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(57) Resumo: COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIRUS ZIKA. A presente
patente de invencdo trata de composto com propriedades antivirais contra virus Zika onde,
notadamente, a molécula de origem sintética é composta pelo peptideo de sequéncia
FALALKALKKALKKL-COOH conjugado com o composto natural acido géalico (Gallic Acid -
FALALKALKKALKKL-COOH). O composto apresenta atividade de inibicdo de duas linhagens de Zika
virus (PE243) e (MP1751) em seus processos de entrada e replicagdo citoplasmatica, além de
atividade virucida.
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“COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIiRUS ZIKA”.

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

[001] A presente patente de invengao trata de composto com propriedades antivirais
contra virus Zika onde, notadamente, a molécula de origem sintética é composta pelo
peptideo de sequéncia FALALKALKKALKKL-COOH conjugado com o composto natural
acido galico (Gallic Acid - FALALKALKKALKKL-COOH). O composto apresenta atividade de
inibicdo de duas linhagens de Zika virus (PE243) e (MP1751) em seus processos de
entrada e replicacdo citoplasmatica, além de atividade virucida.

HISTORICO DA INVENCAO

[002] E sabido que, atualmente, o surto de viroses emergentes e re-emergentes é um
grande problema para a saude publica de diversos paises, incluindo o Brasil.

[003] Zika Virus—ZIKV - é um virus da familia Flaviviridae, inserido no género flavivirus,
dividindo familia e género com os virus da Febre Amarela — YFV - e Dengue - DENV.
[004] A transmissdo principal do Zika Virus — ZIKV - é ocasionada por meio da picada
do mosquito infectado, principalmente, o Aedes aegypti. Segundo estudos, o virus,
também, pode ser transmitido por contato sexual e da mae para o filho durante a
gravidez, causando complica¢des no desenvolvimento do feto, podendo levar ao mau
desenvolvimento encefalico.

[005] O Zika Virus — ZIKV - também foi associado com a sindrome de Guillain-Barré,
uma doenca pés-infeccdo relacionada a danos no sistema nervoso de individuos adultos.
Em 2015, transmissdes autdoctones foram confirmadas no Brasil e, desde entdo, a
doenca tem sido relatada em diferentes paises como Porto Rico, México, Tailandia,
Cingapura,

[006] Malasia, Estados Unidos entre outras regides mundiais. Ndo ha, até o momento,
vacinas ou medicamentos aprovados para o tratamento de infec¢Ges causadas pelo Zika
virus — ZIKV.

[007] Apesar de ndo existir tratamentos para infeccGes causadas pelo ZIKV, muitos
antivirais foram desenvolvidos e descritos para o tratamento de infec¢Ges causadas por
outros virus da mesma familia, como o virus da Hepatite C. Esses compostos, apesar de

eficientes no tratamento da hepatite, apresentam alto custo e agem, geralmente, em
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uma Unica etapa da producdo de novos virus, seja ela virucida, entrada, replicacao
citoplasmatica, montagem ou liberacdo.

[008] O artigo denominado como Otimizacdo de inibidores a base de uréia 1,3-
dissubstituidos da infeccdo pelo virus Zika e publicado em 15 outubro de 2019 na
‘Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters’ revela que o virus Zika - ZIKV - tornou-se um
problema de saude publica em todo o mundo devido a sua associacdo com anomalias
congénitas e doengas neurolégicas. Até o momento, ndao foram aprovadas vacinas ou
medicamentos antivirais eficazes para o tratamento da infec¢ao pelo ZIKV, e novas
opcOes terapéuticas de baixo custo sdo urgentemente necessarias. Neste estudo,
usamos um ensaio de placa in vitro para avaliar uma atividade antiviral da segunda
geracao de compostos anti-ZIKV, com base no andaime 1,3-dissubstituido (tio) de uréia.
Verificou-se que varios compostos da biblioteca possuem excelente atividade contra o
virus Zika com valores de IC50 <200pM. O analdgico mais ativo, A5 exibiu um IC50
excepcional = 85,1 £ 1,7pM. Analises posteriores delinearam os requisitos estruturais
necessarios para efeitos antivirais potentes dessa classe de compostos. Coletivamente,
nossos resultados sugerem que os derivados de 1,3-dissubstituidos (tio) ureia sdo
excelentes candidatos pré-clinicos para o desenvolvimento de terapéuticas anti-ZIKV.
[009] O artigo denominado como Atividade antiviral do medicamento candesartan
cilexetil aprovado pela FDA contra a infec¢ao pelo virus Zika, publicado em ‘Antiviral
Research’ Volume 172, dezembro 2019, 104637 revela que O virus zika (ZIKV) é um virus
transmitido por mosquitos que ganhou destaque como uma ameaca significativa a
saude publica na ultima década. Desde seu ressurgimento em 2007, o ZIKV se espalhou
a um ritmo alarmante e tornou-se endémico em varias regiées do mundo. As infeccées
sdo principalmente assintomdticas, no entanto, o virus tornou-se associado ao
desenvolvimento de complicacdes neurolégicas graves, como a sindrome de Guillain-
Barré (GBS) e microcefalia congénita. Atualmente, ndo hd antivirais aprovados para
infecgdes por ZIKV. Neste estudo, utilizamos uma plataforma de triagem baseada em
fendtipo para realizar uma triagem de alto rendimento em uma biblioteca de
medicamentos aprovada pelo FDA dos EUA, com 1172 compostos, para identificar

potenciais novos inibidores contra o ZIKV. O candesartan cilexetil, um inibidor do
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receptor da angiotensina Il, apresentou potentes efeitos de inibicdo contra o ZIKV e
estudos subsequentes ao longo do tempo revelaram que ele visa um estagio (s) pos-
entrada do ciclo de replicacdo do ZIKV. Além disso, o candesartan cilexetil também inibiu
a producdo de RNA viral e a sintese de proteinas virais. O candesartan cilexetil também
exibiu efeitos antivirais contra o virus da dengue serotipo-2 (DENV2), virus Kunjin
(KUNV) e virus Chikungunya (CHIKV), indicando que suas propriedades antivirais podem
nao estar restritas ao ZIKV. Nosso estudo demonstrou pela primeira vez a potencial
aplicacdo de candesartan cilexetil como antiviral.

[010] O artigo denominado como Identificacdo de novos inibidores de moléculas
pequenas da infecgdo pelo virus Zika, publicado em 1 de fevereiro de 2018 ‘Bioorganic
& Medicinal Chemistry Letters’ revela que o recente ressurgimento do virus Zika (ZIKV),
um membro da familia Flaviviridae, tornou-se uma emergéncia global e uma séria
ameaca a saude publica em todo o mundo. A infeccdo pelo ZIKV causa
neuroimunopatologia grave e é particularmente prejudicial ao desenvolvimento de
fetos de mulheres grdvidas infectadas, causando varias anormalidades no
desenvolvimento. Atualmente, ndo existem métodos eficazes de prevencdo ou
tratamento da infeccao pelo ZIKV, e novas op¢des de tratamento sao urgentemente
necessarias. Portanto, usamos um ensaio de placa in vitro para rastrear uma biblioteca
proprietdria limitada de pequenos compostos organicos e identificamos derivagdes
altamente bioativas, com os andlogos mais ativos mostrando atividade em faixa
picomolar baixa. Os "acertos" identificados possuem certas caracteristicas estruturais
comuns que podem ser usadas no projeto da (s) préxima(s) geracao(s) de inibidores de
ZIKV. Coletivamente, nossas descobertas sugerem que os compostos identificados
representam excelentes modelos para o desenvolvimento de medicamentos anti-zika
baratos e disponiveis por via oral.

[011] J4 o artigo denominado como ‘Glycosylated diphyllin as a broad-spectrum
antiviral agent against’ Zika virus, publicado em 06/09/2019 e revela que Flavivirus
como o zika causam surtos esporadicos de pandemia em todo o mundo. Ha uma
necessidade urgente de medicamentos contra o virus Zika (ZIKV) para impedir a

transmissao de ZIKV de mae para filho, novas infeccdes em populagdes de alto risco e a
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infec¢do do pessoal médico nas dareas afetadas pelo ZIKV. Aqui, mostramos que a
molécula pequena 6-desoxiglucose-difilina (DGP) exibia atividade anti-ZIKV tanto in vitro
quanto in vivo. O DGP bloqueou potentemente a infec¢ao por ZIKV em todas as linhas
celulares humanas e de macacos testadas. O DGP também exibiu atividade antiviral de
amplo espectro contra outros flavivirus. Notavelmente, o DGP impediu a mortalidade
induzida por ZIKV em camundongos sem o receptor de interferon tipo | (Ifnarl - / -).
Experiéncias celulares e virolégicas mostraram que o DGP bloqueou o ZIKV em uma
etapa de pré-fusdo ou durante a fusdo, o que impediu a entrega do conteudo viral no
citosol da célula-alvo. Estudos mecanisticos revelaram que o DGP impediu a acidificagdo
dos compartimentos endossémicos/lisossomicos nas células-alvo, inibindo assim a
fusdo do ZIKV com membranas celulares e infecgoes.

[012] Da mesma forma, o artigo denominado como Atividade antiviral da
pinocembrina contra a replicacdo do virus Zika publicado em ‘Antiviral Research’ e
revela A atividade antiviral da pinocembrina contra a replicacdo do virus Zika publicado
em Antiviral Research Volume 167, Julho 2019, Pé4ginas 13-24, revela que o virus Zika
(ZIKV) é um virus transmitido por mosquitos que tem atraido muita atencdo nos ultimos
anos, devido ao epidemia explosiva de 2014 a 2016. Desde a sua introdu¢dao nas
Américas no final de 2014, o ZIKV se espalhou a uma taxa e escala sem precedentes em
todo o mundo e infectou milhdes de pessoas. Sua infecgdao também tem sido associada
a disturbios neuroldgicos graves, como sindrome de Guillain-Barré e microcefalia em
fetos. Apesar disso, atualmente ndo ha antiviral aprovado contra o ZIKV. Neste estudo,
uma triagem de alto rendimento baseada em imunofluorescéncia foi realizada em uma
biblioteca de 483 derivados de flavonoides para identificar possiveis compostos anti-
ZIKV. Os flavonoides, que sdao compostos polifendlicos naturais encontrados nas plantas,
representam uma fonte atraente de antivirais devido a sua abundancia em alimentos e
a baixa toxicidade esperada. No rastreio primario, trés resultados foram selecionados
para validacdo por viabilidade celular e ensaios de reducdo da placa viral. A
pinocembrina, uma flavanona encontrada no mel, cha e vinho tinto, foi escolhida para
estudos a jusante, pois exibia a maior inibicdo da infeccdo pelo ZIKV nas células JEG-3 da

placenta humana (IC50 = 17,4 uM). Estudos ao longo do tempo revelaram que a
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pinocembrina atua no (s) processo (s) pds-entrada do ciclo de replicacdo do ZIKV. Além
disso, a pinocembrina inibe a producdo de RNA viral e a sintese de proteinas do envelope
com base em analises quantitativas de transcri¢do reversa-PCR (qRT-PCR) e Western
blot. Este estudo demonstrou pela primeira vez a atividade anti-ZIKV in vitro da
pinocembrina.

[013] Observou-se que, os artigos apresentaram diversos compostos e potenciais
antivirais contra o Zika virus, no entanto nao descrevem a utilizacdo de compostos
similares aos descritos na presente invengdo, tampouco resultados que possam ser
considerados similares por ndo apresentar mesma vida terapéutica.

[014] Em pesquisa realizada em bancos de dados especializados foram encontrados
documentos que revelam métodos de tratamentos da infec¢do proveniente do virus
Zika, tal como, no documento de n2. WO 2017/136271 que trata de método para tratar
a infec¢do pelo virus Zika com uma composicao contendo quercetina ou isoquercetina,
juntamente com uma ou mais de vitamina B3, vitamina C e um composto de folato é
descrito. Também sdo descritos métodos de prevencdo da microcefalia e tratamento e
prevengao de infecgdes de outros virus Flavivridae.

[015] O documento de n2. WO 2017/142807 diz respeito ao tratamento ou prevencgdo
de infecgdes pelo virus Zika por administracdo de uma ribonuclease.

[016] O documento de n2. WO 2017/190193 apresenta métodos de prevengdo da
transmissao do virus Zika, e de prevencao de doencas, distUrbios e sintomas associados
a infecgbes pelo virus Zika, em especial para prevenir a transmissdo durante a relacao
sexual. Os métodos compreendem a administracdo topica de uma macromolécula
composta por um dendrimero de 1 a 8 geracdes com um ou mais por¢des contendo
acido sulfénico ou sulfonato ligados a um ou mais grupos superficiais do dendrimero.
Também sdo fornecidos aqui usos, composicoes, dispositivos e sistemas relacionados.
[017] O documento de n2. WO 2017/214080 revela métodos para tratar ou reduzir o
risco de desenvolver infeccdo pelo virus Zika em um sujeito, compreendendo a
administra¢cdo de uma quantidade efetiva de lanatoside C, ribavirin e/ou ivermectina ao
sujeito.

[018] Nos documentos supracitados foram encontradas moléculas e descricdes de
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tratamentos para infec¢Ges causadas pelo virus Zika, mas nenhuma descreveu um
bioconjugado com a mesma sequéncia de aminoacidos e derivatizacdo com acido galico.
Dessarte, apesar dos documentos supracitados, apesar de pertencerem ao mesmo
campo de aplicagdo diferenciam-se do presente invento em questao, especialmente,
por ndo apresentarem referéncias a sequéncia de peptideos sintetizada, garantindo,
assim, que o mesmo atenda, plenamente, aos requisitos legais de patenteabilidade.
PESQUISA

[019] O composto foi sintetizado por meio da técnica de sintese de peptideos em fase
solida, purificado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna
em fase reversa e caracterizado por espectrometria de massas em modo eletrospray
positivo no laboratdrio de Sintese e Estudos de Biomoléculas do Instituto de Quimica de
Araraquara - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - IQ- UNESP - Sao
Paulo - Brasil.

[020] O material final foi obtido com pureza acima de 95%, 65% de rendimento, com
massa molecular de 1808,25 g/mol, carga liquida positiva de +4, soliivel em agua.
[021] A caracterizacdo por espectrometria de massas mostrou uma relagdo
massa/carga de 905,01 g/mol (z=+2); 603,68 g/mol (z=+3) e 452,98 g/mol (z=+4),
coerente com a massa molecular do composto sintetizado.

[022] Os ensaios de Viabilidade celular utilizando células de rim de macaco (linhagem
VERO) por meio da técnica de colorimetria utilizando os reagentes MTT e WST-1, além
dos ensaios de inibigdo viral como entrada, replicagao e virucida utilizando as técnicas
de microneutralizacdo, ensaio de polimerizacdo em cadeia (PCR) e imunofluorescéncia
foram realizados nos laboratérios de virologia vinculados ao Instituto de Biociéncias e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho - IBILCE-UNESP - S3o
Paulo - Brasil e Centre for ‘Virus Research - University of Glasgow’ - Scotland - UK.

[023] Os resultados mostraram que a molécula foi capaz de inibir os processos de
entrada e replicagao de duas linhagens do virus Zika linhagem PE243, asiatica, isolada
no estado de Recife-Brasil no ano de 2015, causadora dos surtos de microcefalia no
Brasil e recentes surtos nas américas e linhagem MP1751, africana, isolada em Uganda,

Africa em 1962).
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[024] Com uma concentragdo < 40 uM, o composto apresentou viabilidade celular
acima de 95% com inibicao de replicacdo citoplasmatica de 40% para a linhagem PE243
(72 horas pés-infeccdo) e MP1751 (48 horas pds-infeccdo).

[025] Nos ensaios virucidas o composto inibiu 75% e 99% nas linhagens PE243 e
MP1751, respectivamente, em concentracdes de 40 e 20 uM, apds 72 h de infecgdo,
evidenciando seu alto potencial de inibicdo. Além disso, os ensaios protetivos
mostraram bloqueio da entrada da linhagem MP1751 em células VERO de 95% na
concentracao de 40 uM. Os ensaios protetivos para a linhagem brasileira estdao sendo
realizados.

OBJETIVOS DA INVENGAO

[026] E objetivo da presente patente apresentar um composto com propriedades
antivirais contra virus Zika com atividade de inibicdo de duas linhagens de Zika virus
(PE243) e (MP1751) em seus processos de entrada e replicacdo citoplasmatica, além de
atividade virucida.

[027] E outro objetivo desta presente patente apresentar um composto com
propriedades antivirais contra virus Zika para aplicacdes em medicamento de uso oral,
medicamento de uso intravenoso, utilizacdo em géis, pomadas e preservativos devido
sua atividade virucida, entre outras.

[028] E, ainda, objetivo desta presente patente apresentar um composto com
propriedades antivirais contra virus Zika que pode ajudar na profilaxia e tratamento de
uma doenca de ordem publica (febre Zika), cujo numero de casos aumenta
progressivamente e movimenta grandes investimentos anualmente.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[029] A complementar a presente descricdo de modo a obter uma melhor
compreensdao das caracteristicas do presente invento, acompanha a descricdo, em
anexo, um conjunto imagens ilustrativas, onde, de maneira exemplificada, embora nao
limitativa, se representou:

[030] a figura 1 mostra um grafico do espectro de massas evidenciando a obtencdo do
material sintetizado onde a massa molecular: 1808.25 g/mol.;

[031] a figura 2 ilustra um grafico da viabilidade celular em células de rim de macaco
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(VERO).;

[032] asfiguras 3 e 3Arepresentam graficos da porcentagem de replicacdo apds ensaio
de inibicdo de replicacdo citoplasmatica apds (a) 72 h para as linhagens PE243
(brasileira) e MP1751 (africana) e (b) apds 48 h para a linhagem MP1751;

[033] a figura 4 ilustra um grafico da porcentagem de replicacdo apds ensaio virucida
para as linhagens PE243 (brasileira) e MP1751 (africana); e

[034] afigura 5 mostra um gréfico da porcentagem de replicagcdo apds ensaio protetivo
para a linhagem MP1751 (africana).

DESCRICAO DA INVENCAO

[035] A presente patente de invencdo se refere a “COMPQOSTO COM PROPRIEDADES
ANTIVIRAIS CONTRA VIRUS ZIKA”.

[036] Segundo a presente invencdo, a molécula de origem sintética é composta pelo
peptideo de sequéncia FALALKALKKALKKL-COOH conjugado com o composto natural
acido galico (Gallic Acid - FALALKALKKALKKL-COOH).

[037] A estrutura molecular dos componentes pode ser assim definida:

F — Fenilalanina

(0]

OH
NH;

A — Alanina
@]

H;C

NH

L- Leucina
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K- Lisina

H,N
2 OH

NH,

GA- Gallic Acid
O OH

HO OH
OH

[038] Preferencialmente, a sintetizacdo pode ser por meio da técnica de sintese de
peptideos em fase solida, purificado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando coluna em fase reversa e caracterizado por espectrometria de massas em
modo ‘eletrospray’.

[039] O composto obtido resulta numa molécula capaz de inibir os processos de
entrada e replicacdo de duas linhagens do virus Zika, especificamente, atividade de
inibicdo de duas linhagens de Zika virus (PE243) e (MP1751) em seus processos de
entrada e replicacdo citoplasmatica, além de atividade virucida.

[040] E certo que quando o presente invento for colocado em préatica, poderdo ser
introduzidas modificacbes, sem que isso implique afastar-se dos principios
fundamentais que estdo claramente substanciados no quadro reivindicatorio, ficando

assim entendido que a terminologia empregada nao teve a finalidade de limitagao.
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REIVINDICACOES

1) “COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIRUS ZIKA”, caracterizado
por compreender molécula de origem sintética composta pelo peptideo de sequéncia
FALALKALKKALKKL-COOH conjugado com o composto natural acido galico.

2) “COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIRUS ZIKA”, de acordo

com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato da estrutura molecular do peptideo

sintético apresentar fenilalanina, alanina, leucina, lisina e acido galico.
3) “PROCESSO DE OBTENCAO DE COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS

CONTRA VIiRUS ZIKA”, conforme definido nas reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por

compreender técnica de sintese de peptideos em fase sdlida, purificacdo por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna em fase reversa e
caracterizagdo por espectrometria de massas em modo ‘eletrospray’.

4) “USO DO COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIRUS ZIKA”,

conforme definido nas reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por ser na inibicdao do virus

Zika.
5) “USO DO COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA VIiRUS ZIKA”, de

acordo com as reivindicacdo 4, caracterizado por ser na inibicio dos processos de

entrada e replicacdo citoplasmatica de duas linhagens do virus Zika, quais sejam PE243

e MP1751.
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RESUMO
“COMPOSTO COM PROPRIEDADES ANTIVIRAIS CONTRA ViRUS ZIKA”.
A presente patente de invengdo trata de composto com propriedades antivirais contra
virus Zika onde, notadamente, a molécula de origem sintética é composta pelo peptideo
de sequéncia FALALKALKKALKKL-COOH conjugado com o composto natural acido gélico
(Gallic Acid - FALALKALKKALKKL-COOH). O composto apresenta atividade de inibicdo de
duas linhagens de Zika virus (PE243) e (MP1751) em seus processos de entrada e

replicacdo citoplasmatica, além de atividade virucida.
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