheurologicos
evidenciando o ZIKV como um fator de risco para a SGB. A estimativa de casos de SGB tinha
como média anual 3-8 casos, neste ano a incidéncia aumentou para 42 casos, e assim colocand
de lado qualquer duvida sobre a relacdo das infec¢des de ZIKV com o desenvolvimento de
SGB (Cao-Lormeau, Blake et al. 2016).

Nos surtos das Américas do sul e central arelacdo SGB e ZIKV foi ainda mais evidente
(Pardy and Richer 2019). Relatérios foram apresentados em muitos paises como Brasil,
Colébmbia, Honduras, Nicardgua e México com 0s pacientes apresentando sintomas bem
semelhantes aos da Polinésia Francesa (Brasil, Sequeira et al. 2016, Pardy and Richer 2019).
Durante novembro de 2015 e janeiro de 2016 o Brasil registrou 1.708 casos da Sindrome de
Guillain Barré, 46 casos foram registrados em EIl Salvador em um periodo de 2 meses, ja na
Venezuela foram 252 casos. Na Coldmbia a média anual era de 242 casos que aumentaram
significativamente durante o curto periodo de novembro de 2015 a marco de 2016 com 320

casos de SGB (Parra, Lizarazo et al. 2016, Munoz, Parra et al. 2017).

Especula-se que o fato de neuropatias associadas ao ZIKV como € o caso da SGB

estarem relacionadas aos surtos a partir da Polinésia Francesa até as Americas e nao ao surtt
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das ilhas de Yap € provavelmente devido ao surgimento de um ancestral viral comum e mais

neurovirulento do que o encontrado nas ilhas de Yap (Barbi, Coelho et al. 2018).

2.5 DIAGNOSTICO E DETECCAO DO ZIKV

A infeccao pelo Zika desencadeia uma sintomatologia ndo especifica e bem semelhante
aos sintomas provenientes de infecgcdes com outros membros da familia Flaviviridae, como € o
caso do virus dengue (DENV) e chikungunya ( CHIKV) (Munoz-Jordan 2017). Portanto um
diagnéstico laboratorial e rapido se faz necesséario para medidas de controle e prevencéo. A
grande maioria dos infectados pelo Zika sdo assintomaticos, dificultando ainda mais o
diagnostico da doenca e isso reflete na subnotificacdo de casos e na incidéncia de doencas
neurolégicas como é o caso de microcefalia em neonatos (Peters and Stevenson 2019). Vale
ressaltar que dentre as arboviroses o Zika € o Unico documentado que pode ser transmitido pelas
vias sexuais, 0 que aumenta a necessidade de deteccao e diagndstico em gestantes e pesso

que estdo oadiveram em areas endémicas (Munoz-Jordan 2017).

O diagnostico de infeccdo pelo ZIKV é possivel através da deteccdo do material
genético viral em amostras de fluidos ou tecidos de pessoas infectadas através de testes de
amplificacdo do material genético viral como é o caso da RT-PCR. Métodos sorolégicos
também sao utilizados, incluindo os teste de imunoabsorcédo enzimatica (ELISA), testes de
neutralizacédo por reducao de placa (PRNT) e testes rapidos como os ensaios de fluxo lateral
(Singh, Dhama et al. 2017).

O antigeno pode ser identificado através de imunohistoquimica de tecidos
comprometidos pelo Zika e pode ser isolado em amostras de soro humano, sémen ou urina e
seu titulo definido através da inoculacdo destas amostras em culturas de células (Musso and
Gubler 2016). A deteccao molecular do Zika pode ser feita através da RT-PCR, uma vez que &
um virus de RNA antes da amplificacdo do material genético este deve ser convertido em uma
molécula de DNA complementar pela acdo de uma polimerase conhecida como Transcriptase
Reversa (Peters and Stevenson 2019). Cerca de 80% das infec¢des pelo Zika séo assintomatica
e a detecgdo transitoria no sangue, urina e soro sao possiveis, porém a detec¢do Nao é possive
pela RT-PCR (Landry and St George 2017). Uma alternativa a deteccdo pela RT-PCR € a

técnica recentemente desenvolvida para detec¢ao rapida de Zika conhecida como Amplificacao
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Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) (Silva, Pardee et al. 2019). Mesmo com a Otima
qualidade dos resultados fornecidos pela RT-PCR, a extensiva preparacdo das,amostras
extracdo do material genético, a utilizacdo de equipamentos caros e interpretacao qualificada,
limita 0 emprego desta técnica (Silva, Paiva et al. 2019). O LAMP € um método alternativo de
deteccédo devido sua amplificacdo rdpida, farta e simples, refletindo nas vantagens em relacéo
aos testes de RT-PCR, que incluem rapidez, baixo custo, alta sensibilidade e especificidade
(Estrela, Mendes et al. 2019, Silva, Paiva et al. 2019, Silva, Pardee et al. 2019).

Os imunodiagnoésticos para o Zika também sdo métodos utilizados principalmente
devido a grande porcentagem de individuos assintométicos e ampla janela de tempo para
deteccédo, porém devido a estreita relacdo com outras arboviroses como é o caso do virus da
dengue (DENV), a reatividade cruzada dificulta 0 emprego destas tecnologias (Munoz-Jordan
2017). Portanto, para confirmacdo conclusiva do diagnostico de Zika em areas endémicas com
co-circulacdo de DENV, ensaios de neutralizacdo por reducédo de placa sdo indispensaveis
(Landry and St George 2017).

2.6 TRATAMENTO

Mesmo apés 14 anos desde o primeiro surto de Zika fora da Africa e Asia, na ilha de
Yap e suas associacdes com doencas neurologicas reconhecidas apds os surtos da Polinési
Francesa em 2013 e nas Américas em 2015, medidas para tratamento contra o Zika ndo estac
disponiveis no mercad®ilva, Santos et al. 20p0Atualmente, pacientes infectados pelo Zika
recebem apenas cuidados paliativos que inclui repouso e ingestédo de liquido ou medicamentos
para alivio dos sintomas e bem estar dos paci@taeSilva, Oliveira Silva Martins et al. 2018).
O controle dos mosquitos vetores € a principal estratégia para controle e disseminacdo do Zika
bem como de outros membros da famHlaviviridae ,como € o caso do virus da dengue
(DENV) (Quanquin, Wang et al. 2017, da Silva, Oliveira Silva Martins et al. 2018). Entretanto,
estratégias para o desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais tém sido colocadas em pratica,
uma vez que sao as principais abordagens para contencdo e ou avango de uma doencga de

etiologia viral(Silva, Santos et al. 2020)
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2.6.1 VACINAS

As vacinas estao entre as abordagens terapéuticas mais promissoras e entre 0s principais
produtos conquistados pelo avango da ciéncia para eliminacdo e prevengdo de doencas
infecciosas (Mao and Chao 2020). O desenvolvimento e o licenciamento de uma vacina
dependem de muitos fatores que incluem o tempo de fabricacdo que pode levar de 6 a 36 meses
e 0s extensos testes de controle de qualidade. Para uma vacina ser liberada no mercado reque
a demonstracdo da seguranca e eficacia bem como da capacidade de fabricacdo consistente
(Plotkin, Robinson et al. 2017, Mao and Chao 2020).

Apesar das taxas baixas de mortalidade a associacédo do Zika com doencas neuroldgicas
como € o caso da SGB em adultos e a Sindrome Congénita do Zika em fetos, séo fatores mais
que justificaveis para a o desenvolvimento e licenciamento de uma vacina contra o Zika (Garg,
Mehmetoglu-Gurbuz et al. 2018). Entretanto, uma vacina contra o Zika precisa obedecer
algumas exigéncias, uma vez que o principal publico alvo sdo mulheres em idade reprodutiva,
incluindo gestantes (Saiz 2019). A seguranca para mulheres e gestantes € uma prioridade para
0 desenvolvimento de uma vacina contra o Zika, vacinas licenciadas contraFtaitiasus
por exemplo sdo contra indicados nesse publico a menos que os beneficios superem 0s riscos
(Garg, Mehmetoglu-Gurbuz et al. 2018). Além da seguranca a eficacia da vacina precisa ser
alta pois uma das rotas de transmissado do Zika € através da mée para o feto e portanto a vacine
precisa garantir a protecdo da gestante e do feto (Saiz 2019, Evans-Gilbert 2020). Uma
dificuldade e preocupacdo no desenvolvimento de vacinas para o Zika é que como este virus
co-circula em areas endémicas a outros virus da familia Flaviviridae, uma vacina poderia gerar
anticorpos com reatividade cruzada e culminar no aumento dependente de anticorpo (ADE)
(Evans-Gilbert 2020).

Mesmo com todas as dificuldades e consideracfes existem pelo menos 9 candidatos a
vacina contra o Zika sob avaliacdo clinica e 25 em desenvolvimento nédo clinico (Barrett 2018).
A eficacia protetora de uma vacina esta ligada a sua capacidade de induzir a producdo de
anticorpos neutralizantes. Atualmente quase todas as abordagens para producédo de vacinas
contra o0 Zika estdo disponiveis e sob ensaios clinicos como é o caso das vacinas de virus
inativado e ou vivo atenuado, baseado em acidos nucleico (DNA ou RNA), particulas
semelhantes a virus, subunidades proteicas e ou virus recombinante (Pattnaik, Sahoo et al.
2020).
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As vacinas baseadas em acidos nucleicos utilizam a poderosa e competente maquinaria
celular dos hospedeiros. O DNA sintético contendo a informagéo que codifica a proteina viral
usa da maquinaria de transcricdo e traducao celular para producdo de iniUmeras proteinas virais
alvo antigénicas. Nao sdo capazes de reverter e replicar e portanto é uma abordagem mais
segura do que o uso de virus vivo atenuado (Makhluf and Shresta 2018). Vacinas baseadas em
sequéncias que codificam as proteinas PrM-E do Zika foram desenvolvidas. As vacinas
produzidas pelo Instituto Nacional de Doencas Infecciosas/Centro de Pesquisas em Vacinas
denominadas VCR5288 e VCR5283 mostraram-se promissoras na inducdo de anticorpos
neutralizantes contra Zika em primatas ndo humanos como foi o caso dos macacos rhesus e em
individuos adultos saudaveis (Gaudinski, Houser et al. 2018, Makhluf and Shresta 2018). Um
outro candidato a vacina de DNA, denominado GLS-5700 produzida pela farmacéutica
GeneOne Life Science também induziu resposta robusta em camundongos deficientes da
sinalizacdo do interferon e nos ensaios clinicos de fase I, induziram a producao de anticorpos
que se ligaram em 100% no Zika porém apenas 60% foi considerado neutralizante (Muthumani,
Griffin et al. 2016, Tebas, Roberts et al. 2017).

As vacinas de mRNA induzem a traducéo direta das proteinas virais e anulam o risco
de incorporacdo ao material genético das vacinas de DNA (Makhluf and Shresta 2018). Vacinas
em que o0 mRNA induz producéo de proteinas virais baseadas nas proteinas PrM-E estdo sendo
testadas em ensaio de fase clinica I, pela farmacéutica Moderna (Garg, Mehmetoglu-Gurbuz et
al. 2018). Denominadas mMRNA1325 e mRNA1895, estas vacinas mostraram induzir protecéo
com a Sindrome Congénita do Zika e protecdo durante a gravidez em camundongos
imunocompetentes e imunocomprometidos (Richner, Jagger et al. 2017, Jagger, Dowd et al.
2019).

As vacinas de virus vivo atenuado também foram propostas para o ZIKV, baseado em
duas estratégias principais: insercdo de mutacdes de atenuacao e producdo de virus quimeérica
com regides de outroBlavivirus (Pattnaik, Sahoo et al. 2020lgumas vacinas tiveram
eficacia protetora eficiente em camundongos imunocomprometidos e imunocompetentes, bem
como nas suas proles (Shan, Muruato et al. 2017). Entretanto, como o publico alvo séo gestantes
e mulheres em idade reprodutiva, essa plataforma ndo é recomendada pois virus vivo atenuado
pode causar viremia e neuroviruléncia e a possibilidade de reversdo e transmissao viral
(Makhluf and Shresta 2018, Pattnaik, Sahoo et al. 2020).
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As vacinas de virus inativado, ao contrario das de virus vivo atenuado, impede a
reversao e replicacdo e portanto séo indicadas para gestantes (Makhluf and Shresta 2018). Em
alguns casos, vacinas baseadas em virus inativado requer o emprego de adjuvantes e por issc
deve-se ter cautela no administracdo dessas vacinas em gestantes (Garg, Mehmetoglu-Gurbuz
et al. 2018). A ZIKV PIV € uma vacina atenuada que atualmente esta em fase clinica | apés a
comprovacdo de sua eficacia em modelos de camundongos e primatas ndo humanos
(Modjarrad, Lin et al. 2018). Esta vacina esta sendo financiada pelo Instituto Nacional de
Alergia e Doencas Infecciosas e pelo Centro Médico Beth Israel Deacones (Makhluf and
Shresta 2018).

As plataformas de producéo de Particula Semelhante a Virus (VLPS) e as de subunidade
também demonstraram resposta protetora contra Zika (Saiz 2019). VLPs sdo seguras, € como
as proteinas estdo na sua forma nativa, sua imunogenicidade é significativa e mais robusta em

relacdo as de subunidade (Pattnaik, Sahoo et al. 2020) .

Ainda que as vacinas sejam o padrdo ouro para prevencao das infecc¢des virais, no caso
de Zika suas limitacBes e exigéncias devido ao publico alvo e a co-circulacdo com outros
Flavivirus, abordagens mais rapidas sdo necessarias e a busca por antivirais é a solucéo para

este desafio (Quanquin, Wang et al. 2017).

2.6.2 ANTIVIRAIS

A busca por antivirais contra o Zika vem se estabelecendo a cada ano, uma vez que o
desenvolvimento de vacinas possuem muitos desafios a serem resolvidos a longo prazo
(Bernatchez, Tran et al. 2020). Os antivirais podem ser direcionados a diferentes estagios do
ciclo infeccioso viral que incluem basicamente os mecanismos de entrada, replicacdo do

genoma, montagem e liberacao viral (Wang, Zou et al. 2017).

Os antivirais podem ser classificados quanto ao seu modo de agao: Antivirais de acéo
direta, que sdo aqueles direcionados aos alvos virais, e antivirais direcionados ao hospedeiro,

que sdo aqueles direcionados contra os alvos celulares (Baz and Boivin 2019).

Os possiveis compostos antivirais portanto podem impedir a interagdo virus-receptor
celular, atuando diretamente sobre o envelope viral, promovendo uma desestabiliza¢cdo ou

impedindo a acéo das proteinas de superficie do virus, responsaveis pela ligacdo aos receptores
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presente nas células do hospedeiro, bem como podem interagir diretamente com carboidratos e
proteinas celulares, que funcionam como fatores e receptores de entrada inibindo a

infectividade viral (Alves, Vielle et al. 2018).

Carneiro et al., demonstraram que o Galato de epigalocatequina (EGCG), molécula
presente no cha verde inibe a infeccdo do Zika pela sua acao virucida sobre a particula viral
(Carneiro, Batista et al. 2016). A polimerase NS5 do Zika também é um alvo constante para
producao de antivirais de acao direta (Wang, Thurmond et al. 2018). A NS5 possui um dominio
RNA polimerase e um metiltransferase, sendo este ultimo importante para facilitar aotraduca
da poliproteina e escape das defesas imune do hospedeiro, além de ter sido relatada como fatol
fundamental na funcéo de polimerase da NS5 (Qadir, Riaz et al. 2018). O composto 7-deaza-
2CMA reduziu a infeccdo do Zika pela acéo direta com a polimerase, atuando como inibidor
da polimerase in vitro e diminuindo a viremia e mortalidade de camundongos AG129 infectados

com o Zika (Zmurko, Marques et al. 2016).

Outro ponto importante para inibicdo do ciclo infeccioso viral é o direcionamento de
antivirais para os eventos de endocitose, fusdo dependente de pH e desnudamento da particule
viral (Alves, Vielle et al. 2018). A cloroquina por exemplo, inibe a acidificacdo do endossomo
e consequentemente impede a fus&o do envelope viral do Zika com a membrana do endossomo
e assim nao ocorre o desnudamento e liberacdo do material genético viral, entretanto é
necessario doses muito altas, o que pode acarretar em toxicidade e comprometimento do

orgaos vitais (Delvecchio, Higa et al. 2016).

7

As proteases virais como é o caso da NS2B-NS3 do Zika, responséavel pelo
processamento da poliproteina também tem sido proposto como alvo para acdo de antivirais.
Inibidores da protease tém sido relatados como € o caso dos flavondides que inibem a protease
do Zika significativamente in vitro (Lim, Nguyen et al. 2017, Alves, Vielle et al. 2018, Qadir,
Riaz et al. 2018).

A inibicdo da montagem, liberacéo e trafego celular contribuem para reducao e inibicéo
do ciclo infeccioso viral. A inibicdo do trafego celular por exemplo tem consequéncias em
muitos pontos do ciclo infeccioso como na replicagdo, entrada, montagem e liberacao viral
(Albulescu, Kovacikova et al. 2017, Alves, Vielle et al. 2018).

Fatores do hospedeiro que participam da progressdo e manutencdo do ciclo viral

também s&o pontos importantes para acdo das drogas antivirais, uma vez que diferente dos
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componentes virais SA&0 menos sujeitos a evasao dos efeitos por mutacdes que aparecem nc
genoma de virus de RNA (Mottin, Borba et al. 2018). A cloroquina e a salifenillhalamida sao
potenciais agentes antivirais que atuam no bloqueio da acidificacdo dos endossomos e inibem

a infeccdo do Zika (Delvecchio, Higa et al. 2016, Kuivanen, Bespalov et al. 2017).

Atualmente a busca por antivirais contra o Zika tém se concentrado naqueles ja pré
aprovados pela “Food and Drug Administration (FDA)”, ou em moléculas ja bem
documentadas quanto seus efeitos antivirais para outras doencas (Gorshkov, Shiryaev et al.
2018). Moléculas como a niclosamida, ivermectina, daptomicina, mostraram efeitos contra o
Zika in vitro (da Silva, Oliveira Silva Martins et al. 2018). A busca por compostos nhaturais,
sintéticos e analogos de nucleosideos que mostram eficacia na inibicdo do Zika in vitro e in
vivo estd em andamento desde os surtos de 2016 (Gorshkov, Shiryaev et al. 2018). Uma
metodologia que esta sendo aliada na busca por antivirais direcionados a componentes virais é
o docking molecular, que simula os possiveis pontos de interacdo dos candidatos antivirais e
seu possivel alvo de acdo. Poucos compostos atualmente estdo sendo clinicamente testados
como é o caso do Sofobusvir, NITD0O08 e 7DMA (da Silva, Oliveira Silva Martins et al. 2018).
Portanto a descoberta de novos potenciais antivirais contra o Zika e pesquisas adicionais sao
fundamentais para o controle da infeccao e diminui¢do dos problemas advindos principalmente

em gestantes de areas endémicas.

2.6.3 VANILINA E OS NUCLEOS 1,2,3 TRIAZOLICOS

A Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), € um composto aroméatico extraido das
vagens de duas espécies de orquidedanidla planifoliae Vanilla tahitensisconhecido como
0 composto de sabor mais caracteristico da Baunilha. E um aldeido aromaético, caracterizado
guimicamente como um composto fendlico simples. Pode ser obtida através do isolamento das
vagens de baunilha, porém esse processo € dispendioso, e cerca de menos de 1% de vanilina
obtida de forma natural tendo sua maior producdo concentrada em sua sintese em escala
industrial usando por exemplo eugenol e lignina como fontes primarias (GALLAGE E
MOLLER, 2015). Além do seu uso pelas industrias alimenticias e farmacéuticas devido as
suas propriedades aromaticas, estudos tém demonstrado os mecanismos biolégico da vanilina
e seus beneficios para saude com suas atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-

metastaticas, anticarcinogénica, anti-inflamatoria e antifungica, tornando o desenvolvimento de
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compostos bioativos derivados da vanilina um ramo promissor contra inidmeras patologias (
PARK et al, 2017; MAet al .,2019).

Os 1,2,3 triazbis pertencem a uma classe de heterociclos aromaticos que tem chamado
a atencdo da comunidade cientifica devido ao seu potencial biolégico, estando presente em uma
grande variedade de produtos naturais e medicinais. Seu nucleo possui uma estrutura quimica
privilegiada e amplamente utilizada na sintese de farmacos para beneficios médicost (KERI
al., 2015). Dentre os seus potenciais bioldgicos, destacam-se suas atividades antibacterianas,
antifingicas, anti-inflamatorias, anti-tuberculosos e anti-HIV (MOUSAZAREHI., 2017).
Recentes estudos demonstraram que derivados do eugenol composto usado como fonte priméria
para producdo em larga escala de vanilina, devido as suas similaridades quimicas (Figura 3),
funcionalizado com nucleos 1,2,3 triazolicos, obtiveram um efeito antiviral e leishmanicida
significativo ( de OLIVEIRAet al.,2019; TEIXEIRAet al.,2018).

OCH3 OCH3

OH OH
Vanilina Eugenol

Figura 3: Estrutura quimica da Vanilina e Eugenol ( Adaptado de Gallage e Moller, 2015;
Barbozaet al.,2018)
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RESUMO

O virus da Zika (ZIKV) pertencente a famildaviviridae, géneroFlavivirus, foi isolado
primeiramente de macacdsesusem 1947 na floresta Zika em Uganda e desde entéo obteve
disseminacédo favoravel nas Américas. Devido as inUmeras infeccdes e complicacdes clinicas
em populagcdes humanas, favorecido pela ampla distribuicdo do mosquito vetor e a
subnotificacdo dos casos e, sobretudo, devido a relacéo préxima confrtavtindsus(dengue,
chikungunyae febre Amarela), se tornou um arbovirus de impacto significativo na saude
publica. No Brasil a linhagem predominante de circulacéo € a asiatica, que vem promovendo
surtos desde 2015 e esta diretamente relacionado a microcefalia em neonatos, ja em adultos
causa a Sindrome de Guillain-Barré. Recentemente, em meados do final de 2018 e inicio de
2019, pesquisadores identificaram cepas da linhagem africana circulando no Brasil com
potencial de provocar uma nova epidemia. Atualmente ndo existe tratamento especifico para
febre do Zika, estando disponivel apenas analgésicos e antitérmicos para alivio dos sintomas e
bem estar dos pacientes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito
antiviral de compostos 1,2,3 triazélicos derivados da vanilina e estabelecer seus mecanismos
de acdo contra o ZIKV. Para isso foi avaliada a citotoxicidade de 15 compostos, seguido da
acao antiviral através do ensaio de inibicdo por placa de lise. Em seguida o composto que obteve
o melhor indice de seletividade foi avaliado quanto ao seu mecanismo de acao pelos ensaios de
pré e pos-tratamento, além da inibicdo da internalizacdo e adsorcdo; analises de cinética
microscopia eletronica, docking molecular e potencial Zeta foram performadas com o objetivo
de elucidar as possiveis interacdées entre o composto e 0 ZIKV. Os resultados demonstram que
a combinacao dos valores de citotoxicidadesgC€o ensaio de inibicdo (GdErevelam indices

de seletividade significativos da maioria dos compostos testados. O mecanismo de acao foi
avaliado indicando uma inibicdo da entrada do ZiKWitro pela possivel interacdo com a
proteina E do envelope. A analise de docking molecular indicou uma interacao favoravel do
composto com as regides das extremidades e central da proteina E sugerindo uma possivel
estabilizacdo dessas regifes impedindo a interacdo da proteina com o receptor celular, e
consequentemente a interacdo com os fatores e receptores de entrada. A andlise do potencia
zeta mostrou uma reducao estatisticamente significativa da carga (mV) do ZIKV tratado em
relacdo ao nédo-tratado, indicando interacdo entre o ZIKV e o composto. Conclui-se portanto
gue compostos derivados da Vanilina contendo nudcleos 1,2,3 triazélicos podem ser drogas
antivirais promissoras contra o ZIKV.

PALAVRAS CHAVE: Zika virus. Vanilina. NUcleos Triazdlicos. Antiviral
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ABSTRACT

The Zika Virus (ZIKV) belongs to thElaviviridae family andFlavivirus genus, was
isolated first fromrhesusmonkey in 1947 in Zika forest in Uganda and since than obtained
favorable dissemination in the Americas. Due the countless infections and clinical issues in
human populations, favored by wide distribution of insect vector and underreporting of cases
by closer relation with othéflavivirus (Dengue, Chikungunia and Yellow Fever virus), it
becomes an arbovirus with significant impact on public health. In Brazil the predominant strain
of circulation is the Asian promoting outbreaks started in 2015 and directly related with
microcephaly in newborns and Guillain-Barre syndrome in adults. Recently researchers
identified new African strain circulating in Brazil in mid-end 2018 and beginning of 2019, with
potential to provoke a new epidemic. There is not specific treatment for Zika syndrome so far,
just available analgesics and anti-thermal for relief of symptoms and well-being of patients.
Therefore, the objective this work was to evaluated the potential antiviral effect of compounds
1,2,3 triazoles from vanillin and its action mechanisms against ZIKV. Were evaluated of
cytotoxicity of 15 compounds and nextly evaluation of antiviral action through of the viral
inhibition assay by lysis plate. Posteriorly the compound that obtained the best Selectivity Index
was asset for action mechanisms by pre and post treatment assays and internalization and
adsorption inhibition; analyzes of kinetic, electronic microscopy, molecular docking and zeta
potential were perform in intention of clarify interactions between the compounds and ZIKV.
The results showed that combination of cytotoxicity valueso)l&nd inhibition assay (&)
reveal significant selectivity index of most compounds initially tested. This compounds showed
statistically significant antiviral actions in inhibition of ZIKV infectionvitro ( VERO cells).
Therefore, its action mechanisms were evaluated indicating an adsorption inhibition of ZIKV
in vitro through possible interaction with E protein envelope. Molecular docking reveals an
favorable interaction of compound with central and extremities regions from E protein. The
analyzes of zeta potential showed a statistically significant reduction in charge (mV) of ZIKV
treated with compound than when compared with ZIKV only, indicating an interaction with
ZIKV and compound. Therefore, it is concluded that compounds 1,2,3 triazoles from vanillin
may be promising antiviral drugs against ZIKV and can be acting by inhibition of adsorption
by possible interaction with E protein.

KEYWORDS: Zika Virus. Vanillin. Triazoles. Antiviral
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Imunovirologia Molecular (LIVM), do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de ViddB¥ .

4.1 SINTESE DOS DERIVADOS DA VANILINA COM NUCLEOS TRIAZOLICOS

Os 15 derivados 1,2,3 triazdlicos avaliados no presente trabalho foram sintetizados e
gentilmente cedidos pelo, Grupo de Sintese e Pesquisa de Compostos Bioativos- GSPCB, do
departamento de quimica da Universidade Federal de Vicosa, coordenado pelo professor

Rébson Ricardo Teixeira.

4.2 CULTURA CELULAR E ESTOQUE VIRAL

As culturas de células VERO (ATECCL-81™), que sdo culturas continuas de rim
de macaco verde africanGdrcopithecus aethiopg células de insethedes albopictu€6/36
(ATCC® CRL-1660™), foram utilizados para os experimentos in vitro. O estoque viral foi
preparado por passagens sucessivas da cepa de ZIKV (ZIKV/sapiens/BRAZIL/PE243/2015)
em células C6/36. Um frasco de cultura (75 cm?) com células C6/36 90% confluentes contendo
7 ml de meio L15 ( MEIO LEBOVITZ'S L-15) suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino
(SFB) foi inoculado com 1 ml da cepa de ZIKV e mantido durante 1 hora no homogeneizador
para adsorcao viral. Apés 7 dias incubado em estufa a@8&?t€lo foi removido e centrifugado
a 800xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo as particulas virais foi suplementado
com 10% de SFB, aliquotado e armazenado a -80°C. As células Vero foram mantidas a 37°C
em uma estufa com 5% de €©nutrida com uma solu¢éo de meio DMEM suplementado com

10% de SFB e utilizadas para andlises posteriores (Monteiro, Oliveira et al. 2018).

4.3 DETERMINACAO DO TIiTULO VIRAL

Células Vero confluentes cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB
em garrafas de cultura celular (75 cm?) em estufa deaC6 foram tripsinizadas e semeadas

em placas de 24 pocos a uma densidade de 15%610oco. Apos atingir a confluéncia foram
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infectadas com 100 pL de diluicdes seriadas (triplicata) dos estoques virais (diluicdéside 10
107), em meio DMEM incompleto. As placas foram incubadas por 1 hora, sob agitacdo para
adsorcéao viral. Apos esse tempo, a suspensao viral foi aspirada e posteriormente adicionado a
cada cavidade 1000 pL de uma solu¢cdo CMC 3% em meio DMEM incompleto. Apos decorrido

o periodo de 6 dias as células foram fixadas com formaldeido 20%, e coradas pela adi¢éo de 2
a 3 gotas do corante cristal violeta 5% por 25 minutos, a temperatura ambiente, em agitador
mecanico. O titulo viral, portanto foi definido pelo nimero de unidades formadoras de placas
(UFP) visualizadas a olho nu (MONTEIR®al.,2018).

4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A Fim de determinar a concentracéo que diminui 50% da viabilidade celular (CC50),
compostos teste selecionados foram submetidos ao ensaio colorimétrico do MTT (3- (4,5-
dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio bromefo Uma suspenséao de células VERO, contendo
aproximadamente 1xi@élulas/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de cultura celular,
foi semeada em uma placa de 96 cavidades por poco (100 pL/cavidade). Apds 24 horas ou até
atingir confluéncia, as células foram submetidas a uma série de diluicbes dos compostos testes
em meio DMEM incompleto, iniciando pela concentracéo de 1000 pmol L. As diluicdes foram
incubadas por 24 horas a 37% numa atmosfera de 5% #d_G§d apds, o meio foi entéo
removido e adicionado 100 pL de MTT (0,5 mg/mL), e incubada novamente por 4 h a 37 °C.
O meio com MTT foi removido e substituido por 100 uL de DMSO (Dimetil sulféxido) por
poco para dissolver os cristais de formazan. Posteriormente a placa foi agitada por 20 minutos
e a leitura realizada em espectrofotometro a 540 nm. Os valoresgleCseja, a concentracao
de cada material teste que reduziu em 50% a viabilidade celular foi obtida por analise de
regressao nao linear dos percentuais referentes as diferentes concentragdes dos compostos. O
testes foram realizados no Graphpad Prism 7 e os valoressdeepfesentaram a média de

trés experimentos independentes (Oliveira, de Souza et al. 2018).

4.5 AVALIACAO DA ACAO ANTIVIRAL PELO ENSAIO VIRUCIDA

Para determinar a acao direta dos compostos sobre a particula viral o ensaio de formagéo

de placa foi performado. Células VERO foram cultivadas em placas de 24 cavidades e



52

submetidas a uma solugéo previamente incubada por 1 hora a 37°C, contendo 200 pL de
suspensao viral (200 UFP) incubados com 200 uL de variadas concentracdes a pagir do CC
dos compostos testes. As placas contendo a mistura de suspensao viral com as variadas
concentracdes dos compostos foram deixadas sob agitacdo para uma melhor distribuicdo viral
por 1 hora. Apds esse tempo, a suspensdo foi aspirada e entdo foi adicionado a cada cavidade
1000 pL de uma solugdo CMC 3% em meio DMEM incompleto. As placas foram incubadas 6
dias e apos este periodo as células fixadas e coradas com cristal violeta. Baseado no niumero de
placas de lise foi possivel determinar a dose-reposta e o valor da concentracdo efgjiva (CE
que reduz a infectividade viral. Neste ensaio foi possivel calcular o valord@itdvés de
regressdo dos percentuais de inibicao referentes as diferentes concentragcdes dos compostos
teste com o Graphpad Prism 7. Com o valor deo€CEso foi possivel calcular o valor do

indice de seletividade (IS), que corresponde a razéo é96kre o Ck (OLIVEIRA et al.,

2018).

4.6 ENSAIO DOS MECANISMOS DE ACAO

A fim de determinar os diferentes mecanismos pelo qual o composto selecionado atua
sobre a particula viral ou diretamente sobre as células, um ensaio de formacao de placa foi

conduzido sob diferentes condigdes.

4.7 ENSAIO DE PRE TRATAMENTO E PROTECAO CELULAR

Células Vero foram cultivadas em placas de 24 cavidades a uma densidade dé1,5 X 10
com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB, e incubados a 37 °C & 5% é@&0
atingirem confluéncia, o meio foi retirado por aspiracdo e foram adicionados 100 puL das
diferentes concentragdes a partir dos€cdbs compostos testes selecionados, queafitam
contato com o tapete celular por 3 h a 37 °C com 5% de D&orrido este periodo, os
compostos foram cuidadosamente aspirados, a placa lavada com meio DMEM e posteriormente
foram adicionados 100 pL da suspenséo viral (100 UFP). Na mesma placa, foram realizados
controle celular (100 uL meio/cavidade) e controle viral (100 puL suspenséo viral/cavidade, 100
UFP). As placas foram incubadas por 1 hora no homogeneizador. Posteriormente o

sobrenadante foi removido e adicionado a cada cavidade 1000 pL de uma solugao CMC 3%
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em meio DMEM incompleto. As placas foram incubadas por 6 dias e apos esse periodo, 0 meio
foi retirado e as células foram fixadas e coradas como descrito no acima (Poly da Silva, Lopes
da Silva et al. 2020).

4.8 ENSAIO DE POS TRATAMENTO

Células Vero foram cultivadas em placas de 24 cavidades a uma densidade d€1,5 X 10
com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB, e incubados a 37 °C & 5%.d&p0®
atingirem confluéncia, o meio foi retirado por aspiracdo e foram adicionados 100 pL da
suspensdao viral (100 UFP/mL) sobre a camada celular. Na mesma placa, foram realizados
controle celular (100 pL meio/cavidade) e controle viral (100 pL suspenséo viral/cavidade, 100
UFP/mL). As placas foram incubadas por 1 hora nas mesmas condi¢fes citadas anteriormente
para adsorcao viral. Posteriormente, a suspensao viral foi removida e adicionado 100 pL das
diferentes concentracdes dos compostos selecionados. As placas foram incubadas por 3 h nas
mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. Decorrido esse periodo, os compostos foram
aspirados e foi adicionado 1000 pL de uma solugdo CMC 3% em meio DMEM incompleto. As
placas foram incubadas por 6 dias. Passado esse periodo, as células foram fixadas e corada:
como descrito acima (MONTEIRE& al.,2018).

4.9 ENSAIO DA INIBICAO DA ADSORCAO

Este ensaio foi conduzido com duas abordagens diferentes, mostrando a capacidade do
composto inibir a adsor¢cdo sem contato prévio com a suspensao viral e apds contato prévio com
a solucao viral (Adaptado de (Poly da Silva, Lopes da Silva et al. 2020). Células Vero foram
cultivadas em placas de 24 cavidades a uma densidade de 1% c¢émQOmeio DMEM
suplementado com 10 % de SFB, e incubados a 37 °C & 5% tle APBs atingirem
confluéncia, a placa foi resfriada a 4°C por 30 minutos. Subsequentemente o sobrenadante foi
removido e adicionado 100 pL das diferentes concentracdes dos compostos juntamente com a
solugéo viral (100 UFP/mL) e ou 100 pL da solugéo viral previamente tratada com as diferentes
concentracdes dos compostos testes selecionados. Na mesma placa, foram realizados controle
celular (100 pL meio/cavidade) e controle viral (100 pL suspenséo viral/cavidade, 100

UFP/mL). As placas foram incubadas por 2 horas em temperatura de 4°C. Decorrido esse
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periodo as solugcbes foram aspiradas e as cavidades foram lavadas com PBS 1X e foram
adicionados 1000 pL de uma solugdo CMC 3% em meio DMEM incompleto. As placas foram
incubadas por 6 dias e decorrido este periodo as células foram fixadas e coradas como descrit

acima.

4.10 ENSAIO DE INIBICAO DA INTERNALIZACAO

Células Vero foram cultivadas em placas de 24 cavidades a uma densidade d€1,5 X 10
com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB, e incubados a 37 °C & 5%.d&po®
atingirem confluéncia a placa foi resfriada a 4°C por 30 minutos. Decorrido esse periodo o
sobrenadante foi removido e adicionado 100 pL da solugéo viral (100 UFP/mL). A placa foi
incubada novamente a 4°C por 2 horas e subsequentemente foi lavada com solucéo de PBS ¢
adicionado a cada poco 1000 pL de uma solucdo DMEM incompleta . A placa foi incubada
por 5 minutos em uma estufa de 37°C. Apés esse periodo o sobrenadante foi aspirado e as
cavidades da placa foram preenchidas com diferentes concentragbes dos compostos e
novamente foi incubada por 1 hora em estufa de 37°C. Passados esse periodo, 0S compostos
foram aspirados e foram adicionados 1000 puL de uma solucdo CMC 3% em meio DMEM
incompleto. As placas foram incubadas por 6 dias e apds esse periodo, o meio foi retirado e as

células foram fixadas e coradas como descrito acima (MONTELROD,2018).

4.11 ENSAIO VIRUCIDA TEMPO DEPENDENTE

Para determinar a cinética de tempo da acao direta dos compostos sobre a particula viral,
o ensaio de formacao de placa foi performado ( Adaptado de (Poly da Silva, Lopes da Silva et
al. 2020). Células VERO foram cultivadas em placas de 24 cavidades e submetidas a soluctes
previamente incubadas por 80,70,60,50,40,30,20, 10 e 0 minutos a 37°C, contendo 200 pL de
suspensao viral (200 UFP) incubados com 200 pL do composto selecionado na maior
concentracdo ndo citotoxica. As placas contendo a mistura de suspensdo viral com a maior
concentragcdo nédo citotoxica em diferentes tempos foram deixadas sob agitagdo para uma
melhor distribuicdo viral por 1 hora. Apds esse tempo, a suspensao foi aspirada e entéo foi
adicionado a cada cavidade 1000 pL de uma solugdo CMC 3% em meio DMEM incompleto.

As placas foram incubadas 6 dias e apés este periodo as células fixadas e coradas com cristal
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violeta. Baseado no numero de placas de lise foi possivel determinar o tempo de contato do
composto sobre a particula viral capaz de reduzir a infecc¢ao viral.

4.12 MICROSCOPIA ELETRONICA

Cerca de 10 microlitros de Zik& purificado, tratado ou ndo com o composto 1, foram
colocados em uma grade de cobre coberta com Formvar por 5 min. O acetato de uranila a 5%
foi usado para contrastar. As imagens foram capturadas em um microscoépio eletrénico Zeiss
109 ( Adaptado de (Neris, Figueiredo et al. 2018).

4.13 ANALISE DO POTENCIAL ZETA

O potencial zeta foi utilizado para mensurar a carga elétrica da particula viral tratada ou
nao tratada com os compostos selecionados. Para isso, foi utilizado o aparelho Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd. UK.). As medidas foram performadas a 24°C usando capilaridade
celular sobre um tempo equilibrado de 120s. Trés medidas de 10 a 100 corridas foram
performadas usando a opgédo automodo. Um volume de 800 pL de uma suspenséo viral (2,1 X
10 ° UFP/mL) diluidos em agua ultrapura e 800 pL da suspenséo viral pré incubado com o
composto selecionado a uma concentracédo de g34@r 1 hora a 37° foram utilizados para
mensurar a carga elétrica de superficie. Todos os experimentos foram performados em um
ambiente neutro de pH e a agua foi usada como dispersante. Zetasizer Software versdo 7.03 foi
usado para analise de dados (Poly da Silva, Lopes da Silva et al. 2020).

4.14 ESTUDO DE MODELAGEM COMPUTACIONAL- DOCKING

Inicialmente, foi realizado um docking global para verificar a posi¢céo do sitio de ligacao
na proteina E (PDB cbdigo 5JHM). O docking global consiste em permitir o ancoramento do
ligante em qualquer regido da proteina, a qual € completamente envolta pela caixa de simulacdo
que foi desenhada no Autogrid do AutoDock Tool. A preparacdo das moléculas também foi
feita no AutoDock Tool, sendo adicionados hidrogénios polares na proteina a fim de corrigir

eventuais desprotonacdes equivocadas das estruturas. Para os ligantes, foi permitido que as
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ligagOes torcionaveis pudessem ser livres para executar tal movimento durante a simulagéo. As
moléculas foram salvas no formato pdbgt e usadas de input no AutoDock Vina, para geracao
de cinco poses conformacionais para cada ligante. Subsequentemente, foi definida a regido
preferencial de ligacdo da proteina e foram realizados dockings locais. Na E, tanto o centro
quanto as cavidades da extremidade se destacaram como regido de interagdo, portanto foram
realizados ensaios em ambas regides. A caixa de simulacao foi definida de forma semelhante
ao ensaio global, contudo com dimensdes reduzidas de modo a englobar somente os sitios
identificados anteriormente. Para cada ligante, foram geradas novamente 5 poses em cada sitio
de interagao e os resultados da simulagéo foram analisados por mapas 2D de interacao gerados
no Biovia Discovery Studio 2020, pela confirmagéo tridimensional no Pymol e valores de

ranking retornados pelo proprio vina (Seeliger and de Groot 2010).

4.15 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica foi realizada usando o programa GraphPad Prism (Verséo
6.0). A regressao néo linear foi usada para determinar os valoresode®&Go. A comparacao
entre as colunas em diferentes ensaios foi conduzida utilizando a analise de variancia
(ANOVA).
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5 RESULTADOS

5.1 CITOTOXICIDADE E INDICES DE SELETIVIDADE

Este trabalho teve como objetivo o significativo espectro de atividades da vanilina, bem
como o de nucleos 1,2,3 triazdlicos presentes em inumeros farmacos. Os derivados triazélicos
da vanilina aqui testados demonstraram baixa citotoxicidade em células vero e acao antiviral
contra o ZIKV (Tabela 1). Um total de 15 compostos foram avaliados quanto sua citotoxicidade
(CCsg) in vitro, performado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Todos 0s compostos
apresentaram Ggacima de 200 puM, apresentando baixa citotoxicidade e nenhum efeito sobre
a viabilidade celular, portanto, essas concentracdes foram escolhidas para as analises
subsequentes. A dose resposta que reduz a atividade viral foi determinada pelo valor da
concentracdo efetiva (Gg, o composto 1 obteve Gfde 27.14 se destacando em relagéo aos
outros compostos. O composto 2 foi o segundo com melhey @i valor de 34.11, os
compostos 3, 6 e 14 obtiveram valores de¢Ghtisfatorios abaixo de 100, respectivamente
70.09, 95 e 96.25. J4 nos compostos 4, 5, 9 e 13 a concentracao efetiva para reducédo da atividade
viral foi estimada acima de 100, respectivamente 155, 156, 349,8 e 162. Uma razao dos valores
de CGo pelos valores de GEculminaram em indices de Seletividade (IS) significativos da
maioria dos compostos testados. O composto 1 foi o que obteve melhor indice de seletividade
seguido dos compostos 2,3,5,4,14,6 e 13. Estes resultados indicam que derivados triazolicos da

vanilina sdo candidatos promissores para potenciais farmacos antivirais.

Tabela 1: Estrutura dos compostos, ensaio de citotoxicidade)(COncentracdo efetiva
(CEso) e Indice de Seletividade (IS).

Composto Estrutura Citotoxicidade Ensaio de Indice de
CCso Inibicdo Seletividade
(I1S)

CEso




334.9 uM

272.2 UM

315. 1 uM

488.8 UM

513 uM

265.3 uM

590 UM

564.7 UM

27.14

34.11

70.29

155

156

95

2269

5961

12.3

7.9

4.4

3.1

3.2

2.7

0,2

0,09

58
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11

12

13

14

15

.....

561.1 pM

396.3 pM

493.6 pM

549 UM

410.6 UM

304.1 pM

333.6 uM

349,8

3248

162

96,25

1,6

0,1

2,5

3,1

59
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5.2 DERIVADOS 1,2,3 TRIAZOLICOS DA VANILINA INTERAGEM COM A
PARTICULA VIRAL E REDUZ A INFECTIVIDADE DO ZIKA IN VITRO

A acdo direta dos compostos sobre a particula viral foi avaliada pela reducdo na
formacgao de placas. Aqueles compostos que tiveram a capacidade de reduzir a infecgcao viral
possuem uma atividade virucida contra o Zika, impedindo que o virus possa progredir com seu
ciclo infeccioso (Figura 1). Dos 12 compostos testados, 9 foram estatisticamente significativos
na reducdo da atividade viral, que sdo os compostos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 13, 14. O composto 1
(Fig 1A) foi o que obteve melhor indice de seletividade, consequéncia da sua capacidade de
reduzir em até 50% a atividade viral em uma concentracao de 41.8 pM. Os compostos 2 e 3
(Fig 1B e C) reduziram a atividade viral em 50% até quando foram diluidos 3 vezes sob
concentracdes de 68uM e 78 UM respectivamente. Ja os compostos 4, 5, 6, 9, 13, 14 (Fig 1 D,
E, F, |, K, L) apresentaram acao sobre a particula viral e capacidade de eedfo a
atividade viral em concentragdes acima de 100 pM. Os compostos 7, 8 e 12 ndo foram efetivos
em reduzir a infectividade viral e, portanto, apresentaram indices de seletividade néo
significativos e para o Zika ndo podem ser considerados candidatos promissores como futuros
antivirais. O composto 1 se destacou em relacdo aos outros compostos e, portanto, foi

selecionado para discriminacdo do seu possivel mecanismo de acéo.
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Figura 1: Ensaio Virucida. Neste ensaio, células Vero foram submetidas a uma solugéo

contendo 200 UFP de Zika, misturado com volumes iguais das diferentes diluicbes seriadas dos

compostos testados comecando com os valores slg i@€libados por 1 hora. Como controle

positivo (C +), 200 UFP de Zika foram misturados a volumes iguais de DMEM incompletos.

Os resultados do ensaio virucida foram conduzidos com os compostos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
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12, 13, e 14 mostrados no gréafico como (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (), (J), (K), e (L)
respectivamente. A atividade viral € baseada na formacao das placas de lise normalizadas pela

porcentagem, considerando o controle positivo como 100%. ****P < 0.0001 vs (C+).

5.3 A INTERACAO PREVIA COM A PARTICULA VIRAL E FUNDAMENTAL PARA
UMA SIGNIFICANTE REDUCAO DA INFECTIVIDADE DO ZIKA IN VITRO

O composto 1 foi avaliado quanto ao seu mecanismo de acdo envolvido no blogueio da
infeccdo do Zika in vitro pela reducdo na formacéo de placas (Figura 2). Pontos cruciais do
ciclo infeccioso como a adsorgéo e entrada, internalizacdo e as atividades intracelular viral
foram avaliadas para discriminar as possiveis estratégias de acdo dos derivados 1,2,3 triazélicos
da Vanilina em impedir a progressdo da infeccdo pelo ZIKV. Para isso, os ensaios de Pré
tratamento, Pds tratamento, Internalizacdo e Adsorcdo foram performados. Os resultados
demonstram que o composto 1 néo foi estatisticamente efetivo na protecao celular e, portanto,
ndo houve reducdo na infeccdo viral. O ensaio de pos tratamento portanto foi performado e
apenas a concentracdo maxima nao citotoxica do composto 1 foi responsavel por diminuir a
atividade viral em pelo menos 10%, ainda que estatisticamente significativo, esse ndo é o
mecanismo de acao principal do composto 1 mas certamente esta envolvido no seu espectro de
acdo. O ensaio de adsorcdo em que as células sao previamente refrigeradas a 4°C para impedi
a internalizacéo e possibilitar a adsorc¢éo foi performado e uma solugéo contendo 200 UFP de
Zika sem tratamento prévio e uma solucdo contendo as diferentes solucdes seriadas do
composto 1 foram submetidas as células refrigeradas. Para o ensaio de internaliZhgias as c
foram refrigeradas e colocadas em contato com uma solucéo de 100 UFP de Zika para adsor¢ao
e bloqueio da internalizacdo, apdés um tempo essa solugéo foi removida e diferentes solu¢des
do composto 1 foram submetidas a estas células por 1 hora a 37°C para avaliar se estas
concentracdes impedem a internalizacao viral. O composto 1 néo foi estatisticamente efetivo
na reducdo da infeccdo do Zika pelos mecanismos de adsor¢cdo sem tratamento prévio e

internalizacao.
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Figura 2: Discriminagdo da estratégia de acdo do composto 1. A atividade viral foi mensurada
em diferentes estagio e condi¢cdes da infec¢do pela presenca ou auséncia da fonphecaE® de

de lise. A atividade viral foi baseada na formacédo das placas de lise normalizada pela
porcentagem considerando ( C +) como 100%. P < 0.0001 vc ( C +).

54 O EFEITO VIRUCIDA SOBRE A PARTICULA VIRAL BLOQUEIA OS
MECANISMOS INICIAIS DE ENTRADA E IMPEDE A CONTINUIDADE DO CICLO
INFECCIOSO DO ZIKA

A particula viral infecciosa inicia seu processo de infeccao pelo reconhecimento dos
fatores de ligacao e receptores de entrada presentes nas células do hospedeiro. O composto :
parece estar envolvido na interacdo com a particula viral perturbando o envelope viral ou
mantendo interagdo com a proteina E do envelope de Zika, impedindo seu papel no
reconhecimento dos fatores de ligagcéo e receptores de entrada diminuindo a infectividade do
Zika. Um experimento de adsor¢cdo em que uma suspensao de Zika foi previamente tratada foi
performado e diferentemente do ensaio de adsor¢cao sem tratamento prévio, a atividade viral foi
estatisticamente reduzida, com resultados bem semelhantes aqueles apresentados no ensai
virucida (Figura 3). No ensaio de adsorgao previamente tratado a redugéo da infectividade viral
foi evidenciada até mesmo na concentracédo de 10.4 uM, o que néo foi observado no ensaio
virucida. Uma combinacéo das estratégias de bloqueio dos mecanismos iniciais de entrada e

eventos intracelulares do Zika, este ultimo evidenciado pelo ensaio de pés tratamento, parecem
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ser 0os mecanismos pelos quais o composto 1 age para impedir a continuidade do ciclo
infeccioso do Zika.
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Figura 3: Efeito virucida sobre a particula viral e bloqueio dos mecanismos iniciais de entrada.
A atividade viral foi mensurada pela presenca ou auséncia da formacao de placasage lise
condic@es iniciais de entrada da infeccdo, pela adsorcdo sem e com tratamento prévio. A
atividade viral foi baseada na formacdo das placas de lise normalizada pela porcentagem
considerando ( C +) como 100%. P < 0.0001 vc ( C +).

5.5 A INTERACAO COM A PARTICULA VIRAL E A REDUCAO DA ATIVIDADE
DO ZIKA E TEMPO DEPENDENTE

Para saber se o tempo de contato do composto 1 com a particula viral exerce alguma
influéncia sobre a redugédo da atividade viral, um ensaio virucida tempo dependente foi
performado (Figura 4). Uma solucdo contendo 200 UFP de Zika foi tratada com a maior
concentragdo do composto 1 obtida pelo *TCC em diferentes tempos
(0,10,20,30,40,50,60,70,80 minutos). A partir dos 10 minutos em contato com a particula viral

0 composto 1 demonstrou uma interacdo estatisticamente significativa avaliada pela reducéo da
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atividade viral. A partir dos 30 minutos mais de 50% da atividade viral foi estatisticamente
reduzida. Estes resultados indicam que o principal mecanismo pelo qual o composto 1 tem
como estratégia de acdo € sobre a particula viral e que essa acao é tempo dependente e pod

estar associado a perturbacéo do envelope viral ou interacdo com a proteina E do envelope.
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Figura 4: Efeito virucida tempo dependente do composto 1. A atividade viral foi mensurada
pela presenca ou auséncia da formacdo de placas de lise nos diferentes tempos
(0,10,20,30,40,50,60,70,80 min) em que a particula viral foi tratada com a concentracao de
334.9 uM do composto 1 . A atividade viral foi baseada na formacédo das placas de lise

normalizada pela porcentagem considerando ( C +) como 100%. P < 0.0001 vc ( C +).

56 A ACAO VIRUCIDA SOBRE A PARTICULA DE ZIKA NAO INDUZ
PERTURBACAO APARENTE NO ENVELOPE VIRAL

Para saber se 0 mecanismo virucida do composto 1 pode estar perturbando o envelope
viral e assim inibindo a infeccdo do Zika, uma andlise de microscopia eletrdnica foi realizada
(Figura 5). Solugbes contendo virus tratado com composto um por uma hora e virus sem

tratamento foram preparadas para analise de microscopia eletrénica. Aparentemente a interacéao
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com a particula viral ndo esta associada a perturbacéo do envelope viral uma vez que ndo houve
alteracdo da morfologia do virus tratado com o virus sem tratamento. Isto indica que a interagao

pode estar acontecendo de forma sutil em que néo ha perturbacéo evidente e ou essa interacac
€ com as proteinas virais presentes no envelope, mais precisamente a proteina E, devido ao sel

papel fundamental para entrada na célula do hospedeiro.

SEM TRATAMENTO TRATADO

- ZIKV

Figura 5: Microscopia Eletrbnica de particulas do ZIKA com e sem tratamento com o

composto 1.

5.7 SIMULACAO DE DOCKING MOLECULAR INDICA INTERACAO EM SITIOS
ESTRATEGICOS DA PROTEINA E DO ENVELOPE DE ZIK A

Uma andlise de docking molecular foi realizada para saber se o composto 1 possui
interacdo com a proteina E do envelope de Zika (Figura 6). O composto 1 promove sitios de
interacdo entre DI (vermelho) e DIl ( azul), essas regides sdo cruciais para a mobilidade da
proteina E. Uma interacdo também € mostrada na regido central entre o dominio Il (amarelo).
Nesta regido se localiza o peptideo fuséo, responséavel pela fusdo das membranas viral e
endossomal. Ao que tudo indica a interagcéo nestes locais pode estar diminuindo a infectividade
do Zika, uma vez que a proteina E, mais especificamente o DIl da proteina esta envolvido no

reconhecimento dos fatores e receptores de ligacao para entrada do virus na célula.
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Figura 6: Docking Molecular da interacdo do composto 1 com a proteina E do envelope de
Zika (PDB codigo 5JHM). Visdo geral da proteina mostrando a interacdo do composto 1(
ligante verde) com as regides da extremidade ( A e C) e central (B) usadas na analise in silico
( DI: vermelho; DII: amarelo; DIlI: azul).

5.8 A ENERGIA FAVORAVEL DE INTERACAO ENTRE AS REGIOES DA
EXTREMIDADE E CENTRAL DA PROTEINA E DO ZIKA E DEVIDO AS
INTERACOES COM RESIDUOS ESTRATEGICOS PRESENTES NOS DOMINIOS |,
e lll.

Docking local nas regifes da extremidade e central da proteina E do Zika mostraram
alta afinidade do composto 1 com essas regiées como é mostrado na Tabela 2. O sitio 1
apresenta 7 interac6es moleculares entre os aminoacidos destas regides com o composto 1, ess
sitio se localiza entre as regides de DI e DIIl da proteina E. A pontuacdo da interacdo nesta
regido indica alta afinidade com um valor de -8.1 kcal/mol. O sitio 2 também apresenta 7
interacdes moleculares bem semelhantes aos do sitio 1 e também se localiza entre DI e DIIl. A
energia de interagdo com os residuos de aminoacidos nesta regido apresenta um valor de -8.2
kcal/mol, indicando uma interacao favoravel do composto 1 nesta regido. Além da interacao
com as extremidades da proteina E e seus dominios DI e DIIl, o composto 1 também mostrou

promover interacdes favoraveis com a regido central da proteina E entre o DIl, apresentando
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uma energia de -7.2 kcal/mol. Como pode ser visto na Tabela 2 e na Figura 7, o composto 1
promove intera¢des com residuos de aminoacidos importantes para a flexibilidade da proteina
E. No sitio 1, o residuo ALA 361 esta interagindo por meio de uma ligacdo de hidrogénio
convencional com o grupo aldeido do composto 1. Ainda promovendo interacdo com a parte
da vanilina presente no composto 1, os residuos THR 40. J4 os residuos VAL 143 e MET 374,
esfiointeragindo com os grupos fenol e éter por meio de interagdes de van der Waals e Alquil.
Interagindo com os ndcleos 1,2,3 triazélicos da molécula por meio de interagbes Pi-sigma, Pi-
cation e hidrogénio-carbono, os residuos VAL 364 e LYS 301 e o residuo LEU 300
promovendo interacdes Pi-alquil e de hidrogénio-carbono com o grupo isopropil da molécula
(Figura 7 A). O sitio 2, os residuos de SER 372, GLU 367, THR 366 e LYS 373 interagem com
o grupo aldeido do composto 1 por meio de ligacGes de hidrogénio convencional e de van der
Waals. Interagindo com o ndcleo triazol os residuos ASN 163, GLY 145, VAL 143 por meio
de ligagbes de hidrogénio convencional, PiPi e empilhamento de Amida-Pi. LigagOes de
hidrogénio carbono, Pi-alquil, alquil, Pi-Pi e empilhamento de Amida-Pi s&o apresentadas entre
os aminoacidos VAL 364, PHE 183, LYS 301 e LEU 300 (Figura 7 C). Entre o DIl definindo

a regido central, os residuos TRP 217 e ALA 268 perfazem interacdes de van der \Waals, Pi-

e Alquil com o grupo fenol e os residuos VAL 265, ALA 264 com o grupo éter da molécula de
vanilina, enquanto que ALA 264 perfaz interacfes de van der Waals e aquil com o nucleo 1,2,3
triazol e os residuos ALA 264, ALA 268, ILE 221, VAL 265 e PRO 222 interagem com 0 grupo
isopropil benzil presentes no composto 1 (Figura 7 B). Todos esses residuos estao presentes err

regides de flexibilizacdo da proteina E.
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Tabela 2 : Ligag6es previstas entre a proteina E do ZIKA e o composto 1

Alvo (Cédigo PDB) Ligacao Aminoacido Energia
( Pontuacao)
Tipo de ligacao
Extremidade 1 da proteina | Van der Waals
de Zika (5JHM) Ligacdo de hidrogénio
convencional
Ligacdo de Hidrogéni- THR 40; ALA 361; VAL 81
Carboqo _ 143; MET 374; VAL 364; kcal/mol
Interagé&o Pi-cation LYS 301: LEU 300
Pi-Sigma
Alquil
Pi-Alquil
Extremidade 2 da proteina |
de Zika (5JHM)
\Y Waal
_ Van der Waals LEU 300; LYS 301; PHE
Ligac&do de hidrogénio i i i
convencional 183; VAL 364; VAL 143;
Ligacao de Hidrogénio- GLY 145; ASN 163; MET 8.3
Carbono 374; THR 366; GLU 367;  kcal/mol
Interacéo Pi-Pi em forma de SER372;LYS 373
Empilhamento de Amid&i
Alquil
Pi-Alquil
TRP 217; ALA 268; VAL 265; ALA 7.2

Van der waals
Empilhamento de PiPi
Alquil
Pi-Alquil

Regido central da proteina |
de Zika (5JHM)

264; ALA 268; PRO 222; VAL 265 kcal/mol
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Figura 7: Diagrama de Ligacdo entre o composto 1 e a proteina E do ZIKA (PDB cédigo

5JHM). Sitio 1 (A), Central (B ), Sitio 2 (C).
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59 A REDUCAO NA CARGA DAS PARTICULAS DE ZIKA TRATADAS
CONFIRMAM A INTERACAO COM O COMPOSTO TESTE
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A medida do Potencial Zeta (Figura 8) mostrou uma reducédo na carga do ZIKA tratado
com o composto 1 ( -17 mV) quando comparado com o ZIKA sem tratamento ( -7 mV) (A) ,
isso confirma uma interagéo estatisticamente significativa entre o composto 1 e a particula viral

de ZIKA (B).
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Figura 8: Medida do Potencial Zeta. (A) Distribuicdo do potencial Zeta; (B) Significancia
estatistica do Potencial Zeta. Particulas virais dispersas em agua ultra pura e sem tratamento; e
ZIKA tratado com o composto 1 por uma hora a 37°C e posterior mensuracéo. ** P< 0,05.
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6 DISCUSSAO

A busca por moléculas antivirais contra o virus da Zika emergiu desde os surtos da
Polinésia Francesa e das Américas, uma vez que ficou comprovado a estreita relagdo entre as
manifestacdes de microcefalia em neonatos e a Sindrome de Guillain Barré em adultos com as
infeccdes pelo Zika (Silva, Santos et al. 2020). Este trabalho avaliou a atividade antiviral de
doze compostos 1,2,3 triazélicos derivados da vanilina contra o virus da Zika, baseado no amplo

espectro de atividades da vanilina e no potencial farmacéutico dos nucleos triazélicos.

InUmeras atividades biologicas da vanilina séo relatadas, como por exemplo seu efeito
antioxidante, antiapoptotico, anti-inflamatorio, neuroprotetor, anticancer, cardioprotetor e
antiviral (Bezerra, Soares et al. 2016, Dhanalakshmi, Janakiraman et al. 2016, Hariono,
Abdullah et al. 2016, Bezerra-Filho, Barboza et al. 2019). Harbrad, demonstraram que
derivados da vanilina promovem interacao significativa no bloqueio da neuraminidase do virus
HIN1 performado por docking molecular e confirmado por avaliacdo in vitro, apresentando

interessantes indices de seletividade (Hariono, Abdullah et al. 2016).

A vanilina € um aldeido aroméatico que pode ser obtido através da extracdo das vagens
de baunilha, entretanto sua maior obtencao se concentra na sintese em escala industrial usandc
por exemplo o eugenol como fonte priméria, devido suas semelhancas quimicas. Estudos
conduzidos por Oliveirat al, demonstraram que derivados triazélicos do eugenol sao fortes
candidatos como potenciais antivirais por sua atividade de inibicdo da protease daaVirus d
Encefalite Janonesa (WNV). A avaliacdo in vitro mostrou baixa citotoxicidade do derivado
triazolico do eugenol e ativididade inibitoria da protease NS2B-NS3 de WNV com uma dose
resposta significativa a uma concentracdo de 6,86 p miol & essa atividade parece estar
associada a interacdo com os resideuos HIS 51, THR 134, SER 135 e TYR 161, demonstrado

por docking molecular (de Oliveira, Gazolla et al. 2019).

Neste trabalho, doze derivados triazélicos da vanilina foram sintetizados e avaliados
guanto seu potencial atividade antiviral contra o Zika, bem como seus mecanismos de acao.
Todos os compostos avaliados apresentaram valo@Ssgacima de 200uM e, portanto, baixa
citotoxicidade, ao passo que doze desses compostos foram avaliados quanto sua atividade
antiviral sobre as particulas infecciosas de Zika resultando em valores de concentracéo efetiva
CEsosignificativos para a maioria. A combinacéo dos valores dee&Chkorevelaram indices
de seletividade consideraveis para 8 compostos com destaque para o composto 1 com valores
de CGo, CEsoe IS de 334.9 uM, 27,14 uM e 12.3 respectivamente. Valores de citotoxicidade
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semelhantes aos encontrados neste trabalho sdo mostrados por Polyaetabilgae dos1
compostos derivados das xantenadionas avaliados contra Zika, 26 apresentaram valores de
CGCsoacima de 200uM, e ndo apresentaram qualquer efeito citotoxico sobre células Vero (Poly
da Silva, Lopes da Silva et al. 2020).

A capacidade de inibicdo da infeccdo pelo dikaitro apos interacdo prévia com a
particula viral indica uma atividade virucida de nove compostos de doze testados no presente
trabalho. O composto 1, foi selecionado para andlises posteriores afim de elucidar seus
possiveis mecanismos de acdo uma vez que reduziu a atividade do Zika em 50 % até mesmo
em uma concentracao de 41.8 uM. Aparentemente sua atividade esta fortemente associada apo:s
interacdo com a particula viral ao passo que uma acao sobre algum componente importante para
a replicacdo, processamento da poliproteina, montagem e ou liberacdo das particulas de Zika
pode estar associado no seu potencial em reduzir a atividade viral. O composto 1 néo foi capaz
de reduzir a atividade viral pelo direcionamento a algum componente das células do hospedeiro,
como por exemplo os fatores de ligacao ou receptores de entrada, mantendo a atividade do Zika
em 100% quando células Vero foram pré tratadas com o compostol. A internalizacdo também
nao foi perturbada e atividade do Zika permaneceu em 100%. Curiosamente a maior
concentracdo nao citotdxica do composto 1 foi estatisticamente capaz de inibir a atividade do
Zika apoOs adsorcdo e internalizacdo da particula viral, demonstrado pelo ensaio de pos
tratamento. Ainda que essa reducao foi de aproximadamente 10%, estes resultados sugerem que
0 composto 1 pode estar atuando sobre algum componente importante para 0s mecanismos
intracelulares do ciclo infeccioso do Zika. Sugerimos, portanto, que o composto 1 pode estar
atuando sobre a protease NS2B-NS3 do Zika, uma vez que Oliveira et al., demostrou que
compostos triazolicos derivados do eugenol inibem a atividade da protease de WNV, um
arbovirus que assim como o Zika compde o géR&aaivirus e portanto possuem estreita
relacdo e homologia entre seus componentes virais (de Oliveira, Gazolla et al. 2019).
Recentemente um estudo de modelagem molecular com derivados da vanilina, sugeriram que
estes possuem uma atividade antiviral significativa como inibidores da protease do Sars-COV
2, indicando uma capacidade em combater a COVID-19 (Law, Asaruddin et al. 2020).

Foi observado ainda que a inibicdo da entrada do Zika so foi possivel apds interagcéo do
composto 1 com a particula viral. Um polifenol presente em grande quantidade no cha verde
conhecido como )-- Galato de epigalocatequina (EGCG), demonstrou atividade antiviral e
consequente inibicdo da entrada de ZIKV in vitro, apds interagdo com a particula viral,

indicando uma atividade virucida sobre o virus da Zika. Sua concentracao efeta)af¢Cde
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aproximadamente 21,4 pM, valor bem semelhante ao encontrado neste trabalho para o
composto 1 com GDE 27,14 uM (Carneiro, Batista et al. 2016).

A acéo virucida sobre a particula viral e consequente reducdo da atividade viral pode
estar associado a uma perturbacéo da estrutura do virus, no caso do Zika, um virus envelopado
essa perturbacao ocorreria no envelope viral. Uma analise de microscopia eletrénica mostrou
que o composto 1 ndo causa perturbacao aparente no envelope do Zika apés tratamento prévio.
Os resultados sugerem, portanto, que o composto 1 pode estar interagindo com algum
componente do envelope importante para entrada viral, como € o caso da proteina E do
envelope. Diferentemente dos resultados obtidos neste trabalho Neris et al., demostraram que
derivados da porfirina, uma classe de moléculas heterociclicas organicas naturais ou sintéticas
alteram a integridade dos envelopes de arbovirus, incluindo Zika, perceptivel apds analises de
microscopia eletrébnica (Neris, Figueiredo et al. 2018). Ainda que nao perceptivel em
microscopia eletrdnica, o composto 1 poderia estar perturbando a integridade do envelope viral
e devido a este fato uma analise mais minuciosa deve ser colocada em pratica, como por
exemplo uma andlise de microscopia de forca atbmica. Monteiro et al., através de analises de
microscopia de forca atdbmica demostraram que o peptideo antimicrobiano HS-1 inibe a
infeccdo pelo virus da dengue, e que seu efeito virucida induz invaginacées no envelope viral

e consequente reducdo na particula viral (Monteiro, Oliveira et al. 2018).

A atividade virucida do composto 1 pode também estar associado a uma interagcdo com
a proteina E do envelope de Zika, de forma que impeca a atividade da proteina E em promover
a entrada da particula viral. Uma andlise de docking molecular foi performada e revelou que o
composto 1 possui uma pontuacao favoravel de interacdo com a proteina E, nas suas regides dz
extremidade, denominadas sitio 1 e sitio 2 e na sua regiao central, cerca de -8,1, -8,3 e -7.2
kcal/mol, respectivamente. A andlise do diagrama dessa interacdo revela ainda que essa
pontuacdo favoravel esta associada a interacdo com do composto 1 com residuos de
aminoacidos entre os dominios | e Il da proteina E, envolvidos na flexibilidade da proteina
como, além de uma interacdo entre o DIl estabilizando a regido central e as extremidades.
Atualmente é bem estabelecido que os virions de Zika ndo sédo estruturas estaticas e sua
mobilidade aumenta a infeccéo viral, pela exposi¢cao transitoria de sitios presentes na proteina
E, envolvidos em reconhecimento efetivo dos fatores e receptores de ligacdo. A proteina E do
envelope pode mediar a ligagéo do virus ao receptor de entrada pela exposi¢do do peptideo de

fusdo em pH neutro, e consequentemente aumentando a infectividade viral. O dominio Ill da
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proteina E de Zika é o principal determinante antigénico pela presenca do sitio de ligagdo ao
receptor (Agrelli, de Moura et al. 2019).

Uma andlise de docking molecular demostrou que o composto Epigalocatequina Galato
(EGCG), promove uma interacdo na extremidade da proteina E, entre os dominios | e Ill, mais
especificamente em torno do ligante flexivel que une os dois dominios, entre residuos DI 1, 13,
34-40, 143-146, 163, 183 e DIIl como 340-345, 354-358, 360-367, 372-375, 378, 388, 390-392
e 395 (Sharma, Murali et al. 2017). Da mesma forma nossos resultados demostraram que o
composto 1 mantém interagdes com residuos de aminodacidos presentes entre DI e DIII, também
em torno de regides flexiveis da proteina E presentes entre esses dominios, promovendo uma
estabilizacdo e aumento da mobilizacéo da proteina E. Além da interacao entre DI e DIl nossos
resultados indicam uma interacdo entre o composto 1 e a regido central da proteina E entre o
DIl, aumentando ainda mais a estabilizacdo da proteina E, diminuindo a entrada do Zika nas
células. Semelhante aos nossos resultados Polly daeSélla demonstrou através de analise
in silico que um derivado das xantenadionas se liga na regido central da proteina E, entre o DII
e mantém interacdo com o residuo de triptofano 217, sendo possivelmente o mecanismo pelo
gual o composto atua na inibicdo da infeccao do Zika (Poly da Silva, Lopes da Silva et al. 2020).
Curiosamente o0s nossos resultados de docking local na regido central, demostraram uma
interacdo do composto 1 com o residuo triptofano 217. Estes achados corroboram nossa
hipotese de que o efeito virucida sobre a particula viral parece estar associada con@a interag

e consequente estabilizacdo da proteina E do envelope de Zika.

A acéo virucida do composto 1 e sua possivel interacdo com a proteina E presente na
particula viral de Zika, foi ainda confirmada pelas medidas das cargas de interacédo entre o
composto 1 e a particula viral, possivel pela andlise do Potencial Zeta. Nossos resultados
demonstram um aumento estatisticamente significativo na carga negativa das particulas de Zika

tratadas com o composto 1.

A partir destes resultados podemos concluir que derivados triazélicos da vanilina podem
ser candidatos promissores como agentes antivirais contra a infeccao pelo Zika virus. Estudos
mais detalhados dos seus mecanismos de acao devem ser performados, afim de garantir sue

aprovacao para testes clinicos.
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7 CONCLUSOES

Neste presente trabalho, 15 compostos derivados triazélicos da vanilina foram sintetizados e 12
foram avaliados quanto seu potencial em reduzir a atividade viral do ZIKV in vitro. Uma
atividade antiviral estatisticamente significativa foi apresentada por 9 desses 12. O composto 1
denominado 4{1-(4-isopropilbend)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido foi
considerado o mais promissor sendo capaz de diminuir a infectividade do ZIKV, através da sua
interacdo com a particula viral. Este composto parece estar promovendo uma interagdo com
proteina do envelope viral, mais especificamente com a proteina E de ZIKV, impedindo sua
acdo na promocdo da entrada nas células do hospedeiro. Estudos mais conclusivos séo
necessarios, principalmente os envolvidos na avaliacdo da protecdo in vivo, entretanto, a partir
desses resultados sugerimos que derivados da vanilina funcionalizados com nucleos triazolicos
e grupos funcionais podem se tornar uma estratégia promissora para o desenvolvimento de

medicamentos antivirais contra o ZIKV.
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