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RESUMO

O Orthoflavivirus zikaense (Zika virus - ZIKV) ¢ um arbovirus responsavel pela Febre Zika.
Esta relacionado com o desenvolvimento de complicagdes neurologicas como microcefalia em
recém-nascidos e Sindrome de Guillain-Barré em adultos. Sua transmissdao ocorre
principalmente pela picada do mosquito do género Aedes sp. Atualmente, ndo existem farmacos
especificos para combater a infeccdo pelo ZIKV, e, portanto, o desenvolvimento de novas
terapias antivirais torna-se fundamental. Com base nisso, compostos derivados do benzotiazol
representam fontes promissoras de novos antivirais, visto suas propriedades farmacoldgicas e
capacidade previamente reportada de se ligarem a proteinas virais ndo-estruturais, como
demonstrado para o virus da Dengue (DENV) e virus da hepatite C (HCV). Com isso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral de 10 compostos derivados do aminobenzotiazol
na replicagdo do ZIKV in vitro. A atividade antiviral dos compostos foi testada utilizando
células de rim de hamster neonato (BHK-21) que expressam continuamente o replicon
subgenomico ZIKV-IRES-Neo (BHK-21-ZIKV-IRES-Neo), o qual contém a regido gendomica
correspondente as proteinas ndo-estruturais do ZIKV, o gene reporter Renilla luciferase (Rluc)
e o gene da enzima Geneticina-N-Acetiltransferase, que confere resisténcia ao antibidtico
Geneticina. A viabilidade celular dos compostos foi determinada nas concentragdes de 50, 10 e
2 uM, por ensaio de MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazélio), e a
maior concentracdo nao-citotoxica foi utilizada para a avaliagdo da atividade antiviral. Para o
ensaio antiviral, a luminescéncia das células foi avaliada apds 72h por meio do ensaio de
Renilla-luciferase, no qual a diminui¢ao dos sinais de luminescéncia € proporcional aos niveis
de replicagdo das proteinas. Os resultados demostraram que dos 10 compostos derivados do
aminobenzotiazol, os compostos CAC153, CAC154 e DNF9 reduziram a replicagdao do ZIKYV,
resultando em valores de indice de seletividade de 1,7; 2,4 e 2,8, respectivamente. Com isso,
esses resultados indicam que derivados de aminobenzotiazol se apresentam como uma
promissora fonte de moléculas para o desenvolvimento de novos fAirmacos antivirais que atuem

no tratamento de doencgas associadas a infeccdo pelo ZIKV.
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1. INTRODUCAO
1.1. Febre Zika

A febre Zika ¢ uma arbovirose endémica causada pelo Orthoflavivirus zikaense (Zika
virus - ZIKV). Proveniente do termo arthropod-borne-virus, as arboviroses sao doengas
causadas por virus incidentes no mundo todo que dependem da interagdo entre um artropode
hematofago (vetor invertebrado), o virus e hospedeiro vertebrado. A transmissao desse tipo de
infec¢ao ocorre durante a picada do vetor artropode infectado, que ao promover o seu repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado, inocula o virus pela saliva no sistema circulatorio do
mesmo (Schneider; Calvo; Peterson, 2021).

Os principais mosquitos responsaveis pela transmissdo do ZIKV sdo as fémeas do
género Aedes sp, em que se destaca a espécie 4. aegypti, por sua disseminacdo em regides
urbanas (Madewell, 2020). Ademais, mosquitos do género Culex sp. € Anopheles sp. também
podem ser infectados pelo ZIKV, sendo considerados possiveis vetores, o que pode aumentar a
disseminagdo do virus e consequentemente causar um aumento no numero de casos de
infeccoes (Viveiros-Rosa et al., 2020; Wang et al., 2020). Adicionalmente, as mudangas
climaticas e o aumento da distribuicdo geografica dos mosquitos transmissores contribuem de
forma significativa para o aumento da disseminagdo do virus causador da doenca (Musso &
Gubler, 2016).

Além da transmissdo pelos mosquitos, o ZIKV também pode ser transmitido através
de relagdes sexuais sem protegdo, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e durante a
gestacao (Pielnaa ef al., 2020).

Os sintomas da febre Zika surgem entre 3 e 14 dias ap0s a infec¢do e s@o similares aos
sintomas de outras arboviroses. Geralmente, os individuos acometidos pela infec¢do com ZIKV
apresentam febre, conjuntivite, erupgdes cutaneas, dores musculares e articulares, mal-estar e

dor de cabeca, que perduram por 2 a 7 dias (Organizacdo Mundial de Saude, 2022) (



Figura 1). Entretanto, cerca de 80% dos pacientes infectados sdo assintomaticos (Secretaria de
Saude do Distrito Federal, 2022). Além disso, sintomas mais graves também podem estar
presentes, como problemas gastrointestinais que podem ocasionar ulceras aftosas, problemas
geniturinarios somados a calaftrios, rigidez, dor de garganta, hipotensao e linfadenopatias (Chan

et al., 2016).



Figura 1: Sintomas da Febre Zika

.- Acometimento Neurolagico:

Mais frequente que
Dengue e Chikungunya

(" " Dor de cabera: MODERADA

—~ 7 Conjuntivite: 502 90% dos casos
(_ — Hipertrofia ganglionar: INTENSA g

~ — Dor articular:
MODERADA

&)

< —— Manchas:
i Surgem do 1° ou no 2° dia

(90 100% casos)

+— Dor nos musculos:

| Febre:
| ! Iﬂ Sem febril ou subfebril 38°C .
/ MODERADA

(1a 2 dias de subfebril)

| () Coceira: MODERADA a INTENSA

! 7/ lr; 3— Fdema na articulacan:
W:_’f Frequente e leve intensidade

Z - T

Fonte: Conselho Regional de Enfermagem de Santa Catarina (COREN SC,
https://www.corensc.gov.br/sintomas-zika)

Em 2016, pesquisas apontaram a relacdo da infec¢do pelo ZIKV com o
desenvolvimento de complicagdes neurologicas, como encefalite, meningite ¢ Sindrome de
Guillain-Barré (GBS) em adultos, sendo essa, a principal e mais grave complicagcdo (Martinez
De Salazar et al., 2016). A Sindrome de Guillain-Barré ¢ uma polirradiculoneuropatia,
caracterizada por fraqueza progressiva juntamente com reducdo ou auséncia de reflexos, que
pode causar em casos mais graves, fraqueza bulbar, insuficiéncia respiratoria e disfuncgao
autonémica (Kwan & Biliciler, 2021). Mesmo com o tratamento por imunoterapias, cerca de
5% dos pacientes vém a 6bito e 20% perdem a mobilidade dos membros inferiores (Shahrizaila
etal., 2021).

Além disso, casos de anormalidades em recém-nascidos também foram associados a
infec¢ao pelo ZIKV. Atualmente, designa-se Sindrome Congénita Associada a Infec¢ao por
ZIKV (SCZ) todas as anomalias congénitas apresentadas por criancas cujas maes foram
infectadas pelo virus durante a gestagdo, em que a gravidade dos sinais e sintomas estd

diretamente relacionada ao periodo em que a mae foi infectada pelo virus (Martins et al., 2020).
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A SCZ engloba, dentre outras manifestacdes: espasticidade, disfun¢do do tronco encefilico,
convulsdes, irritabilidade, problemas de degluticdo, contraturas de membros, anormalidades
auditivas e oculares e desproporcionalidade craniofacial, em que se destaca a microcefalia
(Figura 2). Embora a infec¢ao pelo ZIKV durante a gravidez ndo seja causa obrigatoria de SCZ
em todos as criangas nascidas, o risco de terem consequéncias clinicas € maior no
neurodesenvolvimento a longo prazo (Martins et al., 2020; Ministério da Saude, 2017) (Figura

3).

Figura 2: Morfologia craniana na SCZ.

A) Diminuicao do cranio de crianga com SCZ. B) Dobras no couro cabeludo em bebé de 3 meses com suposta
infeccdo congénita pelo ZIKV. C) Radiografia de recém-nascido mostrando anormalidade dos ossos do cranio.
D) RM fetal mostrando mesmo fendtipo com 29 semanas de gestagdo. E) Reconstrucdo 3D do cranio de crianga
de 3 meses mostrando deslocamento dos ossos frontal e temporal enquanto o osso occipital parece estavel.
Fonte: Adaptado de Moore et al., 2017.



Figura 3: Anomalias presentes na SCZ.

(A) Contratura em flexdo do joelho; (B) hiperextensdo do joelho (luxagdo do joelho); (C) pé torto; (D)
deformidades em 2°, 3° e 4° dedos; (E) contraturas articulares em pernas e bragos, sem envolvimento de tronco.
Fonte: Adaptado de Van Der Linden et al., 2016.

Com relagdo a epidemiologia da SCZ, de acordo com dados provenientes do
Ministério da Saude, entre os anos de 2015 e 2022 foram notificados 21.196 casos suspeitos da
sindrome, em que desses, 3.732 (17,6%) foram confirmados para alguma infec¢ao congénita, e
desse total, 1.857 (49,8%) foram classificados como SCZ. Além disso, nesse periodo 258
pacientes com casos confirmados de SCZ vieram a dbito (Brasil, 2023).

Na patogénese viral, a ocorréncia de complicacdes no sistema encefalico se da devido
ao tropismo do virus por células neurais, o que gera retardos no desenvolvimento do cortex
cerebral do feto (Mlakar et al., 2016; Komarasamy et al., 2022). A infec¢do se inicia pela
interacdo da proteina de envelope do virus com receptores celulares, o que leva a degradagao
de juncgdes aderentes, reducdo da proliferacdo celular e consequentemente apoptose,
mecanismos similares a microcefalia genética (Christian; Song; Ming, 2019; Guerrero Saldivia
et al.,2023). Criangas nascidas com microcefalia, por exemplo, apresentam uma circunferéncia

10



do cranio reduzida devido & ma formacdo neuronal, condi¢do esta que leva a incapacidade
motora, sensorial e cognitiva por toda a vida (Mlakar et al., 2016).

Somado a isso, durante seu processo de infeccao em alguns tipos de célula, o virus ¢
capaz também de bloquear a via de sinalizagdo de IFN-1, gerar apoptose de células nao
infectadas, e reprimir vias de resposta imune inata, o que auxilia no estabelecimento da infec¢do
(Bhardwaj et al., 2021).

Devido ao fato de muitos pacientes serem assintomaticos ¢ a semelhanga com outras
arboviroses, o diagndstico da febre Zika ¢ muitas vezes dificil e negligenciado. Os métodos
atualmente disponiveis para identificar a doenga se baseiam em analises moleculares de Reagao
da Transcriptase combinada com a Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e testes
imunoenzimaticos como o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) (Bhandari et al.,
2023). Entretanto, falsos positivos podem ser encontrados devido a reatividade cruzada com
anticorpos contra outros Orthoflavivirus, como o DENV (Bhandari et al., 2023; Balmaseda et
al., 2018). Tendo em vista os métodos disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS), utiliza-
se de RT-PCR, isolamento viral e determinacdo da presenca de anticorpos anti-ZIKV

(Ministério da Satde, [s.d.]).

1.2. ZIKYV: Particula Viral e Ciclo Replicativo

Pertencente ao género Orthoflavivirus e familia Flaviviridae, o ZIKV (Postler et al.,
2023) ¢ um virus envelopado, de capsideo icosaédrico e genoma de RNA de fita simples e
polaridade positiva. Seu material genético tem aproximadamente 11.000 pares de bases (kb)
e codifica 3 proteinas estruturais: proteina precursora de membrana (M), capsideo (C) e
envelope (E), responsdveis por formar a particula viral, e 7 proteinas nao-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), estando essas diretamente relacionadas a replicagdo
do virus (Sirohi; Kuhn, 2017; Bernardo-Menezes et al., 2022) (Figura 4).
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Figura 4: Representacgdo estrutural do virion e do genoma do ZIKV.
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Esquema representativo da particula viral do ZIKV (PDB: 5SJHM) (A). Ilustragdo do genoma do ZIKV (B).
Fonte: Adaptado de Dai et al., 2016 e Cassani et al., 2024.

O ciclo replicativo do ZIKV se inicia pela adsor¢do do virus a célula hospedeira,
através da interacdo da proteina E viral com receptores na membrana plasmatica celular,
incluindo os receptores tirosina quinase (TAM-AXL e TIM-1), receptores de manose,
receptores de lectina (DC-SIGN) e sulfatos de heparano. A entrada do virus na célula se da por
endocitose mediada por clatrina, seguida pela fusdo do envelope viral ao endossomo, mediada
pela mudanca de pH nos endossomos, e liberacao do genoma no citoplasma da célula (Sharma
et al., 2020). Dessa forma, dé-se inicio a traducdo do genoma viral, gerando uma poliproteina
precursora, que apos sofrer clivagens, gera as trés proteinas estruturais necessdrias para a
formacao de virions infecciosos, € as sete proteinas ndo estruturais essenciais para a replicagao
do RNA genomico viral. Com isso, ocorre a catalisagdo da sintese de uma fita de RNA de

polaridade negativa pela NS5 (RNA polimerase RNA dependente - RdRp), que servira de molde
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para sintetizar novas fitas com polaridade positiva. Por fim, ocorre a montagem dos
componentes virais no Reticulo Endoplasmatico (RE) e as novas particulas virais sdo liberadas

por exocitose via Complexo de Golgi (Diosa-toro et al., 2020) (Figura 5).

Figura 5: Ciclo replicativo do ZIKV
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1.3. Epidemiologia do ZIKV

O primeiro isolamento do ZIK'V ocorreu em 1947 na Floresta Zika em Uganda, Africa.
Desde entdo, infecgdes pelo ZIKV foram relatadas em diversos paises, mas sua incidéncia ¢
maior em paises da América e regides do Pacifico Sul (Hills; Fischer; Petersen, 2017; Cortes et
al., 2023). De acordo com o ultimo dado epidemioldgico da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (2022) referente a distribui¢do de ZIKV no mundo, 89 paises/territérios ja confirmaram

a presenca do virus (Figura 6).
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Figura 6: Mapa epidemioldgico referente a distribui¢ao geografica do ZIKV.
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No Brasil, os casos de infec¢do por ZIKV foram reportados pela primeira vez no ano
de 2015, em que a Organizacdo Mundial de Saude decretou estado de Emergéncia de Saude
Publica de Importancia Internacional (PHEIC) no ano de 2016 (OMS, 2016). Mesmo com
a diminui¢do no numero de casos nos anos seguintes, o ZIKV continua sendo um problema de
saude publica que preocupa Orgdos governamentais. De acordo com o ultimo boletim
epidemioldgico no Brasil, em 2023, foram notificados 8.425 casos provaveis de ZIKV até a
semana epidemiologica (SE) 32 (taxa de incidéncia de 4,1 casos/100 mil habitantes),
representando um aumento de 20,8% em relacdo ao mesmo periodo no ano anterior (Figura 7).
A maior taxa de incidéncia foi nas regides Norte ¢ Nordeste. Em relacdo a infeccdo por ZIKV
em gestantes, houve 396 casos provaveis, em que desses, 123 foram confirmados (Ministério

da Saude, 2023).

Figura 7: Mapa epidemioldgico do ZIKV no Brasil entre as semanas epidemioldgicas 1 e 32 de 2023.
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Fonte: Ministério da Saude, 2023.
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Em 2024, o coeficiente de incidéncia de casos provaveis por 100 mil habitantes até o
momento variou entre os estados brasileiros entre 0,2 a 33,5 (Ministério da Saude, 2024)
(Figura 8). Ademais, pesquisas recentes apontam que novos surtos de infeccdes por ZIKV
podem ocorrer. Os dados obtidos mostram que mutacdes ocorridas no material genético do
virus, que culminam na substituicdo de isoleucina por valina (I39V) ou por treonina (I39T) na
proteina NS2B, por exemplo, podem aumentar sua viruléncia e tropismo por células neurais,
além de aumentar a capacidade do virus de ser transmitido verticalmente, bem como o aumento
na mortalidade fetal (Regla-Nava ef al., 2022). Assim, a busca por terapias antivirais contra o
ZIKV ¢ fundamental para auxiliar no combate a febre Zika e consequentemente a melhoria da

saude publica.

Figura 8: Coeficiente de incidéncia dos casos provaveis de ZIKV no Brasil em 2024.
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1.4. Antivirais e o Benzotiazol

Antivirais sdo farmacos utilizados no tratamento de infecgdes causadas por
virus, sendo capazes de inibirem uma ou mais etapas do seu ciclo replicativo, sem apresentar
toxicidade as células hospedeiras. Devido a importancia do combate aos agentes causadores de
doencas de importancia para a saude publica, como a febre Zika, pesquisas de compostos
quimicos com atividade antiviral sdo fundamentais para contribuir com o tratamento de viroses
ainda sem terapia antiviral licenciada (Kausar et al., 2021).

Nesse contexto, o benzotiazol € um composto quimico heterociclico cujo nucleo ¢é
formado a partir da fusdo dos anéis benzeno e tiazol (Irfan et al., 2020) (Figura 9). O anel tiazol
tem em sua estrutura atomos de nitrogénio e enxofre, sendo esses atomos responsaveis
pelas atividades farmacolodgicas do benzotiazol. Adicionalmente, alteracdes na estrutura desses
anéis, podem potencializar suas atividades bioldgicas intracelulares (Gjorgjieva et al., 2019;
Yadav et al., 2023). Seus derivados tém demonstrado interessante atividade antiviral, tais como
contra DENV, HCV, Herpes simplex virus (HSV) 1 e 2, Human immunodeficiency virus (HIV),
virus Influenza e West Nile virus (WNV). A atividade desses derivados se baseia na capacidade
de se ligarem as proteinas virais, influenciando diretamente nos ciclos replicativos virais (Asiri

et al., 2020; Lai; Sridhar Prasad; Padmanabhan, 2013; Li ef al., 2012; Manfroni et al., 2012).

Figura 9: Estrutura molecular do benzotiazol
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Fonte: Adaptado de Dias et al., 2023.

A relacdo estrutura-atividade dos seus derivados revela uma excelente compreensao da
por¢ao benzotiazol no campo da terapia de doengas infecciosas. Os heterociclicos derivados
desse tipo de composto quimico sdo compostos versateis que estdo presentes em quase todos
os produtos naturais e compostos organicos sintéticos, geralmente associados a uma

determinada atividade (Kharb; Shahar Yar; C. Sharma, 2011). Possuem uma ampla gama de
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atividades biologicas e sdo encontrados em muitas moléculas e medicamentos biologicamente
ativos, tais como vitamina tiamina, sulfatiazol (medicamento antimicrobiano), ritonavir
(medicamento antirretroviral), abafungina (medicamento antifungico) e tiazofurina
(medicamento antineoplasico) (Rouf; Tanyeli, 2015). A porgdo tiazol ¢ abundantemente
encontrada em produtos naturais, enquanto a por¢do benzotiazol ¢ rara e facil de manipular,
sendo assim uma fonte de interesse para o desenvolvimento de novos compostos sintetizados
com base em sua estrutura (Sharma et al., 2013).

O aminobenzotiazol ¢ um derivado do anel de benzotiazol, ligado a um grupo amino
(-NH2) (Figura 10). Pode ser encontrado em alguns produtos naturais, como metabdlitos
secundarios de microrganismos e plantas. Possuem atividades importantes, como por exemplo
atividades antivirais, especialmente anti-ZIK'V (Lai; Sridhar Prasad; Padmanabhan, 2013; Dias
et al., 2023). A por¢do amino pode ser ligada a outras estruturas e heterociclicos, de forma a
melhorar suas caracteristicas (Huang; Cierpicki & Grembecka, 2023). Nesse contexto, sua
utilizagdo se apresenta como uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos

compostos com potenciais atividades antivirais.

Figura 10: Estrutura do aminobenzotiazol
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Fonte: Adaptado de Zhilitskaya; Yarosh, 2021

Por isso, o intuito desse trabalho foi avaliar a atividade antiviral de compostos

derivados do aminobenzotiazol na replicagdao do ZIKV in vitro.

2. JUSTIFICATIVA
Atualmente, ndo existem medicamentos especificos para tratar a infeccao pelo ZIKV,
sendo o tratamento disponivel utilizado apenas para amenizar os sintomas da doenca. De acordo

com o Ministério da Saude, o ZIKV tem sido um problema de satde publica mundial, uma vez
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que as complicagdes neurologicas decorrentes comprometem toda a vida dos acometidos pela
infeccdo. A microcefalia, por exemplo, uma condi¢do caracterizada pela reducao do perimetro
cefalico, causa mal desenvolvimento e morte de células progenitoras neurais, células
neuroepiteliais e células gliais radiais. Desse modo, o individuo desenvolve deficiéncia
intelectual, problemas psicomotores, além de problemas de visdo e audicdo. Adicionalmente, a
sindrome de Guillain-Barré gera consequéncias futuras que demonstram a necessidade do
desenvolvimento de uma terapé€utica eficaz, visto que, as terapias utilizadas atualmente sao
apenas para reducao dos sintomas. Tendo isso em vista, o desenvolvimento de novos candidatos
a farmacos ¢ fundamental para contribuir com o controle da doenga e suas complicacdes.
Consequentemente, tais descobertas poderiam gerar uma melhoria nos impactos
socioecondmicos consequentes, bem como contribuir com o Sistema Unico de Satde (SUS) e
com a melhora da qualidade de vida dos individuos acometidos.

Pesquisas recentes demonstraram o potencial terapéutico de derivados de benzotiazol
contra virus de importancia para a saude publica. Entretanto, seus mecanismos de inibi¢do do
ciclo replicativo viral, bem como a a¢dao de diferentes derivados na replicagdo viral, ainda
precisam ser elucidados, sendo os resultados obtidos neste trabalho de grande relevancia para
um maior entendimento sobre a agdo antiviral de compostos heterociclicos. Neste trabalho,
investigamos uma série de compostos derivados de aminobenzotiazol contra a replicagdo do
virus Zika. Frente ao exposto, os compostos sintéticos derivados do aminobenzotiazol
representam bons candidatos para investigagao cientifica e para o desenvolvimento de farmacos

para o tratamento da febre Zika (Dias et al., 2023).

3. OBJETIVOS
O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antiviral de compostos sintéticos
derivados do aminobenzotiazol na replicacdo do ZIKV in vitro, a partir de um sistema de
replicon subgendmico expressando as proteinas ndo-estruturais do virus.
3.1. Objetivos especificos
e Avaliar o perfil citotoxico dos compostos derivados do aminobenzotiazol em
células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo;
e Avaliar a atividade antiviral dos compostos na replicagao do ZIKYV, utilizando a maior
concentra¢ao nao-citotoxica;
e Determinar a concentracdo efetiva de 50% (ECso), concentracdo citotoxica de 50%

(CCso) e indice de seletividade (IS=CCso/ECso) dos compostos ativos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Compostos

Os compostos foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de Sintese de Candidatos
a Farmacos (LaSFar) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
(Dias et al., 2023). Os compostos apresentam estrutura semelhante a molécula original e sua
sintese foi realizada a partir da modificacdo da estrutura original por meio da otimizagao hit-
to-lead. Os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) com pureza >99,9
(HPLC), mantidos em solucdo estoque a -20 °C e diluidos em meio de cultura celular

imediatamente antes dos ensaios (Tabela 1).

Tabela 1: Nomenclatura e estrutura dos compostos derivados do aminobenzotiazol.
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4.2. Cultura de células

Foram utilizadas células BHK-21 provenientes de rim de hamster neonato,
expressando o replicon subgenomico ZIKV-IRES-Neo (BHK-21-ZIKV-IRES-Neo cells), as
quais expressam o gene reporter Renilla-luciferase (Rluc) e a enzima Geneticina-N-
Acetiltransferase, que confere resisténcia ao antibiotico Geneticina, utilizado como antibiotico
de selecao (500 pug/mL) (Fernandes et al., 2021) (Figura 11). As células foram cultivadas em
meio essencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma-Aldrich) e suplementado
com 1% (v/v) de penicilina e estreptomicina (Gibco), 1% (v/v) de aminoacidos ndo essenciais

(Gibco) e 5% (v/v) de soro fetal bovino inativado (Gibco) incubadas a 37°C e 5% de COa.
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Figura 11: Construgao do replicon subgenémico ZIKV-IRES-Neo.
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Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2021.

4.3. Avaliacao da citotoxicidade

Para anélise da citotoxicidade dos compostos, foi utilizado o ensaio de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide) segundo Monsmann e colaboradores
(1983), com modificagdes (Cassani et.al., 2023; Dias et al., 2023).

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo tratamento das células BHK-21-
ZIKV-IRES-Neo com os compostos nas concentragdes iniciais de 50, 10 e 2 uM. As células
foram plaqueadas em uma concentragio de 1x10? célula/pogo, e apds 24h, os compostos foram
diluidos em DMEM e adicionados as células por 72 h a 37°C e 5% de COas. Ao final, o meio de
cultura foi retirado e adicionou-se MTT, dissolvido em DMEM incompleto, a 1 mg/mL e
incubado por 30 minutos a 37°C. Ap0s incubacgao, retirou-se o sobrenadante e a adicionou-se
DMSO para a formagao dos cristais de formazan (100uL/pogo).

Os ensaios foram realizados em quadruplicatas, em trés ensaios independentes, e
DMSO foi utilizado como controle nao-tratado. A determinag¢do da viabilidade celular foi
obtida através da leitura de absorbancia em comprimento de onda de 560nm. A porcentagem
da viabilidade celular mediante cada tratamento foi determinada pela média dos pogos tratados
x 100/média dos pogos controle. A maior concentracdo vidvel de cada composto foi

utilizada para avaliar a atividade viral.

4.4. Avaliacao da atividade antiviral
Para avaliar a atividade antiviral dos compostos sintéticos no ciclo replicativo
do ZIKYV, as células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo foram cultivadas em microplacas de 96 pogos a
uma concentracdo de 1x10* células/pogo. Apds 24h, os compostos nas maiores
concentragdes nao-citotoxicas foram adicionados as células em quadruplicatas e incubados por

72 ha37°C e 5% de CO,. DMSO foi utilizado como controle ndo-tratado nos ensaios.
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A atividade antiviral foi medida por ensaio de Renilla-luciferase (Rluc)
(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Para isso, ao final do periodo de tratamento,
o meio contendo os compostos foi retirado, em seguida lavou-se as células com tampao fosfato-
salino (Phosphate-Buffered Saline - PBS) [1x] e ap6s, adicionou-se de 30uL de tampao de lise
passiva. A placa foi incubada por 30 min em estufa a 37°C e, passado o tempo, coletou-se 10uL
do sobrenadante, adicionou-se em placa de 96 pogos branca para adi¢ao do substrato de Renilla-
luciferase, para realizar a leitura de luminescéncia seguindo as orientagdes do fabricante.
Mensurou-se a luminescéncia em leitor de placa GloMax (Promega). Os sinais de
luminescéncia sdo proporcionais a replicagdo do replicon do ZIKV dentro das células. A
porcentagem da atividade antiviral mediante cada tratamento foi determinada pela média dos

pocos tratados x 100/média dos pogos controle.

4.5. Determinacdao da concentraciao efetiva de 50% (ECso0), concentra¢ao
citotoxica em 50% (CCso) e indice de seletividade (IS=CCso/ECs0)

Para determinacao do ECso e CCso de cada composto, as células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo
foram plaqueadas em uma concentragdo de 1x10* células/pogo em placas de 96 pogos. Apds
24h, os compostos foram diluidos em DMEM 5% em concentragdes variando de 200 a 1,56
UM para o composto CAC153; de 100 a 0,78 uM para o CAC154 e de 400 a 3,12 uM para o
DNF9. 72h apos, o sobrenadante contendo os compostos foi removido e as células foram
adicionadas de MTT a 1 mg/mL ou tampao de lise passiva para a continuidade dos ensaios de
viabilidade celular e antiviral, respectivamente, como descrito acima. Os dados de MTT e
luminescéncia foram analisados em conjunto utilizando regressdo ndo-linear no software
GraphPad Prism 8.0, que fornece os valores de CCso, ECso. O IS foi calculado com base na

razdo CCso/ECsy.

4.6. Analise estatistica
Todos os dados foram expressos por meio de média e desvio padrdo e realizados em
quadruplicatas, em um minimo de trés ensaios independentes, para garantir a reprodutibilidade
dos dados. A analise estatistica das diferengas foi determinada por meio de teste estatistico de
analise de variancia (Two-way ANOVA) e regressao nao-linear aplicando log(inhibitor) vs.
Response — Variable slope (four parameters), onde valores de p<0.05 foram

considerados significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise de viabilidade celular dos compostos derivados do benzotiazol

Para avaliar o efeito dos compostos na viabilidade celular, células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo
foram plaqueadas em placa de 96 pogos e apos 24h, foram tratadas com os compostos nas
concentracgoes de 50, 10 e 2 uM por. As concentragdes consideradas viaveis para cada composto
apresentaram a média da porcentagem de viabilidade celular igual ou superior a 80%. Os
compostos CAC050, CAC111 e DNF9 a 50 uM apresentaram viabilidade celular de 100%, 92%
e 84%, respectivamente. Alternativamente, o tratamento com os compostos CAC115, CAC153,
DNF8 ¢ DNF16 a 10 uM apresentou 96%, 96%, 82% e 86% de viabilidade celular,
respectivamente. Por fim, o tratamento com os compostos CAC034, CAC066 ¢ CAC154 a 2

uM apresentaram 92%, 86% e 98% de viabilidade celular, respectivamente (
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Figura 12).
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Figura 12: Andlise de viabilidade celular dos compostos derivados do aminobenzotiazol.
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Células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo foram plaqueadas em placa de 96 pogos e apds 24h, foram tratadas com os
compostos nas concentragdes de 50, 10 e 2 pM por 72h a 37°C e 5% de CO». Apods o tratamento, 0 meio com
composto foi removido e substituido por meio com MTT a 1 mg/mL e incubado por 30 min. Apds a incubagéo, o
meio foi removido e os cristais solubilizados com DMSO. As taxas de viabilidade celular foram medidas por
absorvancia (560 nM). DMSO foi utilizado como controle nao-tratado. Valores médios de trés experimentos
independentes, cada um em quadruplicatas, incluindo o desvio padrdo. Valores de p < 0,01 foram considerados
significativos: (**) p <0,01; (***) p <0,001; (****) p <0,0001.
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5.2 Compostos derivados do aminobenzotiazol inibem a replicacdo do ZIKV in
vitro

A atividade antiviral dos compostos foi analisada utilizando-se a maior concentragao
nao-citotodxica, selecionada a partir dos ensaios de viabilidade celular. Baseado nos dados de
viabilidade celular, 10 derivados de aminobenzotiazol foram avaliados quanto a atividade na
replicacdo do ZIKV. Para os ensaios de atividade antiviral, células BHK-21-ZIKV-IRES-Neo
foram cultivadas em microplacas de 96 pocos. Apds 24h, os compostos foram adicionados as
células e incubados por 72h. DMSO foi utilizado como controle nao-tratado. Os dados de
luminescéncia foram obtidos pelo ensaio de Renilla-luciferase, e os ensaios de viabilidade
celular foram repetidos em paralelo.

Os resultados demonstraram que o tratamento das células com os compostos CAC034,
CACO066 e CAC154 a 2 uM reduziram a replicacdo do ZIKV em 35% (p < 0,0001), 28% (p <
0,01) e 69% (p <0,0001), respectivamente, enquanto o tratamento com os compostos CAC153,
DNF8 e DNF16 a 10 uM demonstrou reducao de 47% (p < 0,0001), 32% (p < 0,01) e 42% (p
<0,0001), respectivamente. Por fim, DNF9 a 50 uM reduziu 62,9% as taxas de replicacdo do
ZIKV (p <0,0001) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito de compostos derivados do aminobenzotiazol na replica¢do do ZIKV e na viabilidade de células BHK21-RepZIKV_ IRES-Neo.
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As células BHK21-RepZIKV_ IRES-Neo foram tratadas com cada composto na maior concentra¢do nao-citotoxica. Apos 72h, as células foram lisadas e ensaio de
Renilla-luciferase foi realizado para avaliar a replicagdo do ZIKV. A viabilidade celular foi avaliada tratando células BHK21-RepZIKV IRES-Neo com os compostos nas
concentragdes especificas. Apos o tratamento, o meio com composto foi removido e substituido por meio com MTT a 1 mg/mL e incubado por 30 min. Apos a incubagio, o
sobrenadante foi removido e os cristais solubilizados com DMSO. A leitura de absorbancia foi realizada no leitor de placas Glomax (560 nM). O ensaio de Renilla-luciferase
foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante. DMSO foi usado como controle nio tratado. Os valores médios de dois experimentos independentes, cada um medido em
triplicata, incluindo o desvio padrdo, sdo mostrados. Valores de p < 0,01 foram considerados significativos: (**) p <0,01; (***) p <0,001; (****) p <0,0001.
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5.3 Os compostos CAC153, CAC154 e DNF9 exibem uma atividade inibitoria
dose-dependente

Com base nos dados obtidos, foram realizados ensaios de ECso € CCso com os trés
compostos que apresentaram as maiores taxas de inibi¢do no ensaio antiviral (Figura 14), bem
como a determinagao do IS de cada composto, através da razao CCso/ECso. Para isso, as células
foram plaqueadas e incubadas em concentragdes variando de 200 a 1,56 uM para o composto
CAC153; de 100 a 0,78 uM para o CAC154 e de 400 a 3,12 uM para o DNF9. Apos 72h de
incubagdo, as células foram adicionadas de MTT ou tampao de lise passiva. As leituras de
luminescéncia e absorbancia foram realizadas seguindo os mesmos parametros da determinagao
de viabilidade celular e atividade antiviral.

Os valores obtidos de ECso, CCso ¢ IS estdo apresentados na Tabela 2. CAC153
apresentou CCso de 64,5 uM, ECsode 39,2 uM e um SI de 1,7, enquanto o composto CAC154
apresentou valores de CCso de 25,8 uM, ECso de 10,9 uM e SI de 2,35. Para o composto DNF9,
foram apresentados valores de 190,1 uM, 66,8 uM e 2,84, respectivamente para o CCso, ECso
e SI (Figura 14, Tabela 2).

Tabela 2: Relagdo entre os valores de CCsy e ECso de cada composto e seu indice de seletividade.

COMPOSTO CCso (uM) ECso (uM) IS
CAC153 64.9 39,2 1,7
CAC154 25,8 10,9 2.4

DNF9 190,1 66,8 2,8
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Figura 14: Determinacdo de ECso, CCsg e IS dos compostos com maior atividade antiviral.
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Células BHK21-RepZIKV_IRES-Neo foram tratadas com cada composto nas concentragdes variando de 200 a 1,56 uM para o composto CAC153; de 100 a 0,78 uM
para 0 CAC154 e de 400 a 3,12 uM para o DNF9. Apds 72 horas de incubagao, células foram tratadas com MTT a 1 mg/mL para determinar o CCso ou com tampao de lise
passiva para determinar o ECsp, e incubadas por 30 minutos a 37°C. As leituras de luminescéncia e absorbancia foram realizadas em leitor de placa Glomax (Promega).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos o efeito antiviral de compostos derivados do
aminobenzotiazol como potenciais inibidores da replicacao do RNA de ZIKYV, utilizando de um
sistema de replicon subgendmico expressando as proteinas nao-estruturais do virus. 10
compostos foram testados quanto ao seu potencial antiviral, e desses, os compostos CAC153,
CAC154 e DNF9, por possuirem as maiores taxas de atividade antiviral, foram selecionados
para analises de ECso e CCso, bem como na determinacao do IS, resultando em valores de 1,7;
2,4 e 2,8, respectivamente.

Compostos derivados do benzotiazol como moléculas bioativas tém atraido o interesse
da Quimica Medicinal, principalmente em relagdo a sua acdo antiviral, que vem sendo estudada
recentemente (Bhagdev & Sarkar, 2021). Maus e colaboradores, em 2021, evidenciaram a
atividade de seus derivados por inibirem as proteases NS2B/NS3 de ZIKV e DENV-2,
demonstrando o potencial dessa classe na inibicdo de proteinas ndo-estruturais dessa familia
viral (Maus et al., 2021). Adicionalmente, nosso grupo de pesquisas demonstrou a acao de
derivados de aminobenzotiazol contra ZIKV, onde os compostos CAC153 e CAC154 foram
avaliados com substituintes na posi¢ao orto relativa no fragmento sulfonamida, mostrando até
100% de inibi¢do da infecgdo pelo ZIKV em concentragdes nao-citotoxicas (Dias et al, 2023).
Para o composto DNF9, dados de inibi¢do de compostos com estruturas similares, como DNF8,
que incluem a por¢do nitro em sua estrutura, também apresentaram taxas de inibi¢do
significantes, com os maiores indices de seletividade contra ZIKV (Dias et al, 2023). Dessa
forma, os resultados aqui encontrados corroboram com dados previamente publicados pelo
nosso grupo de pesquisas, € apontam a a¢do desses compostos na replicacdo do virus. Além
disso, estudos demonstram a atividade de benzotiazodis contra diversos virus, tais como: DENV;
influenza; Citomegalovirus Humano, HIV, Enterovirus betacoxsackie, virus da hepatite A,
hepatite C, adenovirus tipo 7, WNV e HSV-1 (Bhagdev & Sarkar, 2021; Azzam et al., 2022).
Tais dados apontam a efetividade desses derivados como potenciais antivirais de amplo
espectro, devido a inibicdo da replicacdo de varios virus da mesma ou de familias virais
diferentes.

Assim também, o uso de um sistema de replicon subgendomico como ferramenta de
triagem de compostos, tem se mostrado relevante nos ultimos anos, devido a vantagem de sua
utilizagcdo em laboratdrios de nivel de biosseguranca 1, por ndo gerar particulas infecciosas e
pela facilidade no uso de genes reporters, como a Renilla luciferase (Fernandes ef al., 2021).

Estudos publicados previamente demonstrando o uso de replicons subgendmicos expressando
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as proteinas ndo-estruturais ZIKV apontam sua eficacia como metodologia de triagem de
compostos, demonstrando sua versatilidade na busca por terapias antivirais (Xie et al., 2016).
Sua facil utilizacao indica moléculas capazes de atuarem no processo de replicagao viral que
envolve as proteinas nao-estruturais, essenciais para formagdo do complexo replicativo do
virus.

Proteinas ndo-estruturais sdo os alvos mais promissores para drogas antivirais tendo
em vista sua menor taxa de mutacdes genéticas, comparado as taxas de proteinas estruturais,
como as glicoproteinas de envelope, o que faz com que a acao das drogas direcionadas a esses
alvos possam apresentar resultados mais promissores (Van Den Elsen ef al., 2023). Denomina-
se “Direct-Acting Antiviral Agents” (DAAs), os farmacos capazes de inibir especificamente
proteinas virais, trazendo como beneficio altas taxas de inibicdo e perfis de seguranga, por
gerarem menos efeitos colaterais (Kim ef al., 2021). Portanto, a redug@o das taxas de replicacao
do ZIKV pelos compostos CAC153, CAC154 e DNF9 pode sugerir seu efeito na replicagao
viral na auséncia da producdo e disseminac¢do de virions e pode sugerir que a inibicdo da
infeccdo € potencialmente devido a interferéncia no funcionamento das proteinas nao-
estruturais do ZIKV. A atividade antiviral aqui relatada indica que esta série de
aminobenzotiazol pode ser promissora para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos

antivirais para o tratamento de doencas associadas ao ZIKV.

7. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi avaliada a atividade antiviral de compostos sintéticos derivados do
aminobenzotiazol na replicagdo do ZIKV in vitro, a partir de um sistema de replicon
subgendmico expressando as proteinas ndo-estruturais do virus.

Os dados aqui apresentados demonstram que os compostos derivados do benzotiazol
apresentam atividade anti-ZIKYV, pois inibem o processo de replica¢do do virus in vitro. Nesse
sentido, ¢ possivel indicar esses compostos como moléculas que podem inspirar o
desenvolvimento de potenciais novos farmacos contra a febre Zika, destacando a importancia
da sintetize de moléculas com base no aperfeicoamento de suas propriedades farmacologicas e
farmacocinéticas, resultando em possiveis tratamentos que gerem uma melhora na qualidade de
vida dos individuos acometidos pela infec¢do. Contudo, mais analises sdo necessarias de forma

a avaliar a a¢do destes compostos em ensaios pré-clinicos.
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