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ABSTRACT

Dengue is an arboviral disease of great clinical relevance among neglected
diseases. It is transmitted by Dengue virus (DENV), which infects about 25 million
people worldwide each year. So far there is no available licensed vaccine or
specific drug to be used against DENV, but only palliative treatments to overcome
the symptoms of the disease, considered a serious public health problem. Among
the molecular targets verified as strategies for developing antivirals against DENV,
we highlight the serine proteasic complex NS2B-NS3pro, essential for the viral
maturation and replication. This molecular target is found conserved in all four
serotypes, acting in major viral processes. In this context, this study aimed to
understand various aspects related to DENV and especially the proteasic complex
NS2B-NS3pro as a catalytic mechanism and candidate inhibitors of this
pharmacological target applied to dengue.
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RESUMO

A dengue é uma arbovirose de grande relevancia clinica dentre as doencgas
negligenciadas. Esta é transmitida pelo Dengue virus (DENV), que infecta
anualmente cerca de 25 milhGes de pessoas no mundo. Até o momento, ndo se
encontra disponibilizada nenhuma vacina licenciada ou farmaco especifico a ser
utilizado no combate ao DENV, mas sim tratamentos paliativos para contornar os
sintomas da doenga, considerada um grave problema de saude publica. Dentre os
alvos moleculares verificados como estratégias para o desenvolvimento de
antivirais contra o DENV, destaca-se o complexo serino protedasico NS2B-NS3pro,
essencial para a maturagao e replicagao viral. Esse alvo molecular encontra-se
conservado em todos os quatro sorotipos, com atuagdo em importantes
processos virais. Nesse contexto, o presente trabalho buscou compreender
diversos aspectos referentes ao DENV e, principalmente, ao complexo proteasico
NS2B-NS3pro como mecanismo catalitico e candidatos a inibidores deste alvo
farmacoldgico aplicado ao dengue.
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INTRODUGCAO
A Dengue é considerada uma das mais importantes arboviroses que

afetam o homem em termos de morbidade e mortalidade. Sua distribuicao
é global, mas concentra-se principalmente nas dareas tropicais e
subtropicais (GUBLER et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), a incidéncia desta doenga apresentou um aumento de 30
vezes nos Ultimos 50 anos. Além disso, estima-se que aproximadamente
390 milhdes de casos de dengue ocorrem anualmente no mundo, com mais
de 20.000 mortes por ano (WHO, 2012; BHATT et al., 2013). Neste
contexto, destaca-se o Brasil que ocupou o primeiro lugar no numero total
de casos de dengue (54,5%) e o sexto lugar em relagdao ao niumero de casos
de Febre Hemorrdagica do Dengue (FHD) (35,1%), em estudo envolvendo
paises das Américas no periodo entre 1980-2007 (LAUGHLIN et al., 2012).
Além disso, dados fornecidos pelo Ministério da Saude (MS) registraram
em 2013 cerca de 1 milhdo e 470 mil casos da doenga com 595 mortes
(BRASIL, 2014).

O Dengue virus (DENV) é o agente patoldgico causador desta importante
arbovirose, apresentado-se em quatro sorotipos distintos antigenicamente
(DENV 1-4), os quais podem apresentar variantes genéticas dentro de um
mesmo sorotipo. Em 2013 foi divulgada a descoberta do quinto sorotipo, o
DENV-5, que foi encontrado em amostras advindas de macacos da regidao
da Malasia, mas que pode estar circulando entre seres humanos (NORMILE,
2013).

A transmissao do DENV entre humanos é feita através da picada de
fémeas de mosquitos do género Aedes spp. Diferente de outros arbovirus,
o DENV possui um ciclo denominado urbano, sem a necessidade de
reservatorio selvagem intermedidario e um ciclo silvestre, além de

apresentar transmissdo denominada vertical (DEROUICH et al.,, 2003;
CLETON et al., 2012).

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

O espectro clinico da dengue é amplo, variando desde quadros
assintomaticos e dengue classica (DC) até formas hemorragicas mais
graves, por vezes fatais, como febre hemorragica (FHD) e sindrome do
choque da dengue (SCD) (BRASIL, 2013). Na maioria das vezes, as pessoas
infectadas pelos virus ndo apresentam quaisquer manifesta¢des clinicas. O
percentual de infec¢cdes assintomdticas pode variar entre 26% a 56%, a
depender de fatores tais com, fatores ambientais, caracteristicas do
hospedeiro, do vetor e do préprio virus .

O DENV é um membro da familia Flaviviridae e género Flavivirus que
engloba outros virus de expressiva importancia clinica como o oeste do Nilo
(WNV), febre amarela (YFV), encefalite Japonesa (JEV) e Hepatite C (HCV)
(RODPOTHONG; AUEWARAKUL, 2012). Os membros desta familia se
caracterizam por possuir uma fita simples de RNA, cujo material genético,
dentro da célula do hospedeiro, é traduzido em uma poliproteina viral que
serd clivada por proteases celulares e virais gerando trés proteinas
estruturais: a do envelope (E), a proteina precursora de membrana (prM) e
a do capsideo (C), responsaveis pela formag¢do de novas particulas virais, e
sete ndo estruturais (non structural - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5), aplicadas a viruléncia e a replicacdo (PERERA et al., 2001; SHIRYAEV &
STRONGIN, 2010).

Até o momento ndo se encontra disponivel nenhuma terapia especifica
ou vacina contra o DENV, mas sim tratamentos paliativos para contornar os
sintomas ocasionados pela doenca (KALAYANAROOJ, 2011; WHO, 2012).
Com isso, o controle da proliferacao do vetor é uma das medidas mais
importantes para reduzir o risco de transmissao da dengue, como
campanhas educativas e busca de focos de larvas do mosquito Aedes sp
(FIGUEIREDO, 2012).

Para o desenvolvimento de terapias especificas voltadas ao combate do
DENV, torna-se de extrema importancia avaliar e compreender os alvos
moleculares essenciais dentro do ciclo bioldgico deste virus (MITTL;
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GRUTTER, 2006; NOBLE; SHI, 2012; SIMMONS et al.,, 2012). Dentre os
considerados estratégicos para o desenvolvimento de farmacos destacam-
se proteina E (ZHANG, 2004; KAMPMANN et al., 2009), proteina C (MA
et.al., 2004) e, principalmente, NS2B-NS3pro, uma vez que estdo
associadas a processos essenciais ao DENV como o processo de infeccao
(entrada viral), maturacao e replicagcdao viral (SAMPATH; PADMANABHAN,
2009; NOBLE et al., 2010; BOLLATTI et al., 2010). Adicionalmente, a
estrutura de NS2B-NS3pro dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 encontra-se
disponivel no Protein Data Bank (PDB) sob os cédigos 2FOM (ERBEL et al.,
2006) e 3U1l (NOBLE et al., 2012), respectivamente. Estes dados permitem
a constru¢dao dos alvos moleculares por modelagem comparativa por
homologia (BORDOLI et al., 2009).

Dentre as proteinas ndo estruturais destacam-se a NS5
(metiltransferase) e o complexo proteasico NS2B-NS3pro (serino protease).
A NS5 possui na sua porcdo N-terminal atividade de metiltransferase
(MTase) que é fundamental para a estabilizacido do genoma viral,
convergindo desta forma em um potencial alvo terapéutico no
desenvolvimento racional de drogas frente a esta doenca (LIMA et al.,
2013). A NS3pro, dependente do cofator NS2-B, caracteriza-se por ser uma
proteina conservada para os quatro sorotipos de dengue. As estruturas
cristalograficas deste ultimo alvo molecular aplicados aos sorotipos DENV-2
e DENV-3 encontram-se depositadas no PDB, o que permite o estudo deste
alvo molecular para o desenvolvimento de farmacos (LESCAR et al., 2008; LI
et al, 2005). Além disso, NS3 desempenha papel na clivagem da
poliproteina viral, o que demonstra sua importancia para o processo de

maturacao viral. Com isso, o complexo proteasico NS2B-NS3pro representa

um importante alvo molecular para o desenvolvimento de farmacos
voltados ao combate ao DENV (TOMLINSON; MALMSTROM; WATOWICH,
2009a; WICHAPONG et al., 2010; PHONG et al., 2011; SCHULLER et al.,
2011).

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os diversos aspectos histdricos, politicos, urbanos e ambientais
vivenciados no Brasil nas ultimas décadas corroboram para a caracterizacao
da dengue como um dos grandes desafios da saude publica no pais. A este
cenario relaciona-se as medidas de saude implementadas no pais, através
dos modelos assistenciais, ao longo dos anos. Dentre estes se destaca o
modelo Biomédico/Flexneriano de saude implantado a partir da reforma
sanitaria, pelo governo Militar, com elementos e atividades
antropocentrista, mecanicista, reducionista e tecnicista direcionada a
saude. Por sua vez, proporcionou debilidades em diversos servicos
exemplificados pela ineficdcia e desinteresse a promocdo de acgdes
preventivas para as doencas infecciosas como a dengue (MENDONCA et al.,
2009; ALMEIDA, 2010).

A saude é considerada um produto social diretamente relacionada a
processos bioldgicos, ecoldgicos, culturais e econdmicos (MENDES, 1996).
Com isso, esforcos devem ser realizados a fim de desenvolver politicas
publicas de saude direcionadas a atender as necessidades da populacdo
(MENDONCA et al., 2009). A partir das varias mudancas nas atividades em
salde concretizadas devem-se ainda considerar como desafios o
fortalecimento nos servicos da atencdo basica e incentivo a realizacdo de
pesquisas que atendam as necessidades clinico-sanitdrias acometidas pela
populacdo, como o desenvolvimento de fdrmacos para o combate ao
DENV, de modo a diminuir o sofrimento dos pacientes e gastos publicos

advindos com a doenca (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009).

ORGANIZAGAO E BIOSSINTESE VIRAL

O genoma viral consiste de um RNA de sentido positivo (+ss RNA) de 11
kDa, que possui um grande quadro de leitura aberto (ORF) entre duas
regides ndo traduzidas (5- UTR e 3’- UTR), sendo estas essenciais para
processos como traducao e replicagdo do material genético viral
(RODPOTHONG; AUEWARAKUL, 2012). Seu RNA codifica 10.173
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nucleotideos que s3ao traduzidos em uma poliproteina com 3.391
aminodcidos, que apds ser processada por proteases virais e celulares,
originam trés proteinas estruturais sendo do envelope (E), proteina
precursora de membrana (prM) e do capsideo (C), que compdem as
particulas virais, e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5), que estdao relacionadas a processos como maturacao (NS3pro),
replicacdo (NS5) e viruléncia (NS1) (figura 1A). A NS1 destaca-se no
contexto do diagndstico da doenca, uma vez que esta é detectada em
amostras de sangue de pacientes infectados (WHITEHORN; FARRAR, 2010;
HALSEY et al., 2012).

O genoma viral é envolto pela proteina C formando o nucleocapsideo,
qgue fica envolvido por uma bicamada lipidica proveniente da célula
hospedeira ancorando as proteinas E e M, formando espiculas que sdao
essenciais para a infectividade do dengue (MELINO; PACI, 2007; HALSEY et
al., 2012). O DENV encontra-se depositado no PDB sob o cédigo (PDB:
1K4R) (figura 1B) (KUHN et al., 2002).

A infeccdo pelo DENV se inicia com a adsorcdao da particula viral a
membrana da célula hospedeira, apds a proteina E reconhecer receptores
especificos na superficie celular (HALSEY et al, 2012). Dentre alguns
receptores associados ao processo de entrada deste virus em células
humanas destacam-se o dendritic-cell-specific (DC-SIGN) e C-type lectin
domain family 5 (CLEC5A) encontrados em células dendriticas e
macroéfagos, respectivamente (MORRISON et al., 2012). Apds se ligarem a
espiculas do envoltdrio viral, estes receptores modificam sua conformacao
e sinalizam ao citosol o recrutamento de clatrinas que participam da
endocitose do virus (MELINO; PACI, 2007; MORRISON et al., 2012). No
citoplasma, a proteina E sofre modificacdes estruturais, mediadas pelo
baixo pH dentro dos endossomos, o que permite a fusdao com a membrana
desta vesicula, liberando assim o nucleocapsideo no interior da célula.
Posteriormente, a particula viral sofre desnudamento no citosol, liberando

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

o RNA, que a partir de entdo, esta propicio a traducao pelos ribossomos
celulares (MELINO; PACI, 2007).

Figura 1 (A) Organizacdo do genoma de DENV e locais de clivagem da poliproteina viral.
(B) Estrutura do DENV depositada sob cédigo PDB: 1K4R.
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Fonte: KUHN et al., 2002; LESCAR et al., 2008, adaptado pela autora.

Em seguida, o RNA é traduzido gerando uma poliproteina viral que é
conduzida ao reticulo endoplasmatico (RE), onde sofrera clivagens a partir
da peptidases enddgenas e viral, destacando-se a NS2B-NS3pro. Por fim, as
proteinas E, prM e NS1 s3ao conduzidas ao lumen do reticulo, onde sao
processadas pela peptidase signalase (LESCAR et al., 2008) enquanto que as
proteinas C, NS3 e NS5 voltam ao citosol e as proteinas ndao estruturais
NS2A, NS2B, NS4A e NS4B permanecem retidas na membrana do reticulo,
comportando-se como proteinas trasmembranicas devido ao seu alto
carater hidrofébico (MELINO; PACI, 2007).
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Apdbs a protedlise da poliproteina e a replicagdo do genoma viral, as
particulas imaturas sao formadas no lumen do reticulo pela complexacao
através das proteinas E e a prM em heterodimeros formando uma rede
assimétrica de 60 trimeros. Estas particulas imaturas sdo levadas ao
complexo de Golgi, no qual a protease furina, presente nestas organelas,
clivam a regido N-terminal da prM. Esta reacdo origina duas estruturas: a pr
gue é enviada ao citoplasma e a proteina M que complexa-se com a
proteina E formando 90 homodimeros, de modo a contribuir para a
formacao da particula madura viral (KAMPMANN et al., 2009).

NS2B-NS3 COMO PROMISSOR ALVO FARMACOLOGICO PARA O COMBATE
AO DENV

Varias estratégias podem ser aplicadas no processo de desenvolvimento
de medicamentos antivirais, de modo a viabilizar o tratamento de milhares
de pacientes . O reconhecimento e a compreensdo dos possiveis alvos
farmacolégicos no contexto viral possibilitaram a descoberta de diversas
terapias como, por exemplo, o tamiflu (oseltamivir) que através da inibicdo
da enzima neuraminidase pode comprometer o sucesso da infeccao pelo
do virus influenza, de modo a contribuir para o tratamento da gripe
(FATIMA et al., 2005).

Diferentes processos virais podem estar diretamente associados com
mecanismos de acdo de compostos contra o DENV. Dentre eles, a inibicao
da entrada do virus na célula hospedeira através da proteina E
(KAMPMANN et al., 2009) ou proteina C (MA et al., 2004), inibicao da
clivagem da poliproteina viral pela NS2B-NS3pro e replicagdo viral através
da NS5 (NOBLE et al., 2010; BOLLATTI et al., 2010). A figura 2 apresenta os
principais alvos moleculares que podem ser utilizados no combate ao
DENV.

Dentre os alvos farmacoldgicos, destaca-se a proteina multifuncional
NS3pro, a qual apresenta papel essencial ao DENV pois auxilia no processo

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

de clivagem da poliproteina viral (TOMLINSON et al., 2009b; WICHAPONG
et al.,, 2010; PHONG et al., 2011; SCHULLER et al., 2011). Para exercer todas
as suas atividades faz-se necessario estar associada ao cofator NS2B, que
contribui principalmente para sua estabilizacdao estrutural (LESCAR et al.,
2008).

Figura 2 Alvos farmacoldgicos para o combate ao DENV.

cC M E NS1 NS2 NS3 NS4 NS5

capsidio

envelope

helicase
(C-terminal)

Fonte: TOMLINSON; MALMSTROM; WATOWICH, 2009a, adaptado pela autora.

O complexo NS2B-NS3pro apresenta-se conservado nos quatro sorotipos
de DENV, além de possuir o mesmo dominio catalitico (His51-Asp75-
Ser135) encontrado na enzima tripsina, protétipo da classe das enzimas
serinoproteases. Além disso, NS3pro é considerada um membro da familia
das enzimas flavivirina (EC 3.4.21.91) e das serino endopeptidases (S
07.001) (NATARAJAN, 2010). A NS3pro esta associada ndo sé a atividade
proteasica, mas também a helicasica relacionadas com as porgdes N-
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terminal e C-terminal, respectivamente (DONG et al., 2008; BOLLATTI et al.,
2010).

A regidao N-terminal desta proteina possui aproximadamente 167
aminodacidos e apresenta um dominio serino protease, fundamentais para a
clivagem da poliproteina viral (LESCAR et al., 2008). A NS3pro apresenta-se
em conformacdo B-barril com estruturas em alca. Em estudo realizado por
Erbel e colaboradores (2006) foram destacados além dos residuos da triade
catalitica, os aminodcidos Gly151, Gly153 e Tyrl61 como importantes para
o reconhecimento e formacao da ligacao dos candidatos a inibidores deste
alvo molecular. Com isso, torna-se importante avaliar que a presenc¢a da
interacdo entre um determinado ligante com os aminoacidos da triade
catalitica, de modo a contribuir para o desenvolvimento de potenciais
inibidores desta serino protease (GODOI et al., 2013).

A estrutura cristalografica do complexo NS2B-NS3pro do DENV-2
determinou a relevancia de 47 residuos (49-95) da regido hidrofilica da
porcao N-terminal de NS2B como importantes para a ativacao dessa serino
protease (ERBEL et al., 2006). O mecanismo molecular na estimulacdo da
atividade proteasica de NS3pro promovida pelo seu cofator ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Contudo, verifica-se que NS2B é fundamental para
promover o enovelamento protéico deste alvo molecular em sua forma
ativa. Através da estrutura cristalogréfica do complexo NS2B-NS3pro de
WNV constatou-se que porcdo N-terminal de NS2B (49-66) forma uma
folha 8 inserida na regido N-terminal (8-barril) de NS3pro (NATARAJAN,
2010).

Em estudo realizado por Erbel e colaboradores (2006) observaram-se
diferencas conformacionais para a porcao C-terminal de NS2B na presenca
e auséncia de ligante. Neste contexto, destacaram-se a maior aproximagao
de residuos como Arg78-Leu87 desta regiao, na presenc¢a do ligante, de
modo a contribuirem para a formagao do sitio ativo. Com isso, verifica-se a
importancia da utilizacdo deste alvo molecular com a conformagdao na

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

presenca do ligante. A NS3pro possui duas jungdes distintas, que
contribuem na estabilizacao (N-terminal) e na formacdo do sitio ativo (C-
terminal) desta serino protease do DENV (ERBEL et al., 2006).

Adicionalmente, a regidao C-terminal deste alvo farmacoldgico esta
diretamente relacionado com a atividade RNA trifosfatase, que promove a
desfosforilagdo da regido 5 UTR para a adicdo de um dominio que
possibilita sua acao helicasica. Estas enzimas estao envolvidas na regidao da
abertura da dupla hélice de acidos nucleicos durante a replicacao, processo
dependente de trifosfato de adenosina (ATP) (BOLLATTI et al., 2010).
Assim, a NS3 é formada por 3 subdominios: o subdominio | (residuos 181-
326) e Il (residuos 327-481) sdao constituidos cada um por 6 folhas 8
alternadas por 4 a-hélices, e o subdominio Il (residuos 482-618) é formado
por 4 a-hélices paralelas rodeadas por 3 a-hélices menores e 2 folhas 8
(ALEN; SCHOLS, 2012). Entre os aminodacidos Arg-460 e GIn-471 encontra-se
o sitio de ligacdo de fosfato responsdvel pela atividade ATPase, conhecido
como Walker A, que esta envolvido na hidrélise do ATP, fornecendo a
energia necessaria para a atividade de helicase (MITTL; GRUTTER, 2006;
ALEN; SCHOLS, 2012). Esta ligacdo de ATP é dependente de Mg**, no qual
forma um complexo com as moléculas de ATP auxiliando em seu processo
de hidrdlise (SHIYAEV; STRONGIN, 2010).

MECANISMO DE ACAO SERINO PROTEASE

A classe das enzimas serino proteases sao caracterizadas por catalisar
hidrolises de ligagdes peptidicas ou de éster, sendo muito estudadas
experimentalmente (NEMUKHIN et al., 2004). O mecanismo catalitico
envolvido nas enzimas da familia das serinoendopeptidadeses (S 07.001)
envolve a participacdao de uma triade catalitica formada pelos residuos
histidina, aspartato e serina (NATARAJAN, 2010). Estes aminoacidos
apresentam-se em posi¢cOes estritamente conservadas e espacialmente
correspondentes entre as diversas enzimas que compdem esta familia,

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS 21
Jul./Dez., v.3,n.2, p. 16-30, 2014




NS2B-NS3PRO AS A MOLECULAR TARGET DRUGS DEVELOPMENT AGAINST DENGUE
ISABELLA PI1ASSI GODOI ET AL

como a quimiotripsina (His57-Asp102-Ser195), e a NS3-NS4A do virus da
hepatite C (HCV) (His57-Asp81-Ser139) (DENG et al., 2012).

A reacao catalisada pelas serino proteases envolvem as etapas de
acilacao e desacilagdo apresentadas na figura 3 (NEMUKHIN et al., 2004). A
etapa de acilagdo envolve uma série de reagdes quimicas que tém com
destaque o ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligantes do oxigénio,
presente na hidroxila do residuo Ser195, ao carbono centro eletrofilico do
peptideo. Com isso, verifica-se o rompimento da ligacdo peptidica e a
formacao de uma ligacao éster entre o carbono carbonilico dos peptideos e
a enzima, contribuindo para a formacado do intermedidrio tetraédrico. Esta
€ uma importante etapa dentro do processo catalitico das serinoproteases,
sendo este estabilizado a partir de ligacdes de hidrogénio dos residuos
Ser1l95 e Glyl93 com o oxigénio carbonilico, o que viabiliza o
prosseguimento reacional de catalise, sendo o mecanismo proposto para a
qguimiotripsina (ALESHIN, 2007; SALAEMAE et al., 2010).

No mecanismo de acdo proposto para a quimiotripsina na fase de
desacilacdo a ligacdo éster é hidrolisada e a enzima é regenerada
(NEMUKHIN et al., 2004). Além disso, as moléculas de dgua promovem a
hidrolise da serina na etapa de desacilacdo, apresentado na figura 3
(NEMUKHIN et al., 2004). Por fim, a Gly193 apresenta papel fundamental
neste processo sendo um residuo conservado nos Flavivirus e esta
relacionada com a estabilizacdo do intermedidrio tetraédrico localizado no
interior da enzima em regiao denominada orificio ou bolsao oxianion. A
substituicdo desta por uma alanina resultou em uma eficiéncia catalitica

dez vezes menor justificando sua relevancia dentro do mecanismo das
serino proteases (SALAEMAE et al., 2010).
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Figura 3 Mecanismo de ac¢do das serino proteases.
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Fonte: NEMUKHIN et al., 2004, adaptado pela autora.

A andlise dos aspectos do mecanismo de acdo das serino proteases
consiste em uma etapa essencial dentro do desenvolvimento de inibidores
do alvo molecular NS2B-NS3pro, pertencente a esta classe enzimatica.

INIBIDORES DO ALVO MOLECULAR NS2B-NS3PRO DENV

A elaboracdo de propostas de possiveis inibidores mais efetivos de
NS2B-NS3pro somente é possivel quando se conhece os constituintes
presentes no sitio ativo do alvo molecular, uma vez que envolve
informacdes como os aminoacidos e as interacdes intermoleculares
envolvidas no processo de ligacdo inibidor-receptor (STEVENS et al.,, 2009;
PHONG et al., 2011; SCHULLER et al., 2011). Assim, estudos de modelagem
molecular possibilitaram analises no intuito de caracterizar e avaliar esses
aspectos, a fim de contribuir com a fundamentacgao tedrica, essencial para
viabilizar e aperfeigoar etapas subsequentes como a sintese de inibidores
mais promissores contra o dengue (TOMLINSON & WATOWICH, 2012). Com
isso, duas abordagens bem distintas vém sendo empregadas como
estratégias na busca de novos compostos protétipos capazes de inibir o
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complexo NS2B-NS3, bioprospeccdo e triagem virtual (KIAT et al., 2006;
STEVENS et al., 2009; FRECER; MIERTUS, 2010; TAMBUNAN; ALAMUDI,
2010; DENG et al., 2012).

Inicialmente, testes in vitro mostraram que o inibidor de serino
(Cy84H432Ng4079S7), um polipeptideo com 58
aminodacidos, apresentou ac¢ao inibitéria do receptor CF40.glyNS3pro, com

proteases aprotinina

atividade proteolitica semelhante a protease NS3pro de HCV, com valor de
concentracao inibitéria de 50% (ICso) a 65 nM (LEUNG et al., 2001).

A seguir, outros compostos de natureza peptidica foram testados como
inibidores do complexo NS2B-NS3pro tais como [Bz-Nle-Lys-Thr-Arg] e [Bz-
Nle-Lys-Arg-Arg] com constantes de inibicao (Ki,,) de 33,9 uM e 12,42 uM,
respectivamente (LI et al., 2005). A partir destes, houve o aperfeicoamento
da atividade biolégica obtendo o tetrapeptideo Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H com
valor de K;,, de 5,8 uM, onde a principal modificacdo molecular foi a
inclusdo de um grupo aldeido capaz de sofrer ataque nucleofilico do
residuo de serina da NS2B-NS3pro levando a sua inibicdo. Este é
considerado um composto protdtipo para esta classe de inibidores, a qual
se encontra acoplado a NS2B-NS3pro do WNV disponivel no PDB sob o
codigo de 2FP7 (ERBEL et al, 2006; FRECER; MIERTUS, 2010).
Adicionalmente, estudos de relacionada estrutura e atividade (SAR)
envolvendo Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H e demais derivados peptideos mostraram
gue residuos como arginina e lisina nas posicdes P1 e P2 dos candidatos a
inibidores deste complexo protedsico sao de natureza basica; enquanto
gue os peptideos nas posicoes P3 e P4 sao mais inespecificos, destacando o
carater hidrofébico para estes, sendo exemplificado pela norleucina (Nle).
Com isso, puderam ser estabelecidas quatro posi¢cdes para cada um dos
quatro residuos que compdem os tetrapeptideos (P1-P4 — figura 4),
estando correlacionadas diretamente com a possibilidade de interagao com
as porgdes S1, S2, S3 e S4, respectivamente, do sitio ativo. Estes dados
melhor

compreensao do mecanismo de agao

possibilitaram a
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farmacolégico deste alvo molecular (ERBEL et al., 2006; WICHAPONG et al.,
2010).

Figura 4 Porgdes dos residuos dos tetrapeptideos.
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Fonte: FRECER; MIERTUS, 2010, adaptado pela autora.

De posse desta informacdo, uma série de derivados peptidicos foram
sintetizados e submetidos a avaliacdo biolégica como, por exemplo, Bz-Lys-
Arg-Arg-H (Kinip 1,5 UM — quadro 1). Os inibidores dessa natureza, em geral,
possuem baixa biodisponibilidade e alta toxicidade, principalmente os
derivados contendo atomos de boro e fllor em sua estrutura (YIN et al.,
2006a). Contudo, a partir desses derivados peptidicos, houve um
crescimento nas pesquisas e estudos direcionados ao desenvolvimento de
farmacos no contexto da dengue (YIN et al., 2006b).

Como descrito anteriormente, na tentativa de desenvolver inibidores
para este complexo protedsico, também surgiram trabalhos de
bioprospeccdao a exemplo da obtencao de derivados do peptideo ciclico
denominado Kalata B1. Este possui dois isdbmeros (B e C), os quais
apresentaram valores de K;., de 1,39 e 3,03 uM, respectivamente (quadro
1). Estes foram caracterizados como os primeiros compostos naturais
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ciclicos promissores para a inibicdo de NS2B-NS3pro DENV-2 (GAO; CUI;
LAM, 2010).

A seguir, os metabdlitos hidroxipanturatina A e panturatina A, obtidos da
espécie Bolserbergia rotunda (L), pertencentes a classe dos flavondides e
chalconas (KIAT et. al., 2006) foram modificados levando a formacao de
trés compostos semissintéticos denominados de 20H46DA, 2446DA e
246DA. Estes foram conduzidos para avaliacdo da atividade inibitdria de
NS2B-NS3pro, os quais apresentaram consideravel atividade bioldgica,
variando entre 19,84 a 39,68 uM (FRIMAYANTI et al., 2011).

Neste contexto, destacam-se os estudos realizados a partir de derivados
antracénicos, avaliados in vitro quanto ao potencial inibitério frente ao
complexo NS2B-NS3pro DENV-2, dentre eles 6A60 (715 uM) e 6A61 (72+15
uM) (TOMLINSON & WATOWICH, 2011), conforme mostra o quadro 1.

Finalmente, Pamdudi e colaboradores (2013), através da triagem virtual,
destacaram o composto denominado SK-12, com estrutura quimica ndo
disponibilizada, como um potencial inibidor deste alvo molecular. Os
resultados apresentados no teste in vitro revelaram um maior potencial
inibitério contra DENV-2 (1Cso= 0,98+0,39 uM).

Atualmente, a tentativa de desenvolver inibidores do complexo NS2B-
NS3pro DENV-2 perpassa por duas metodologias distintas, bioprospeccao e

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

triagem virtual. A abordagem de buscar um inibidor através de fontes
naturais possui a vantagem da diversidade estrutural; porém sao limitadas
guanto a questdes metodoldgicas como tempo de extragdo, quantidades
obtidas, dentre outras. Esta busca um determinado alvo molecular (ndao
necessariamente a NS2B-NS3pro) por métodos de triagem experimental.
Por outro lado, a triagem virtual aplica metodologias in silico bastante
rapidas para encontrar novos compostos protdtipos, porém esta também
possui as limitacdes tais como falsos positivos e pouca diversidade
estrutural (quando comparado aos produtos naturais) (CARREGAL et al.,
2012; CARREGAL; COMAR JUNIOR; TARANTO, 2013). Esta busca de ligantes
em banco de dados possibilita o rastreamento de milhares de compostos
para um alvo molecular especifico. Independente da abordagem utilizada,
pois ambos estdao dentro do contexto de desenvolvimento racional de
farmacos, fatores como baixa biodisponibilidade, elevada toxicidade e
baixa atividade inibitdria limitam o progresso de obtencdao de uma terapia
voltada para a inibicdo desse complexo protedsico. Sendo assim, novos
estudos e estratégias devem ser realizados no intuito de viabilizar um
tratamento efetivo e seguro aos pacientes infectados por DENV, que
representa um grave problema de saide mundial (DENG et al., 2012).
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Quadro 1: Compostos avaliados para o complexo NS2B-NS3pro.
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OH
HO OH TOMLINSON;
OOO 7+ 5uM WATOWICH, 2011
6A60
OH O OH
OH
O‘O 72+15 uM TOMLINSON;
WATOWICH, 2011
OH O 6A61
25+ 6 uM KIAT et al., 2006
Panduratina A
21+ 8 uM KIAT et al., 2006
4-hidroxipanduratina A
19,84 uM FRIMAYANTI et al., 2011
24,36 uM FRIMAYANTI et al., 2011
20H46DA
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HaCO O |
o ‘ 39,68 uM FRIMAYANTI et al., 2011
HsCO O OCH,q
OCHs 2446DA
’—GLPCVGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN—‘
1,39+ 0,35 uM (Ismero B) GAO; CUI; LAM, 2010
Kalata B 3,03+0,75 uM (Isdmero C)

CONSIDERACOES FINAIS

A dengue é caracterizada como uma das mais importantes doencas
negligenciadas uma vez que acomete milhdes de pessoas em todo o mundo
e, até o momento nao encontra-se disponivel nenhuma terapia ou vacina
licenciada contra o DENV. Com isso, tratamentos paliativos na tentativa de
contornar os sintomas da doenca sdao as Unicas medidas até entdo
disponibilizadas no cenadrio clinico da mesma. Neste contexto, destacam-se
estudos e iniciativas aplicadas ao desenvolvimento de farmaco contra o
DENV. Para isso, tém-se a necessidade de compreender aspectos como a
organizacao viral, bem como os possiveis alvos moleculares relacionados a
processos essenciais ao mesmo. O complexo serino protedsico NS2B-
NS3pro é reportado como um promissor alvo molecular para o
planejamento racional de terapias contra a dengue. Uma série de
compostos de natureza fitoquimica e, principalmente, peptidica foram
avaliados frente ao potencial inibitdrio contra o DENV. Contudo, limitagdes
como baixa biodisponibilidade, alta toxicidade e a ndao conclusao de testes
pré-clinicos e clinicos daqueles que apresentaram resultados satisfatorios
in vitro, culminam no nao aprimoramento na busca de antivirais especificos
contra este. Portanto, torna-se necessario a realizagao de novos estudos,
investimentos e iniciativas publicas e privadas de modo a otimizar o avango

das pesquisas direcionadas na busca efetiva de terapias aos milhares de
pacientes acometidos por essa doenga, considerada um grave problema da
saude publica.
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