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Resumo

Pandemias como a causada pelo SARS-CoV-2 afetam todos os setores da sociedade
trazendo danos dificeis de serem superados. A alta e rapida disseminac¢do da COVID-
19 promoveu a saturacdo de hospitais e centros de saude, fato que contribuiu para o
aumento de mortes em todo o mundo. Diante do atual quadro de pandemia e do
grande problema de saude publica mundial que o virus SARS-CoV-2 representa, além
da necessidade de desenvolvimento de tratamentos eficazes para essa doenca e
possiveis epidemias/pandemias futuras, é de suma importancia o estudo voltado para
a identificacdo de novos compostos com acdo antiviral. O presente estudo tem por
objetivo sintetizar e avaliar o potencial de dois peptideos e um bioconjugado contra o
SARS-CoV-2. Neste trabalho, estes compostos foram sintetizados, purificados e
avaliados quanto a sua atividade antiviral, capacidade de inibicdo de protease e
toxicidade em células Vero. Além disso, estudos de dicroismo circular e
permeabilizacdo de vesiculas também foram realizados. Todos 0s compostos
mostraram tendéncia em estruturar em a-hélice, principalmente em TFE. Os estudos
de permeabilizacdo mostraram que os peptideos AG-M5 e o dimero M5 possuem uma
grande capacidade de interagir e permeabilizar a membrana, enquanto que o peptideo
M5 demonstrou uma baixa capacidade de permeabilizacdo. Esses resultados estéao
de acordo com os dados de citotoxicidade, onde o peptideo dimero M5 demonstrou
ser bastante toxico, sendo que o peptideo M5 mostrou a menor citotoxicidade. Os
compostos ndo mostraram atividade antiviral contra o SARS-CoV-2, no entanto,
apresentaram atividade inibitéria na enzima PLP™. Este fato, pode ser atribuido a baixa
capacidade de penetracdo celular destes compostos. Apesar da falta de atividade
antiviral, os compostos avaliados neste projeto podem colaborar no desenvolvimento

de novas moléculas visando a inibicdo da enzima PLP™.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; PLP™; peptideos; inibidores; Papain-like protease;



Abstract

Pandemics as caused by SARS-Cov-2 affect all sectors of society, bringing
damage that is difficult to overcome. The high and rapid spread of COVID-19 promoted
the saturation of hospitals and health centers, a fact that contributed to the increase in
deaths worldwide. In view of the current pandemic situation and the great global public
health problem that the SARS-CoV-2 virus represents, in addition to the need to
develop effective treatments for this disease and possible future epidemics/pandemics,
the study aimed at the identification of new compounds with antiviral action. The
present study has as its subject to synthesize and evaluate the potential of two
peptides and a bioconjugate against SARS-CoV-2. In this work, these compounds
were synthesized, purified and evaluated for their antiviral activity, protease inhibition
capacity and toxicity in Vero cells. In addition, circular dichroism and vesicle
permeabilization studies were also performed. All compounds showed a tendency to
structure in a-helix, mainly in TFE. The permeabilization studies showed that the AG-
M5 peptides and the M5 dimer have a great ability to interact and permeabilize the
membrane, while the M5 peptide showed a low permeabilization capacity. These
results are in agreement with the cytotoxicity data, where the M5 dimer peptide proved
to be quite toxic, with the M5 peptide showing the lowest cytotoxicity. The compounds
did not show antiviral activity against SARS-CoV-2, however they did show inhibitory
activity on the PLP™ enzyme. This fact can be attributed to the low cellular penetration
capacity of these compounds. Despite the lack of antiviral activity, the compounds
evaluated in this project can collaborate in the development of new molecules aimed

at inhibiting the PLP™ enzyme.

Key-words: SARS-CoV-2; PLP™; inhibitors; peptides; Papain-like protease;
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1 INTRODUCAO

1.1 Coronavirus

S&o classificados como coronavirus o0s virus pertencentes a familia
Coronaviridae. Estes virus foram identificados pela primeira vez na década de 60, no
hospital SGo Thomas em Londres, onde a pesquisadora June Almeida observou, por
meio de um microscopio eletrdnico, um novo tipo de virus, sendo este, na época
classificado como influenza, mas que apresentava o formato de uma coroa (ALMEIDA,;
TYRRELL, 1967).

Segundo classificacdo do International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), os coronavirus estdo inseridos na ordem Nidovirales, subfamilia
Orthocoronaviridae e familia Coronaviridae (CHEN et al., 2020). Quatro géneros
fazem parte da familia Coronavirinae: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, sendo o0s Alphacoronavirus e
Betacoronavirus os causadores de problemas respiratorios e associados a infec¢des
intestinais (SU et al., 2016).

Os coronavirus passaram a ser destaque a partir do ano de 2002, quando um
Betacoronavirus surgido na provincia de Guandong, China, foi responsavel por uma
pandemia que afetou 29 paises com cerca de 8.000 casos registrados (CHERRY;
KROGSTAD, 2004; PEIRIS; GUAN; YUEN, 2004). Devido as complicacdes no
sistema respiratorio, o virus recebeu o nome de SARS-CoV (sigla em inglés para
Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus). Sua disseminacéo foi controlada

apos dois anos de seu surgimento (STADLER et al., 2003).

Em 2012, um novo surto de sindrome respiratéria foi provocado por um
coronavirus que ficou conhecido como MERS-CoV (sigla em inglés para Medium East
Respiratory Syndrome — Coronavirus) (AMER et al., 2018). Essa sindrome afetou
principalmente os paises do Oriente Médio, pois camelos e dromedéarios eram os
principais reservatérios para o0 virus e seus principais disseminadores. Foram
confirmados cerca de 2.494, com 858 mortes associadas a doenca (CUI; LI; SHI,
2019).
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1.2 SARS-CoV-2

No final do ano de 2019, surgiram varios casos de pneumonia na cidade de
Wuhan, provincia de Hubei, na Republica Popular da China. Ap6s os primeiros casos,
um novo tipo de coronavirus foi identificado como causador desta enfermidade. Esse
foi entdo nomeado de nCoV-19 (Novo Coronavirus 2019), sendo chamada de Covid-
19 (Coronavirus 2019) a doenca por ele causada. Entretanto, alguns estudos logo
revelaram a similaridade entre o nCoV-19 e o SARS-CoV (AL-KURAISHY; AL-
GAREEB, 2020; LI et al., 2020), levando o virus a ser rebatizado como SARS-CoV-2
(sigla em inglés para Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus 2 ou em
portugués Sindrome Respiratoria Aguda Grave — Coronavirus 2) (ZHOU et al., 2020).

Apbs o surgimento do virus na China e sua rapida disseminacgéao por Irg, Italia,
posteriormente atingindo as Américas, Oceania e Africa, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), declarou estado de emergéncia mundial (pandemia) em marco de
2020, devido a rapida disseminacdo mundial do virus e progressiva letalidade. Até
abril de 2022, mais de 6 milhdes de Obitos foram registrados, totalizando quase 500
milhdes de casos em todo mundo (COVID-19 MAP - JOHNS HOPKINS
CORONAVIRUS RESOURCE CENTER, 2022).

Um terco dos primeiros pacientes a apresentarem tal enfermidade tinham em
comum serem fregueses do mercado de frutos do mar da cidade de Wuhan (HUANG
et al., 2020), local onde mamiferos silvestres eram vendidos. Entretanto, nenhum dos
animais vendidos ali testou positivo para SARS-CoV-2 (LI et al., 2021). Dentre os
animais ali comercializados, o pangolim, espécie ameacada e protegida por leis
internacionais (WANG; TURVEY; LEADER-WILLIAMS, 2020), teria sido o possivel
hospedeiro intermediario para o0 SARS-CoV-2. Isso se deve a similaridade genética
encontrada entre 0 SARS-CoV-2 e 0s coronavirus presentes em pangolins (P2V e
P4L), sendo estes 96% similares a um tipo de coronavirus encontrado em morcegos
(RaTG13), qualificando os morcegos como 0s possiveis hospedeiros primarios
(WROBEL et al., 2021; ZHANG et al., 2020b), contudo mais estudos sao necessarios
para averiguar a real origem do SARS-CoV-2 (LI et al., 2021).

O SARS-CoV-2 é um clado dentro da familia Coronaviridae e do género
Betacoronavirus (MURUGAN et al., 2021). O genoma do SARS-CoV-2 é composto

12



por RNA de fita simples positiva, ndo segmentado e com um comprimento de cerca
de 30 quilobases (Kb). O genoma viral codifica 29 proteinas, incluindo 25 proteinas
ndo estruturais (PNE) e quatro proteinas estruturais (WU et al., 2022). As proteinas
nao estruturais desempenham papéis cruciais na replicacdo do RNA viral e na evasao
do sistema imune do hospedeiro, na sobrevivéncia e transmissdo entre as células
hospedeiras. As proteinas estruturais sao responsaveis pela montagem da particula
viral e compdem o virion (WU et al., 2022). Sdo proteinas fundamentais para a
protecdo do material genético viral e interacdo com o0s receptores da célula
hospedeira.

Os genes que codificam as janelas abertas de leitura, denominados de ORFs
(sigla em inglés para Open Reading Frame), apresentam as ORFla e ORF1b
posicionadas nos dois ter¢cos proximais da extremidade 5' do genoma do SARS-CoV-
2. A partir destas sado originadas 16 proteinas néo estruturais (FINKEL et al., 2020). O
outro terco do genoma na extremidade 3' apresenta ORFs que irdo codificar outras
nove proteinas nao estruturais, mas que aparecem mescladas as quatro ORFs que
codificam proteinas estruturais do virus (LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021). As
proteinas estruturais sdo a proteina Spike (S), proteina de membrana (M), proteina de
envelope (E) e proteina do nucleocapsideo (N), onde S, E e M estdo presentes na
superficie do envelope do virion e a proteina N esta envolvida na ligacdo e
empacotamento do genoma de RNA viral (MALONE et al., 2021).

A proteina Spike (S), composta por duas subunidades S1 e S2, é a proteina
responsavel pela interacao do virus com os receptores celulares (WALLS et al., 2020).
A subunidade S1 é a principal responsavel pela ligacdo ao receptor, e a subunidade
S2 medeia a fusdo da membrana/endossomo com o envelope viral (WALLS et al.,
2020).

A subunidade S1 pode ser subdividida em dominio N-terminal, dois
subdominios (SD1 e SD2) e dominio C-terminal, sendo este ultimo, também chamado
como dominio de ligacdo ao receptor ou RBD (sigla em para Receptor-Binding
Domain) (LAN et al., 2020; WU et al., 2022). O RBD ¢é responséavel por reconhecer o
receptor de enzima conversora de angiotensina 2 ou ACE2 (sigla em inglés para
angiotensin-converting enzyme 2) do hospedeiro (LAN et al., 2020). A expressao da
glicoproteina ACE2 no exterior das células epiteliais alveolares do pulméo permite a
infeccdo do trato respiratorio por SARS-CoV-2 (ZHAO et al., 2020). A subunidade S2

13



consiste em componentes multiestruturais, incluindo um peptideo de fuséo
hidrofébico, dois padrdes de repeticdo de sete aminoacidos chamados de repeti¢cdes
heptadas ou HR1 e HR2 (sigla em inglés para heptad repeats 1 e 2, respectivamente)
e dominio transmembranar (WU et al., 2022). A subunidade S2 contém um sitio de
clivagem S', que é clivado por proteases do hospedeiro como as serinoproteases
transmembranares do tipo 2 (TMPRSS2), expondo o peptideo a fusdo entre o
envelope do virus e a membrana da célula hospedeira (HOFFMANN et al., 2020;
ZHANG et al., 2020a). Diferentes proteases do hospedeiro, como tripsina, catepsina
L, furina e TMPRSS-4, também podem ser necessérias, dependendo dos tipos de
células, para a clivagem da proteina S (MURGOLO et al., 2021; MURUGAN et al.,
2021) (Figura 1).

Figura 1: Infecgdo Viral. A: Entrada do virus na célula hospedeira por meio do receptor ACE2. B: Entrada do virus
na célula mediado por ACE2 e TMPRSS2. C: Segmentos S1 e S2 da proteina Spike. D: Maturagdo do virion a partir
da clivagem da proteina S por uma furina. Adaptado de (JACKSON et al., 2021).
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Apbs o fusionamento da particula viral, 0 genoma do virus é entao liberado no

citosol, iniciando a traducdo de ORF1a e ORF1ab que ira originar as poliproteinas (pp)

ppla e pplb. Por acdo da Papaina-Like protease (PLP™), e MP (também chamada de
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3CLP™) (YAN; GAO, 2021), essas duas pp serdo clivadas, originando 16 proteinas néo
estruturais responséaveis pelo processo de transcricdo e replicacdo viral (MURUGAN
et al., 2021; RUT et al., 2020). Uma dessas proteinas € a RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) que forma o complexo RNA replicase-transcriptase (RTC). O
complexo RTC desempenha um papel importante no processo de replicacdo, pois
gera RNAs gendmicos de sentido negativo complementares, que atuam como molde
a sintese do RNA viral original (+RNA) e RNAs subgenémicos (sgRNAS) (GAO et al.,
2020).

Os sgRNAs séo traduzidos no reticulo endoplasmatico rugoso onde origina as
proteinas estruturais (S, M e E). Em contrapartida, o +RNA combina com proteinas N
e forma um complexo de ribonucleoproteina (RNP) helicoidal no citoplasma da célula
hospedeira (ROBSON et al., 2020). Posteriormente, os complexos de proteinas
estruturais e RNP entram separadamente no compartimento intermediario do reticulo
endoplasmatico-Golgi, um compartimento de brotamento. O RNP interage
inicialmente com a proteina M para formar estruturas internas e gera a estrutura viral
basica interagindo ainda mais com as proteinas S e E (OLWENYI et al., 2020). A
proteina S é clivada proteoliticamente na regido PRRAR (residuos 681-685) pela
furina em S1 e S2, para formar um heterodimero S1/S2, que sera posteriormente
montado em formato trimérico, tornando o virus ativo e capaz de infectar outras
células, processo denominado de maturacdo (CHAN; ZHAN, 2022; WU et al., 2022)
(Figura 1). O brotamento viral amadurecido € liberado mais tarde do aparelho de Golgi.
Depois de completar o ciclo de replicacédo viral, a progénie do SARS-CoV-2 montada
€ liberada das células hospedeiras por exocitose (OLWENY!I et al., 2020; YE et al.,
2020).

A ocorréncia de mutacdes principalmente na proteina Spike tem provocado o
surgimento de novas variantes (SANCHES et al., 2021). A recombinacédo gendmica,
também tem se feito muito presente no processo de replicacdo do material genético
do SARS-CoV-2, gerando subvariantes do virus original, como € o caso da Omicron.
A recombinacdo € um processo fundamental na evolucdo, pois pode gerar novas
variacfes genéticas sobre as quais a selecédo natural pode atuar (JACKSON et al.,
2021a).

1.3 As variantes do SARS-CoV-2
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Devido a rapida disseminacdo do SARS-CoV-2, um grande sistema de
monitoramento foi desenvolvido, acarretando em um alto nimero de amostras do virus
isoladas e sequenciadas geneticamente. Este fato permitiu identificar as mutagoes e
recombinagdes sofridas pelo virus no decorrer de sua disseminagédo pelos cinco
continentes. Com isso, também foi possivel identificar novas variantes que
apresentavam maior capacidade de infeccdo e geravam quadros mais graves da
doenca (TAO et al., 2021).

Desde dezembro de 2020, a identificacdo de quatro linhagens do virus vem
causando grande preocupacao, inaugurando uma nova etapa da pandemia (SINGH
et al., 2021). As quatro variantes foram nominadas pela OMS com letras do alfabeto
grego para facilitar a propagagéo da informacéao, promovendo um melhor combate as
mesmas (TAO et al., 2021). O grande alarme em torno destas variantes é devido a
sua maior infectividade ocasionada, principalmente por mudancas na proteina S
(KRAUSE et al.,, 2021; SANCHES et al.,, 2021). Sendo assim, elas podem se
disseminar mais rapidamente e podem gerar quadros mais graves da doenca
(HARVEY et al., 2021).

Cada variante teve sua origem em diferentes localidades, sendo elas a variante
Alpha (B.1.1.7), originalmente identificada no Reino Unido, a variante Beta (B.1.351),
originalmente identificada na Africa do Sul, a variante Gama (P.1), originalmente
identificada no Brasil e a variante Delta (B.1.617), originalmente identificada na india
(SINGH et al.,, 2021; TAO et al., 2021). Ainda é possivel destacar que elas
compartilham varias mutacdes entre si. Destaca-se também, um nimero crescente de
outras variantes SARS-CoV-2 recentemente identificadas (HARVEY et al., 2021).

Recentemente, uma nova variante foi identificada e nominada Omicron
(B.1.1.529). Essa variante surgiu na Africa do Sul, sendo detectada pela primeira vez
em novembro de 2021 e classificada pela OMS como uma variante de preocupacéo e
gue rapidamente se espalhou por todo o mundo (CAO et al., 2021), levando paises
como a China, onde a pandemia estava controlada, a apresentarem forte alta no
namero de casos da doenca (KHANDIA et al., 2022). A variante Omicron possui 60
mutacdes em comparagdo com SARS-CoV-2 original (WU et al., 2022), apresentando
37 substituicbes de aminoacidos na proteina S (CAO et al., 2021). Quinze destas

mutacgdes estao localizadas no RBD (LIU et al., 2021).
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Devido a essas mutacbes, a Omicron tem apresentado uma taxa de
transmissdo mais elevada que as demais variantes do SARS-CoV-2, contudo, 0s
sintomas da infeccéo tém sido mais brandos nas pessoas infectadas por essa variante
(HU et al., 2022; WU et al., 2022). Isso se deve ao fato de véarias dessas mutacdes
terem sido identificadas em variantes descobertas anteriormente, o que explicaria a
efichcia das vacinas (ANDREATA-SANTOS; JANINI; DURAES-CARVALHO, 2022:
YU et al., 2022; ZHANG et al., 2022).

A principal forma de transmissdo do SARS-CoV-2 e suas variantes € o contato
direto com goticulas aerossais, provenientes de individuos contaminados e que séo
formadas a partir da fala, tosse ou espirro(STADNYTSKY!I et al., 2020). Estima-se que
0 SARS-CoV-2 possa permanecer por até 5 dias em metais, 9 dias em plasticos, 4
dias em madeira e até 5 dias em papel e vidro (KAMPF et al.,, 2020; VAN
DOREMALEN et al., 2020).

1.4 Diagnostico

A infeccdo por SARS-CoV-2 é observada principalmente no trato respiratoério,
sendo o pulmé&o o principal alvo viral. Entretanto, o virus também pode afetar os
sistemas cardiovascular, cerebral, renal, hepatico e imunolégico, estando ligada a
expressao celular especifica dos receptores da ACE2 (MACHHI et al., 2020; WANG
et al., 2020). Os sintomas mais comuns da Covid-19 séo tosse, febre e dispneia.
Devido a grande capacidade de se replicar e a alta transmissibilidade, a deteccao
rapida e precisa do SARS-CoV-2 é um fator primordial para o controle da sua
disseminacao. O diagnostico da infeccao viral leva em consideragédo, ndo apenas 0s
sintomas, mas também, testes que visam detectar a presenca de material genético
viral ou antigenos virais presentes no hospedeiro (KEVADIYA et al., 2021).

A obtencdo de amostras para a realizacdo dos testes pode ser feita de
diferentes maneiras, todavia, a carga viral difere entre amostras respiratérias, de
saliva, fezes e soro, apresentando ampla variacdo na carga viral (KEVADIYA et al.,
2021). Amostras provenientes do trato respiratério tém se mostrado as mais eficazes
para analisar os quadros de infec¢éo, ja que sédo provenientes da regido mais afetada
pelo virus. Para a coleta dessas amostras pode ser introduzido um swab (bastdo

estéril, longo e flexivel contendo algoddo em uma de suas extremidades) na regido
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nasofaringea. Ap0s a coleta da amostra, o material deve ser submetido a um teste de
reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢ao reversa (RT-PCR sigla em inglés para
reverse transcription polymerase chain reaction) (LIU et al., 2020; WANG et al., 2020).
Até o momento, os testes de RT-PCR tém se mostrado os mais eficientes na deteccéo
do SARS-CoV-2. (WINICHAKOON et al., 2020).

A utilizacdo de testes soroldgicos para a deteccdo do SARS-CoV-2 pode ser
vista como um complemento para os exames com RT-PCR, visando aprimorar o
diagnéstico. Essa metodologia é focada na deteccdo da formacdo de anticorpos
contra o virus no corpo da pessoa infectada, podendo ser encontrado em até 50% dos
infectados apdés o sétimo dia dos primeiros sintomas e em 100% das pessoas
contaminadas em até 14 dias ap0s os primeiros sintomas (KEVADIYA et al., 2021).

Os anticorpos sé@o detectados por imunoensaio enzimatico usando uma
deteccédo qualitativa para trés tipos de imunoglobulinas humanas (IgA, IgG e IgM) que
tem sua atividade aumentada frente a infec¢éo pelo virus, especialmente como uma
resposta imune a proteina S, responsavel pela interacao viral com receptores ACE2
(PADOAN et al., 2020; PAN et al., 2020).

Outros testes que usando saliva e fezes, também podem ser utilizados na
deteccdo do SARS-CoV-2, entretanto ndo sao tao eficientes quanto os anteriores, no
entanto, sdo interessantes para rapida deteccédo do virus ou para avaliar a presenca
viral presentes em sistemas de saneamento basico (KEVADIYA et al., 2021; WYLLIE
et al., 2020; XIAO et al., 2020).

1.5 Vacinas e terapias

As vacinas contra SARS-CoV-2 tém se mostrado primordiais no controle da
pandemia. Até o presente momento, quatro vacinas foram aprovadas e estédo ou foram
aplicadas nos Brasil, sendo elas CoronaVac (Sinovac), AzZD1222 (Oxford-
AstraZeneca), JNJ-78436735 (Johnson & Johnson) e BNT162b2 (Pfizer BioNTech).

A vacina CoronaVac utiliza a tecnologia de virus inativado e utiliza hidréxido de
aluminio como adjuvante. Ao ser injetado no organismo, esse virus ndo é capaz de
causar doenca, mas induz uma resposta imunoldgica a partir da inflamacéo gerada
pelo hidroxido de aluminio (TANRIOVER et al., 2021). Sua eficiéncia é 65,9% para a
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prevencao da Covid-19, 87,5% para a prevencdo de hospitalizacdo e 90,3% para
prevencao de internacao na UTI (JARA et al., 2021).

As vacinas de Oxford-AstraZeneca e Johnson & Johnson s&o baseadas na
tecnologia do DNA recombinante. Este tipo de vacina se utiliza de um adenovirus
modificado geneticamente para carregar o gene da proteina S para o interior das
células do individuo a ser imunizado, possibilitando a traducédo e sintese da proteina
em larga escala, afim de provocar uma resposta imune sobre a mesma (CREECH,;
WALKER; SAMUELS, 2021). A vacina de Oxford-AstraZeneca apresenta uma eficacia
de 70,4% na prevencéo da doenca, evitando até o momento 100% dos casos de 6bito
(KNOLL; WONODI, 2021). J&4 a vacina da Johnson & Johnson possui eficacia de
66,9% na prevencao da doenca (FRANCIS et al., 2021).

Por fim, a vacina da Pfizer BioNTech utiliza a tecnologia de entrega de RNA
mensageiro (MRNA). Nesta técnica, nanoparticulas lipidicas séo usadas para proteger
e internalizar o mMRNA que codifica a proteina S. As células usam o mRNA para
produzir a proteina alvo (proteina S), que induz uma resposta imune coordenada
(CREECH; WALKER; SAMUELS, 2021). Esta vacina apresentou uma eficacia de até
90% na prevencéao da infeccdo por SARS-CoV-2 (CREECH; WALKER; SAMUELS,
2021).

Alem destas vacinas aplicadas nos brasileiros, ainda é possivel encontrar
outras vacinas ao redor do mundo como a vacina Sputnik V que usa a tecnologia de
vetor viral ndo replicante (CHIRICO; KHAN, 2022), a vacina Moderna que utiliza
MRNA (CREECH; WALKER; SAMUELS, 2021), as vacinas Sinopharm, a CoVaxin
(Bharat Biotech) e BBIBP-CorV que utilizam o virus inativado (SIMOES; RODRIGUEZ-
LAZARO, 2022). Existem ainda vacinas que usam DNA plasmidial como plataforma,
sendo o caso da INO-4800, enquanto a vacina da Novavax utiliza a proteina S
(SIMOES; RODRIGUEZ-LAZARO, 2022).

Apés o inicio das campanhas de vacinag¢do ao redor do mundo foi possivel
observar um grande declinio no nimero de 6bitos causados pela infeccdo do SARS-
CoV-2. No entanto, mesmo ap0s a vacinacao, foram relatados casos de infeccéao viral
(ENAYATHULLAH et al., 2022). O principal fator para a ocorréncia deste fato esta
atrelado ao surgimento das novas variantes com capacidade de fugir da imunidade

previamente gerada pela vacinacdo (LIU et al., 2021). A atividade neutralizante do
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plasma de individuos que receberam a vacina Pfizer BioNTech é reduzida contra a
variante Omicron (CAMERONI et al., 2021).

Portanto, se faz necessario a busca por novos agentes antivirais capazes de
tratar a infecgdo por SARS-CoV-2 e suas variantes. Varias tentativas foram feitas no
sentido de redirecionar medicamentos para tratar a Covid-19. No entanto, o resultado
foi muito limitado no tratamento da infeccdo por SARS-CoV-2 (ENAYATHULLAH et
al., 2022). Dentre eles, apenas o remdesivir que age sobre a RdRp se mostrou
promissor (KOKIC et al., 2021).

Dois novos medicamentos da Pfizer (Paxlovid) e da Merck (Molnupiravir) tém
se mostrado promissores contra 0 SARS-CoV-2. O Molnupiravir, interfere sobre a
replicacao viral e atua sobre a RdARp (KABINGER et al., 2021). J4 o Paxlovid age sobre
a MP inibindo sua atividade e consequentemente bloqueando a clivagem da ppla de
maneira a interromper a replicagéo viral (REINA; IGLESIAS, 2022). Ele apresenta uma

eficacia de até 89% em casos graves da doengca (MAHASE, 2021).

1.6 Uso de peptideos como antivirais

O uso de peptideos tem sido cada vez mais aprimorado. Dentre as diversas
vantagens no uso destes compostos no combate as enfermidades € possivel destacar
sua biodegradabilidade e uma acéo rapida e especifica, como é o caso de insulina e
losartana, que sdo considerados o melhor tratamento para suas respectivas doencas
(HADDADZADEGAN; DORKOOSH; BERNKOP-SCHNURCH, 2022).

Entretanto, a biodegradabilidade pode ser considerada também uma
desvantagem, pois dependendo do tipo de aplicacdo, o composto sera rapidamente
degradado, especialmente se for administrado por via oral. Sendo assim, novas
técnicas de “drug delivery” vém sendo desenvolvidas a fim de melhorar a utilizac&o
desses materiais (BRAYDEN et al.,, 2020). As SEDDS (sigla em inglés para self
emulsifying drug delivery systems ou em portugués sistemas de entrega de drogas
auto-emulsionantes) € um exemplo de técnica que poderia ser utilizada para proteger
0 peptideo da acdo de peptidases ao transpassar 0 trato gastrointestinal
(HADDADZADEGAN; DORKOOSH,; BERNKOP-SCHNURCH, 2022). A

bioconjugacdo com outras moléculas, pode ser também uma alternativa ndo so6 para
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melhorar o desempenho do peptideo, mas também para aumentar a sua resisténcia
a degradacao.

Sendo assim, os peptideos antimicrobianos (AMPs) vém sendo cada vez mais
empregados no combate a infecgdes por microrganismos (MAITI, 2020). Alguns AMPs
tém demonstrado grande potencial frente as infec¢Bes virais, como € o caso de
infeccdes por Zika virus e Dengue (AHMED et al., 2019). Alguns destes peptideos que
tém demonstrado acdo antiviral sdo provenientes da catelicidina humana LL-37
(ALAGARASU et al., 2017; HE et al., 2018). Além disso, analogos de partes da LL-37
como 0 KR-12-a5 (KRIVKLILKWLR-NH2), poderiam ser utilizados para amenizar 0s
sintomas causados por SARS-CoV-2, ja que este peptideo apresenta como
caracteristica um efeito anti-inflamatério (CAIAFFA et al., 2017; KIM; RAJASEKARAN;
SHIN, 2017).

Recentemente, AMPs foram avaliados no combate a infec¢des virais. Um
desses peptideos € o bioconjugado Acido Galico-Hecate (AG-Hecate), que se mostrou
eficiente no controle da infec¢do pelo virus da Hepatite C (HCV) (BATISTA et al.,
2018). Além disso, um outro estudo demonstrou ainda que o AG-Hecate e fragmentos
provenientes de sua degradacdo no sangue humano como o metabolito-5 (M5) tem
demonstrado alta eficiéncia no controle da infec¢ao pelo Zika virus (SANCHES, 2020),
no entanto, ndo foram testados contra 0 SARS-CoV-2.

Os peptideos antivirais podem atuar em diferentes momentos da infeccao,
podendo destruir a particula viral, inativa-la, competir pelo sitio de ligacdo na célula
hospedeira, interferir sobre a replicacdo viral ou ainda bloquear a saida de novas
particulas virais do interior da célula (BATISTA et al., 2018). Recentemente, o
peptideo (pBthTX-1)2K ((KKYRYHLKPF)2K) demonstrou ser um potente agente contra
0 SARS-CoV-2. Sua acao se da principalmente sobre a PLP®. Uma vez inibida, a PLP®
deixa de atuar sobre as pps prevenientes das ORFs 1a e lab, inibindo o processo de
replicacdo do material genético do virus, reduzindo significativamente a carga viral
(FREIRE et al., 2021).

Desta forma, os peptideos sédo potenciais agentes no combate a infeccéo por
SARS-CoV-2.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo sintetizar, purificar e avaliar a toxicidade e o

potencial antiviral de dois peptideos e de um bioconjugado peptidico contra 0 SARS-

CoV-2, buscando compostos que sejam capazes de diminuir a carga viral.

2.2  Objetivos especificos

- Sintetizar, purificar e caracterizar os compostos: Metabdlito 5 (M5), AG-M5 e

Dimero M5 (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia dos peptideos sintetizados neste projeto.

Nome

Sequéncia

Massa Molar

Metabalito 5 (M5)
AG-M5
Dimero M5

FALALKALKKALKKL-COOH
Acido Galico-FALALKALKKALKKL-COOH
(FALALKALKKALKKL)2K-CONH:2

1656,2 g/mol
1808,3 g/mol
3422,5 g/mol

- Elucidar a estrutura secundaria dos peptideos sintetizados.

- Analisar a capacidade de permeabilizacdo dos compostos frente as vesiculas

lipidicas.

- Avaliar os efeitos citotoxicos dos compostos sintéticos em linhagem celular
Vero (ATCC CCL-81, linhagem de rim de macaco).

- Avaliar a capacidade de inibicdo dos compostos frente as proteases PLP™ e

MPro

- Avaliar a capacidade de acado destas moléculas contra 0 SARS-CoV-2 in

vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese de Peptideos

Os peptideos foram sintetizados manualmente via sintese peptidica em fase
sélida (SPPS), utilizando o protocolo padrdo Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila), onde
0s grupamentos Fmoc (base labil) sao utilizados como protetores do grupo a-amino.
Para remover o grupo protetor Fmoc, a peptidil-resina foi exposta a uma solucao
bésica de 20% 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF) durante os tempos de 1
e 20 min, liberando o grupo amino na forma desprotonada para a fase seguinte de
acoplamento. A resina utilizada para a sintese dos peptideos com carboxila livre na
regido C-terminal foi a Fmoc-Leu-Wang e para o peptideo amida foi utilizada resina
Rink.

No caso dos monémeros, os aminoacidos foram acoplados com excesso de 2
vezes e para a sintese do dimero foi utilizado 4 vezes de excesso em relagao a escala
(nimero de mol) inicial. Em todas as sinteses, os aminoacidos foram adicionados a
uma solucdo de DMF contendo N,N’-diisopropilcarbodiimida e hidroxibenzotriazoil
para promover o acoplamento. Apds 2 h de reacdo, a eficacia do acoplamento foi
avaliada usando o teste de ninidrina (KAISER et al., 1970).

Apés todas as etapas de sintese, os peptideos foram clivados utilizando um
coquetel de clivagem composto por 95% de &cido trifluoracético (TFA), 2,5% de H20
e 2,5% triisopropilsilano (TIS), sendo utilizada uma proporcdo de 10 mL para cada
grama de peptidil-resina. Apos 2 h, o material foi precipitado em éter gelado e
centrifugado por 4 min. O ciclo de precipitacdo em éter foi repetido 3 vezes. Apos as
repeticdes, os peptideos foram extraidos utilizando solucdo composta por 80%
solvente B e 20% solvente A, ambos descritos na metodologia do CLAE. Por fim, os

peptideos foram liofilizados em liofilizador (K105, Liobras Ind, S&o Carlos, SP, Brasil).

3.2 Purificacdo dos Peptideos e caracterizacao

Os compostos foram avaliados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (em inglés high performance liquid chromatography, HPLC) analitico (LC-10,
Shimadzu) e purificados em CLAE semi-preparativo (LC-20, Shimadzu). O aparelho
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de CLAE analitico continha uma coluna C18 de fase reversa (5 um, 15 cm x 0,46 cm)
(AAPPTEC). Os compostos foram analisados em um fluxo de 1 mL/min com gradiente
de 5 a 95% de solvente B (solucdo de acetonitrila contendo 0,036% de TFA) em 30
min. A solvente “A” continha 0,045% de TFA em agua ultrapura. A partir da avaliacao
do material foi possivel determinar qual a concentracdo de solvente B era necesséria
para saida do material da coluna, sendo esta informacéao utilizada para determinar o
gradiente da purificacdo do material em escala semi-preparativa. O sistema de CLAE
semi-preparativo possuia uma coluna C18 de fase reversa (10 pm, 25 cm x 1 cm
Phenomenex), e o fluxo utilizado foi de 5 mL/min. Para a purificacdo do M5 foi utilizado
o programa onde a concentracdo de solvente B variou de 25 a 55 em 30 min, ja na
purificacdo do AG-M5 foi utilizado o programa onde a concentracdo de solvente B
variou de 35 a 65 em 30 min e na purificacdo do Dimero M5 foi utilizado o programa
onde a concentracdo de solvente B variou de 30 a 60 em 30 min. Em ambos os
equipamentos foi utilizado o comprimento de onda de 220 nm para detec¢do do
material. Apenas moléculas com pureza acima ou igual a 95% foram utilizadas nos
experimentos a seguir.

Apos a purificacdo, a massa molar dos peptideos foi determinada por meio da
razao massa/carga (m/z) obtida pela espectrometria de massas com ionizacao por
electrospray em modo positivo (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos).

3.3 Cultura Celular

Para este trabalho foram cultivadas culturas de células de uma linhagem
suscetivel a replicacao viral, as células de rim de macaco verde Vero (ATCC CCL-
81). Para a proliferacdo celular foi utilizado o meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 1x
de aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de

estreptomicina em garrafas de cultura plasticas a 37°C em atmosfera de 5% de COx.

3.4 Viabilidade Celular
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Para os ensaios de viabilidade celular, 5x10% células Vero/poco foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h antes de serem expostas
aos peptideos. ApGs o periodo de incubacdo foram removidos os sobrenadantes,
sendo adicionados em seu lugar 100 uL de meio de cultura DMEM suplementado com
peptideos em concentracdes de 100 a 1,56 pumol/L. Apés os periodos de 24 e 48 h de
incubacgéo, os sobrenadantes foram novamente removidos para a adicdo de 100 uL
de uma solucdo a 1 mg/mL de MTT em meio sem soro em cada pogo, e a placa foi
incubada durante 30 min a 37°C. A viabilidade celular foi definida pela formacéao ou
nao de cristais de formazan que foram posteriormente solubilizados com 100 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A absorbancia das solugdes contidas em cada poco foi
medida a 570 nm usando um leitor de placas. Os experimentos foram realizados em
triplicata em trés eventos distintos.

As analises estatisticas foram realizadas por one-way ANOVA com teste
Tukey(T) usando o Software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Valores de p<0,05 foram considerados significativos

3.5 Permeabilizacdo de Vesiculas

Classicamente € conhecido que, em solucéo, os fosfolipideos se organizam em
bicamadas formando estruturas vesiculares (NELSON, 2018). Essas estruturas
vesiculares sdo um bom modelo para estudar a interacao peptideo/membrana, ja que
sua bicamada lipidica em muito se assemelha as membranas celulares. No entanto,
este modelo ndo apresenta proteinas e carboidratos em sua composi¢ao, sendo mais
simples que as membranas celulares.

Devido a possibilidade de a composi¢ao do envelope viral do SARS-CoV-2 ser
formada em parte por lipideos da membrana do reticulo endoplasmatico, a
composicdo lipidica escolhida para avaliar a interacdo com os peptideos foi a
contendo 95% de 1-Palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) e 5% de 1-palmitoil-2-
oleoil-fosfatidiletanolamina (POPE). Esta composicdo corresponde aos principais
fosfolipidios encontrados na membrana do reticulo endoplasméatico (VAN MEER; DE
KROON, 2011). Para estes estudos, solu¢cdes-estoque concentradas de lipideos (15
mM) foram preparadas. Todos os lipideos foram adquiridos da empresa Avanti Polar
Lipids.

25



Apds serem pesados, os lipideos foram suspendidos em solugéo de cloroformio
e metanol (4:1; v:v), e evaporados com gas nitrogénio (N2) até formar um filme fino
aderido na parede do tubo de vidro. Este filme foi mantido sob vacuo durante 12 h
para eliminagéo dos solventes. Posteriormente, o filme foi suspendido em 1 mL de
solucao de carboxifluoresceina (CF) (Sigma Aldrich) 80 uM. Apos a adicéo de CF, o
filme foi submetido repetidamente a 12 ciclos de 5 min em banho ultrassom a 60°C e
vortex. Esse processo foi realizado para que as camadas fossem quebradas e o
tamanho das vesiculas multilamelares obtidas fosse reduzido. Para se obter as
vesiculas unilamelares, a solucao obtida foi submetida a 40 ciclos de filtracdo em um
mini extrusor, contendo filtro de policarbonato com poros de 100 nm de diametro
(Avanti Polar Lipids - figura 1).

Figura 2: Mini extrusor (Avanti Polar Lipids) utilizado para a confeccédo das vesiculas unilamelares.

(1 o — o

OlRvanti Palar Lipids, Inc.

A carboxifluoresceina (CF) ndo incorporada as vesiculas foi removida por
filtracdo em gel em uma coluna Sephadex G-25 (Sigma Aldrich) estabilizada com
tampéo PBS pH 7,4.

A interacdo peptideo/membrana foi analisada utilizando o Espectrofluorimetro
Modelo RF-1501 da Shimadzu (figura 2). Ap6s 120 s da adicdo da solucdo de
vesiculas (utilizada para verificar a estabilidade), os peptideos foram adicionados e
medicdes foram realizadas até 480 s, tempo no qual foi adicionado o detergente Triton
x-100 para a obtencé&o do valor de 100% de permeabilizac&o. Este detergente provoca
a dissolucéao total das vesiculas. A liberacdo da CF foi observada pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia usando os comprimentos de onda de excitacdo de 494

nm e emissao de 520 nm. As analises foram realizadas em PBS pH 7,4.
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Figura 3: Espectrofluorimetro Modelo RF-1501 da Shimadzu. Equipamento do laboratério de Quimica
Analitica e Ambiental do instituto de quimica da UNESP Araraquara.

3.6 Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular (DC) permite visualizar a estrutura secundaria
de moléculas opticamente ativas, como os peptideos. Essas estruturas sao indicadas
por bandas elipticas especificas no intervalo de 260 a 190 nm. Ao interagir com uma
luz circularmente polarizada a direita e a esquerda, a diferenca de absorcdo da
molécula indica a estrutura existente.

Em peptideos, os cromoforos responsaveis pelo espectro de CD séo a ligacao
amida, e as cadeias laterais aromaticas do triptofano, tirosina e fenilalanina, e as
pontes dissulfeto. A figura 3 apresenta 0s espectros caracteristicos de CD das

estruturas secundarias mais encontradas nos peptideos.
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Figura 4: Espectro de dicroismo circular. Em alaranjado perfil de estrutura secundaria organizada em
a-hélice. Em vermelho perfil de estrutura secunddria organizada em folha-3. Em azul perfil de
estruturacé@o secundéria aleatéria (Random Coil). Adaptado de (GREENFIELD, 2007).

80 ~\
a-hélice
60 — Folha-B
—— Random coil
40

[8] x 10° (deg x cm?* x dmol?)

Os estudos de CD foram realizados no Instituto de Quimica — UNESP
Araraquara. Os espectros de CD foram adquiridos em um espectropolarimetro Jasco
J-815 (figura 4), no qual foi utilizado uma cubeta de 300 uL com caminho éptico de 10
mm. Neste estudo foram preparadas solu¢cBes estoques dos diferentes peptideos em
PBS, para posterior diluicdo a 10 yM em solugéo aquosa, 60% de trifluoretanol (TFE)
e 10 mM de lisofosfatidilcolina (LPC).

Os espectros foram obtidos em millidegrees e convertidos a elipticidade molar
[6] (deg cm? dmol?).

Figura 5: Espectropolarimetro de Dicroismo Circular J-815 da JASCO. Equipamento do laboratério
multiusuario do instituto de quimica da UNESP Araraquara.

3.7 Inibicdo de Proteases

pLPr
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O clone da enzima PLP® e os resultados abaixo foram obtidos pelo grupo dos
professores Glaucius Oliva e Rafael V. C. Guido do CEPID/CIBFAR (FREIRE et al.,
2021).

Os ensaios enzimaticos de inibicdo foram realizados usando como
concentragao final por reagdo, 20 yM do substrato FRET-peptideo Abz-TLKGG
APIKEDDPS-EDDnp, o ensaio foi padronizado utilizando 70 nM da enzima PLP™ e os
potenciais inibidores foram testados inicialmente a uma concentragdo de 10 uM. A
reacao foi carreada em tampéao de reagcao (50 mM HEPES pH 7,5; 5 mM DTT; 0,01%
Triton) e incubada com cada potencial inibidor a 37°C por 30 min, apés a incubacéo o
substrato foi adicionado e a atividade enzimética medida pela fluorescéncia em leitor
de microplacas SpectraMax Gemini EM (A excitagdo / A emissédo de 320/420 nm) a
cada 30 s durante 30 min.

Para as medidas de ICs, diferentes amostras de reagao foram pré-incubadas
com diferentes concentracdes dos inibidores pré-selecionados (Seriada 12 partindo
de 40 uM até 11 nM) a 37° C por 30 min. A diluicdo do composto foi feita em DMSO e
reacdes controle contendo o mesmo volume de DMSO sem a presenca do inibidor
foram realizadas na presenca e auséncia da proteina. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas no leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata e as velocidades iniciais foram derivadas da inclinacéo
da fase linear de cada reacao. O grafico de inibicao e o valor de ICs foi obtido usando
Origin Pro 9.5.1 Software (OriginLab).

MpPro

O clone da enzima MP™ e os resultados abaixo foram feitos pelo grupo dos
professores Glaucius Oliva e Rafael V. C. Guido do CEPID/CIBFAR.

Os ensaios enzimaticos de inibicdo foram realizados usando como
concentragdo final por reagdo, 20 upM do substrato FRET DABCYL-
KTSAVLQSGFRKM-E(EDANS)-NH2, 0,015 pM da proteina MP® e o0s potenciais
inibidores foram testados inicialmente a uma concentracdo de 10 uM. A reacéao foi
carreada em tampéao de reacao (20 mM Tris pH 7,3; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,01%
Triton) e incubada com cada potencial inibidor a 37°C por 10 min, apés a incubacéo o

substrato foi adicionado e a atividade enzimatica medida pela fluorescéncia em leitor
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de microplacas SpectraMax Gemini EM (A excitacdo / A emissdo de 360/460 nm) a

cada 30 s durante 30 min.

3.8 Ensaio antiviral

Todos os procedimentos envolvendo o virus SARS-CoV-2 foram realizados no
laboratorio de biosseguranca nivel 3 do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo pela pesquisadora Cecilia Gomes do grupo do Prof. Lacio
de Freitas (ICB/USP). O virus SARS-CoV-2 utilizado neste estudo (HIAE-02:SARS-
CoV-2 / SP02 / humano / 2020 / BRA, GenBank No. de Acesso MT126808.1) foi
isolado de uma amostra nasofaringea de um paciente confirmado de covid-19 no
Hospital Israelita Albert Einstein, Sdo Paulo (SP) Brasil (ARAUJO et al., 2020).

Resumidamente, para a triagem fenotipica dos compostos, 2000 células Vero
CCL-81 (ATCC) foram semeadas por poco em placas de 384 po¢cos em meio DMEM
de alta glicose (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
pelo calor (Thermo Scientific) e 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de Estreptomicina
(Thermo Scientific). As células foram incubadas por 24 h a 37°C com 5% de CO.. Os
compostos foram diluidos para 2 mg/mL em DMSO.

Antes de realizar o tratamento das células, os compostos foram diluidos por um
fator de diluicdo final de 200x. Os compostos foram testados na concentracao Unica
de 10 pg/mL. Como controle de inibi¢do viral foi utilizada Cloroquina (Sigma-Aldrich).
Apés adsorcdo viral, foi adicionado meio DMEM com alto teor de glicose
suplementado com 6% de soro fetal bovino. Apés 33 h de incubacéo a 37°C, 5% de
CO. a placa foi fixada em paraformaldeido 4% em PBS pH 7,4 e submetida a detecgéo
por imunofluorescéncia indireta de infec¢ao celular viral (FERREIRA SALES-MEDINA
et al., 2020; FREIRE et al., 2021). Foram realizados trés ensaios independentes.

Para a deteccéo da infeccao viral por SARS-CoV-2 foi utilizado como anticorpo
primario o soro hiperimune de um paciente brasileiro convalescente COVID-19 diluido
1:1000 em 5% BSA em PBS (v/v). ApGs incubacao, os pocos foram lavados e uma
solucéo contendo IgG anti-humano de cabra conjugado com Alexa488 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e 5 pg/mL de DAPI (4',6 diamidino-2-fenilindol; Sigma
-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluido 1:1000 em 5% BSA (v/v) foi adicionado a cada
poco.
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A aquisicdo das imagens foi realizada no Operetta High Content Imaging
System (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) usando uma objetiva de ampliagéo de 20X
e a analise das imagens foi realizada no software Harmony (Perkin Elmer), verséo
3.5.2. A andlise consistiu na identificacdo e contagem de células Vero CCL-81 com
base na segmentacao nuclear e infeccdo viral com base na coloragdo citoplasmética
detectada pelo ensaio de imunofluorescéncia. A taxa de infecgcédo (IR) foi calculada
como a razéo entre o numero de células infectadas e o nimero de células totais
contadas em cada poco. A taxa de sobrevivéncia celular foi calculada como o nimero
de células contadas em cada poco dividido pelo numero médio de células nos pocos
de controle positivo (células infectadas tratadas com DMSO), multiplicado por 100. A
atividade antiviral foi determinada pela normalizacdo do IR ao controle negativo
(células infectadas e nao infectadas tratadas com DMSO), conforme descrito. As
curvas de resposta a concentracao foram tracadas usando a atividade normalizada e
a sobrevivéncia celular de cada concentracédo. Esses dois parametros foram usados
para calcular a concentragdo de ECso e CCso, concentracdes de compostos que
reduzem a taxa de infeccéo e a sobrevivéncia celular em 50%, respectivamente, em
comparacdo com controles infectados nao tratados de cada composto usando
GraphPad Prism versédo 7.0 (GraphPad Software, EUA).
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4 Resultados

4.1 Sintese e caracterizacdo dos peptideos

Os compostos M5 e AG-M5 foram sintetizados a partir de uma resina Wang
para obtencdo de grupamento carboxila na extremidade C-terminal (o grau de
substituicdo da resina foi de 0,57 mmol/g). J& o peptideo dimero do M5 foi sintetizado
a partir uma resina Rink, apresentando um grupo amida na extremidade C-Terminal
(o grau de substituicdo da resina foi de 0,52 mmol/g). Foi utilizado para todos os
peptideos 2 vezes de excesso de Fmoc-aminoacidos e agentes de acoplamento.

O acoplamento do AG foi realizado apos a sintese do peptideo M5 utilizando
DIC/HOBt com 2 vezes de excesso em 5 procedimentos diferentes. Destacamos que,
foi possivel observar a presenca do peptideo M5 no material bruto AG-M5, indicando
dificuldade de acoplamento do AG, mesmo apdés 5 tentativas de acoplamento.

Apoés as etapas de clivagem, extracéo e liofilizacéo dos peptideos, os peptideos
brutos foram purificados em CLAE semipreparativa. Os perfis cromatogréaficos dos
peptideos brutos obtidos e apds a purificacdo estdo apresentados nas figuras 5 a 7.
Todos os peptideos puros apresentaram pureza acima de 95%. O tempo de retencao

de cada composto pode ser observado na tabela 2.

Figura 6: Perfil cromatografico do peptideo M5. A) peptideo bruto. B) peptideo purificado. Programa:
gradiente de 5 a 95% B em 30 min. Solvente A: 0,045% TFA/H20 e B: 0,036% TFA/Acetonitrila. Fluxo
de 1 mL e detecgcdo em 220 nm.
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Figura 7: Perfil cromatografico do AG-M5. A) peptideo bruto. B) peptideo purificado.

Programa:

gradiente de 5 a 95% B em 30 min. Solvente A: 0,045% TFA/H20 e B: 0,036% TFA/Acetonitrila. Fluxo
de 1 mL e deteccdo em 220 nm.
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Figura 8: Perfil cromatografico do dimero M5. A) peptideo bruto. B) peptideo purificado. Programa:
gradiente de 5 a 95% B em 30 min. Solvente A: 0,045% TFA/H20 e B: 0,036% TFA/Acetonitrila. Fluxo
de 1 mL e deteccdo em 220 nm.
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Tabela 2: Tempo de retengéo dos peptideos na cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando
coluna de C18.

4.2

Peptideos Tempo de Retengéo (min)
M5 12,7
AG-M5 17,3
Dimero M5 15,8

Espectrometria de Massas
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Os peptideos puros foram caracterizados por meio da espectrometria de
massas. O peptideo M5 (MM = 1656,15 g/mol) apresentou picos de 828,44 (carga +2),
552,82 (carga +3) e 414,86 (carga +4), figura 8. O peptideo AG-M5 (MM = 1808,25
g/mol) mostrou picos de 905,21 (carga +2) e 603,92 (carga +3). O peptideo dimérico
M5 (MM = 3422,5 g/mol) apresentou picos de 1710,36 (carga +2), 1140,83 (carga +3)
e 571,24 (carga +6), figura 10. Estes dados indicam a obteng¢do dos materiais

desejados em todas as sinteses realizadas.

Figura 9: Espectro de massas do peptideo puro M5.
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Figura 10: Espectro de massas do peptideo puro AG-M5.
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Figura 11: Espectro de massas do peptideo puro dimérico do M5.
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4.3 Dicroismo Circular (DC)

Os peptideos foram submetidos a diferentes condi¢cdes de estruturacéo, cujo
objetivo foi avaliar possiveis mudancas conformacionais na estrutura das moléculas
estudadas. Sendo assim, os peptideos foram solubilizados em tampéo PBS pH 7,4 e
expostos a diferentes concentragdes de LPC, que simula o ambiente da membrana
celular, e ao solvente TFE, que promove estruturacéo de biomoléculas.

O M5 estruturou em a-hélice em solucdo de 60% TFE, sendo que nas demais
condicdes o peptideo ndo apresentou estrutura secundaria definida. A versao com AG
apresentou os mesmos resultados do peptideo sem o AG. Entretanto, a forma
dimérica do M5 demonstrou interagcdo com LPC e uma tendéncia em se estruturar a
partir da concentragéo de 15 uM de LPC. Com o aumento da concentracdo de LPC a
estruturacdo aumentou. Na presenca de 60% de TFE o dimero apresentou o maior

teor de a-hélice, de acordo com a maior absor¢gdo em 208 e 222 nm (Figura 11).

Figura 12: Espectro de DC dos peptideos M5, AG-M5 e dimero do M5. A) M5 com estrutura a-hélice
em 60% de TFE e estrutura random coil has demais condi¢cdes. B) AG-M5 com estrutura em a-hélice
em TFE 60% e estrutura random coil has demais condi¢des. C) Dimero M5 com estrutura random coil
em PBS e 1 yM LPC, tendéncia a estruturagao em a-hélice em 15 uM LPC, 50 uM LPC e 60% TFE.
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4.4  Permeabilizacdo de vesiculas
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Para avaliar a capacidade dos peptideos em permeabilizar uma membrana
lipidica foram realizados os ensaios de permeabilizacdo de vesiculas contendo
carboxifluoresceina (CF). A composi¢do de 95% POPC:5% POPE foi usada para a
construcao das vesiculas. Esta composicao lipidica foi empregada visando mimetizar
a composicdo do capsideo viral do SARS-CoV-2, que é, segundo Robson et al,
apresenta composi¢do préxima a do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira
(ROBSON et al., 2020). Para confirmar a estabilidade das vesiculas essas foram
avaliadas durante 2 min, com posterior adicdo do peptideo. A liberacdo total da
carboxifluoresceina (100 %) foi obtida com a adig&o do Triton (Figura 12).

O peptideo M5 nas concentragdes de 5 e 10 uM provocou um pequeno aumento
da liberacao de carboxifluoresceina, cerca de 10% (Figura 12). O peptideo AG-M5 e
o dimero de M5 quando em contato com a vesicula provocaram permeabilizagéo total

da vesicula com liberacdo quase que instantédnea da CF (Figura 12).
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Figura 13: Ensaio de permeabilizagédo de vesiculas nos peptideos M5, AG-M5 e dimero do M5. A)
concentragado 10 uyM. B) concentragdo de 5 yM. M5 (vermelho), AG-M5 (Azul), Dimero M5 (verde).
Vesiculas compostas por 95% POPC e 5% POPE.
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45 Viabilidade Celular

Os gréficos de viabilidade celular (Figura 13 e 14) foram obtidos a partir da
relacdo da porcentagem de células viaveis (viabilidade celular) pelas concentracdes
de peptideos utilizadas. Os resultados mostraram que os compostos M5 e AG-M5
apresentam baixos indices de morte celular, principalmente em concentracfes
menores e/ou iguais a 50 uM nos tempos de 24 e 48 h. No entanto, 0 composto
dimérico M5 apresentou viabilidade celular abaixo de 20% nas concentracdes de
acima de 12,5 pmol/L, sendo que em 6,25 pmol/L apresentou viabilidade celular em
torno de 70%. Estes dados, mostraram que os compostos M5 e AG-M5 sao moléculas
promissoras para a continuacao dos ensaios para determinacgéo da atividade antiviral.
Figura 14: Viabilidade celular das células Vero tratadas com diferentes concentrac6es dos compostos
M5, AG-M5 e dimero M5, apos 24 h de incubacgédo. As barras representam os desvios padrdes obtidos
a partir da triplicata das concentracdes nos dois eventos realizados. *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05.

As linhas pontilhadas em azul representam 100 % de viabilidade celular e as pontilhadas em vermelho
representam 80 % de viabilidade celular, utilizado como limite de toxicidade.
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Figura 15: Viabilidade celular das células Vero tratadas com diferentes concentragées dos compostos
M5, AG-M5 e dimero M5, ap6s 48 h de incubagédo. As barras representam os desvios padrdes obtidos
a partir da triplicata das concentracdes nos dois eventos realizados. *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05.
As linhas pontilhadas em azul representam 100 % de viabilidade celular e as pontilhadas em vermelho
representam 80 % de viabilidade celular, utilizado como limite de toxicidade.
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4.6 Inibicdo de Proteases

Os peptideos foram avaliados quanto a sua capacidade de inibicdo de duas
proteases presentes no processo de replicacdo viral. Neste teste o peptideo M5
promoveu a inibicdo de 4% da atividade da MPe 93% da atividade da PLP™, com IC50
de 3,1 uM neste ultimo ensaio. Ja os peptideos AG-M5 e Dimero M5 n&o se mostraram
capazes de inibir MP™, entretanto, na concentracéo de 10 uM, os peptideos inibiram a
atividade da PLP®em 89% e 92%. respectivamente. Para a PLP™ os valores de ICso
foram de 2,3 yM para o0 AG-M5 e 2,2 uM para o Dimero M5 (Tabela 3 e figuras de 16
a 18).

Tabela 3: Dados de Inibi¢do das proteases MP™ e PLP™ pelos peptideos testados

Composto Mmpre pLPre 1Cso PLP™
% de inibicéo % de inibicdo
em 10 pM em 10 pM (JLM)
M5 4+3 93+3 3,1+£09
AG-M5 0+1 89+3 2,3+0,5
Dimero M5 0+1 92+3 2,2+0,6
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Figura 16: Curva dose-resposta utilizada para a determinacdo do valor de ICso para M5.
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Figura 17: Curva dose-resposta utilizada para a determinacdo do valor de ICso para 0 AG-M5.
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Figura 18: Curva dose-resposta utilizada para a determinacao do valor de ICso para o Dimero M5.
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4.7 Ensaio antiviral

Devido ao resultado ndo favoravel no ensaio de viabilidade celular para o
peptideo Dimero M5, apenas os peptideos M5 e AG-M5 foram submetidos ao ensaio
antiviral.

Neste ensaio, o peptideo M5 nédo afetou a atividade antiviral e tdo pouco a
viabilidade celular. O bioconjugado AG-M5 mostrou atividade antiviral, no entanto,

também reduziu a taxa de sobrevivéncia celular (Tabela 4).

Tabela 4: Ensaio antiviral realizado na concentragdo de composto de 10 yg/mL. O composto M5 ndo
afetou atividade antiviral. O composto AG-M5 reduziu em 85% a atividade antiviral, reduzindo também
a 16% a viabilidade celular.

Compostos Atividade antiviral (%0) Taxa de sobrevivéncia celular (%)
M5 -7,31 153,00
AG-M5 85,21 16,18
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5 Discussao

Durante as ultimas duas décadas, o mundo testemunhou a infec¢é@o por trés
coronas virus humanos altamente patogénicos, sendo eles SARS-CoV, MERS e
SARS-CoV-2. Eles pertencem ao género [B-coronavirus e foram capazes de
atravessar as barreiras animal-humano e causar doengas graves em humanos
(ENAYATHULLAH et al., 2022). Portanto, o desenvolvimento de antivirais especificos
€ de extrema importancia. Até o momento, ndo ha medicamento 100% eficaz para
SARS-CoV-2. O reposicionamento de medicamentos, ja conhecidos por seus efeitos
terapéuticos, foi extensivamente rastreado e testado quanto a inibicdo do SARS-CoV-
2. Embora muitos medicamentos avaliados para reposicionamento tenham mostrado
excelente atividade anti-SARS-CoV-2 in vitro (LIU et al., 2020), eles foram pouco
eficazes quando usados clinicamente (CUI et al., 2021).

Portanto, ha claramente uma necessidade de desenvolver moléculas
terapéuticas que neutralizem efetivamente o virus. No caso do HIV, medicamentos
especificos para o virus tém se mostrado eficazes no tratamento da doenca, embora
ainda nao exista vacina eficaz (WANG et al.,, 2022). Em 2011, os medicamentos
peptidicos antivirais boceprevir e telaprevir foram aprovados para o tratamento clinico
do virus da HCV(WANG et al., 2022).

Em estudos de nosso laboratério, o peptideo AG-Hecate mostrou ser eficaz
contra a replicacéo do virus HCV (BATISTA et al., 2018), sendo que seu metabdlito
AG-M5 demonstrou atividade contra o Zika virus (SANCHES, 2020).

Neste trabalho, o peptideo M5 foi avaliado contra 0 SARS-CoV-2, a fim de
averiguar seu potencial como antiviral. O peptideo em questdo, também foi avaliado
em sua forma dimérica e conjugado a uma molécula de AG, visando potencializar um
possivel efeito antiviral.

Os trés compostos foram sintetizados por SPFS. Os dados obtidos por
espectrometria de massas e por CLAE mostraram a presenca do peptideo M5 no
material bruto da sintese do bioconjugado AG-M5, indicando dificuldade de
acoplamento do AG ao peptideo mesmo apos 5 tentativas de acoplamento.

Os peptideos apresentaram grande variacdo em seu tempo de retencdo na
CLAE, gue estéa diretamente relacionado a sua hidrofobicidade, indicando diferentes

propriedades fisico-quimicas apés sua dimerizagdo ou conjugacao ao AG (tabela 2),
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(KIM; KIM; LEE, 2005; SPICER et al., 2010). O AG é uma molécula anfipatica e sua
adicdo a sequéncia de aminoé&cidos do M5 (AG-M5) provocou um aumento no tempo
de retencdo. A forma dimérica do M5 também apresentou um aumento no seu tempo
de retencdo, entretanto menor do que o peptideo com AG.

Nos ensaios de dicroismo circular, os trés peptideos apresentaram
estruturacdo em a-hélice na presenca de 60% TFE, contudo apenas o dimero M5 se
estruturou nas concentracdes de 15 e 50 uM de LPC (Figura 11), mostrando uma
maior facilidade de estruturacéo, o que poderia apresentar uma maior interagcdo com
estruturas lipidicas. Os ensaios de permeabilizacdo de vesicula corroboram para essa
ideia.

O peptideo M5 mostrou baixa capacidade de permeabilizar a membrana,
promovendo a liberacdo de apenas 10% de CF nas duas concentracfes estudadas
(Figura 12). Os demais peptideos, na concentracédo de 5 e 10 uM, provocaram 100%
da liberacdo de CF, demonstrando ndo apenas a capacidade desses materiais em
interagir com essas vesiculas, mas também que a permeabilizacdo nao é
concentracdo dependente. Apesar de apenas duas concentracdes serem avaliadas,
acreditamos que o mecanismo por meio do qual os compostos agem na membrana é
do tipo carpet-like, ou seja, o material vai se acumulando na superficie da vesicula até
atingir uma concentracao critica em que promove a micelizacdo e o rompimento da
vesicula (JARVA et al., 2018). Se a permeabilizacéo ocorresse de forma concentracio
dependente o mecanismo de acao seria por meio da formacao de poros, sejam eles
no modelo de barril (onde as moléculas peptidicas interagem entre si para a formacao
de um poro na bicamada lipidica) ou toroidal (onde a formacao de poros ocorre com
a participacao dos lipideos) (MESA-GALLOSO et al., 2019).

Os peptideos foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir proteases
fundamentais no processo de replicacdo viral. Este ensaio buscava averiguar se 0s
peptideos trabalhados neste estudo poderiam apresentar atividade em enzimas do
processo de replicacdo viral como outros medicamentos ja disponiveis no mercado,
como o paxlovid, que inibe a MP (REINA; IGLESIAS, 2022) ou como Molnupiravir que
age sobre a RdRp (KABINGER et al., 2021). Outros compostos também tém mostrado
atividade frente a RdRp como é o caso da quercetina (SAAKRE; MATHEW,;
RAVISANKAR, 2021), um flavonoide encontrado em macas, cebolas, chas, brécolis e

vinho tinto. Metabdlitos de cianobactérias, como a cilindrospermopsina,
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desoxicildrospermopsina, carragenina, criptoficina 52, eucapsitriona, tjipanazol,
toliporfina e apratoxina A também apresentaram potencial inibitério contra a MP™,
enquanto que a riptoficina 1, criptoficina 52 e desoxicildrospermopsina apresentaram
atividades inibitorias significativas contra o PLP (NAIDOO et al., 2020).

Os resultados obtidos mostraram que os peptideos estudados apresentaram
inibicdo na atividade da PLP™. e ndo para a MP™®, mostrando especificidade ao alvo
molecular. Esta especificidade pode estar relacionada ao tipo de ligacdo peptidica
clivadas pelas enzimas. A PLP™ cliva poliproteinas que contenham preferencialmente
a sequéncia LXGG, na ligacéo peptidica no lado carboxilico da glicina, existente entre
as proteinas virais nspl e nsp2, nsp2 e nsp3, e nsp3 e nsp4 (KAUR et al., 2021).
Diferentemente a MP™ cliva ligacBes peptidicas preferencialmente da sequéncia
LQSAG, entre os residuos de GIn e Ser (RUT et al., 2020b). Como as sequéncias dos
compostos avaliados ndo possuem a sequéncia colocada acima para a PLP® e foram
capazes de inibir esta enzima, o estudo atual pode colaborar no desenvolvimento de
novas moléculas na inibicdo deste alvo molecular.

Para avaliar a atividade antiviral dos peptideos, os compostos M5 e AG-M5
foram avaliados. O peptideo M5 nao afetou a carga viral, enquanto que o AG-M5
reduziu a replicacdo do SARS-CoV-2 em 85%. No entanto, essa reducédo na carga
viral pode ser atribuida a morte celular e ndo necessariamente a acéo do peptideo na
replicacao viral. Contudo, novas replicacdes deste teste com este peptideo se fazem
necessarias para se ter uma real dimensao de qual € a verdadeira atividade deste
peptideo, ja que na avaliacédo inicial de viabilidade celular ele ndo havia se mostrado
citotoxico nesta concentracdo. Devido a baixa viabilidade celular apresentada pelo
peptideo dimero M5 este néo foi selecionado para o ensaio antiviral.

A atividade do peptideo na enzima PLP™®e ndo no processo de replicacdo, pode
ser atribuido a baixa capacidade de penetracédo celular do peptideo M5, o que impede

a inibicdo da enzima.
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6 Concluséo

Este estudo mostrou que a sintese de peptideos em fase sélida foi eficiente na
obtencédo das 3 moléculas avaliadas. Os dados de dicroismo circular revelaram que
todos os peptideos apresentaram estrutura em a-hélice em 60% TFE, no entanto com
diferentes teores de estruturacdo. Os estudos de permeabilizacdo mostraram que 0s
peptideos AG-M5 e o dimero M5 possuem uma grande capacidade de interagir e
permeabilizar a membrana, enquanto que o peptideo M5 demonstrou uma baixa
capacidade de permeabilizacdo. Esses resultados estdo de acordo com os dados de
citotoxicidade, no qual a maior viabilidade celular foi encontrada para o peptideo M5.
A diferenca encontrada entre os dados de permeabilizagéo e citotoxicidade para os
peptideos AG-M5 e dimero M5 pode ser devido a composicdo da membrana, que
possui aléem de lipideos, outros componentes celulares.

Os resultados negativos de atividade antiviral divergem dos resultados dos
ensaios de atividade enzimatica da enzima PLP™, que mostraram uma inibicdo destes
compostos. Este fato, pode ser atribuido a baixa capacidade de penetracdo celular
destes compostos.

Portanto, estudos complementares se fazem necessarios, com o intuito de
melhor elucidar a real atividade dos peptideos aqui trabalhados frente a infec¢céo por
SARS-CoV-2.

De qualquer forma, os compostos avaliados neste projeto podem colaborar no

desenvolvimento de novas moléculas visando a inibicdo da enzima PLP™.
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