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Resumo

No final de 2019, uma epidemia viral originaria de Wuhan, China, desencadeou a
pandemia de COVID-19, levando a emergéncia de novos desafios na area da
saude publica. Embora a FDA e a ANVISA tenham autorizado alguns
medicamentos para o tratamento da doenca, as terapias disponiveis apresentam
limitacbes—como interaces medicamentosas, necessidade de administracao
intravenosa e eficacia restrita—destacando a necessidade de desenvolver
antivirais mais eficazes e acessiveis. Nesse contexto, parcerias entre a industria
farmacéutica e instituicbes académicas tém empregado estratégias como o
desenho de farmacos assistido por computador (CADD), que possibilita a criacao
de compostos bioativos com base na estrutura dos alvos moleculares. Um
exemplo citado € o mesilato de nafamostato, inibidor de serina protease, que
demonstrou inibir a fusdo celular mediada pelo TMPRSS2 e a replicagéo viral in
vitro contra 0 SARS-CoV-2. Além disso, o estudo aborda duas classes de
metabolitos secundarios com potencial antiviral: os flavonoides e as capsaicinas.
Os flavonoides, presentes em diversas plantas, possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e antivirais, enquanto as capsaicinas também
demonstraram atividade inibitoria sobre a protease principal do SARS-CoV-2.
Diante da importancia sanitaria e econémica da pandemia, o presente trabalho
teve como objetivo a sintese de compostos com potencial antiviral por meio de
metodologias sintéticas simples, sustentaveis e escalonaveis, empregando
estratégias de CADD. A organizacao do estudo distribuiu a revisao bibliografica e
os dados experimentais em trés capitulos: o primeiro, abordando a patologia e a
emergéncia global; o segundo, detalhando a sintese de analogos de capsaicinas
derivados do mesilato de nafamostato; e o terceiro, apresentando os resultados
obtidos com analogos de flavonoides e perspectivas futuras para o tratamento da
COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19, mesilato de nafasmotato, capsaicina, flavonoides,

SARS-CoV-2.
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Abstract
In late 2019, a viral outbreak originating in Wuhan, China, led to the COVID-19
pandemic, presenting unprecedented challenges to global public health. While
agencies such as the U.S. Food and Drug Administration (FDA) and Brazil's National
Health Surveillance Agency (ANVISA) have authorized certain treatments for COVID-
19, these therapies often come with limitations, including drug interactions, the
necessity for intravenous administration, and limited efficacy. Consequently, there is a
pressing need for the development of more effective and accessible antiviral agents.
In response to this need, collaborations between the pharmaceutical industry and
academic institutions have increasingly employed Computer-Aided Drug Design
(CADD). This approach facilitates the creation of bioactive compounds by analyzing
the structures of molecular targets. A notable example is nafamostat mesylate, a serine
protease inhibitor traditionally used for other indications, which has demonstrated the
ability to inhibit SARS-CoV-2 replication by targeting the TMPRSS2 enzyme.
Additionally, secondary metabolites such as flavonoids and capsaicinoids have shown
potential antiviral properties. Flavonoids, widely found in various plants, exhibit
antioxidant, anti-inflammatory, and antiviral activities. Capsaicinoids, have also
demonstrated inhibitory effects against SARS-CoV-2. Given the significant health and
economic impacts of the COVID-19 pandemic, this study aimed to synthesize
compounds with potential antiviral activity using CADD methodologies. The proposed
synthetic routes were designed to be straightforward, sustainable, and scalable. The
study is organized into three chapters: the first discusses the pathology of SARS-CoV-
2 and the global health emergency it precipitated; the second details the synthesis of
capsaicin analogs derived from nafamostat mesylate; and the third presents findings
related to flavonoid analogs and prospects for COVID-19
Keywords: COVID-19, nafasmotate mesylate, capsaicin, flavonoids, SARS-CoV-
2.
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1. Introducéo Geral

No final de 2019, uma epidemia viral eclodiu na cidade de Whuan, na China,
provocada por uma nova doenga respiratéria. Em 11 de fevereiro de 2020, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) nomeou a nova doenga como “coronavirus
disease 2019” — COVID-19 causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria aguda
grade 2 — SARS-CoV-2 e exatamente 1 més depois, no dia 11 de marco de 2020 foi
declarada uma pandemia de COVID-19. (OCHANI et al., 2021) O SARS-CoV-2 € um
virus pertencente a familia Coronaviridae, e possui homologia genémica com virus
SARS-CoV. (ASSELAH et al.2021; KAUSHIK et al.2020)

Os coronavirus formam uma numerosa familia que podem causar doencas em
animais e seres humanos. Eles sdo virus formados de RNA de fita simples positiva
(+ssRNA), envelopados e esféricos (DE ALMEIDA, 2020; YAMAMOTO et al., 2020)
Geralmente causam infec¢des respiratorias que podem variar de quadros leves a
graves, como a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS) e a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS) e atualmente a Sindrome Respiratéria Aguda
Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (DE ALMEIDA, 2020)

No inicio de novembro 2002, na China surgiram relatos da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS), onde foram relatados mais de 8 mil casos da doenca e 774
6bitos nas regides da Asia oriental e ocidental, mas também foram reportados casos
de Obitos em regides da Africa do Sul, América Central e Europa. A Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio causada pelo Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus (MERS-CoV) foi reportada em abril de 2012 na Arabia Saudita
inicialmente, e posteriormente em paises do Oriente Médio, Europa e Africa. De
acordo com a OMS, foram confirmados cerca de 2.494 casos e 858 obitos. (CHENG
et a.2007).

Segundo a OMS, foram relatados cerca de 775.731.698 casos confirmados de
COVID-19 no mundo até dia 21 de julho de 2024, incluindo 7.054.891 6bitos. No Brasil,
foram registrados cerca de 37.511.921 casos notificados a OMS até o dia 21 de julho
de 2024 e 702.116 oObitos. Foi possivel visualizar que de acordo com o Ministério da
Saulde o Brasil apresenta uma incidéncia/100mil hab. de 18.487,12 e uma taxa de

mortalidade/100mil hab. de 339,18 até agosto/2024. Também foi possivel visualizar

13
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gue de acordo com a OMS (Figura 1), o Brasil apresentou um maior nimero de 6bitos

em 2021 e o maior nUmero de casos 2022.

Total de casos de COVID-19 relatados & OMS (semanalmente) Total de mortes por COVID-19 relatadas 3 OMS (semanalmente)

Brasil, janeiro de 2020 - presente Brasil, janeiro de 2020 - presente

20 mil
milhao

15 mil

10 mil

500 mil

Sk

Fonte: Organizacdo Mundial da Saide Fonte: Organizagao Mundial da Satide

Figura 1. Namero de casos confirmados e 6bitos no Brasil. Adaptado de World Health Organization.
Consultado em agosto/2024

Em relacdo ao tratamento da COVID-19, existem alguns medicamentos
autorizados pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para tratar
casos leves a moderados da doenca. Sao os antivirais Nirmatrelvir com Ritonavir
(Paxlovid®), Remdesivir (Veklury®), Molnupiravir (Lagevrio®) e o0 anticorpo
monoclonal Bebtelovimabe (CDC 2022; NHS 2022). No Brasil, eles foram autorizados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento
emergencial. As medica¢des requerem alguns requisitos para uso, como por exemplo,
se 0 paciente necessita de oxigénio suplementar ou ndo (ANVISA,2024).

Atualmente, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA j& aprovou alguns
medicamentos para o tratamento da COVID-19. No entanto, os antivirais disponiveis
apresentam certas limitacdes, como interagbes medicamentosas no caso da
combinagao de nirmatrelvir com ritonavir, a necessidade de administracdo intravenosa
do remdesivir e a eficacia limitada do molnupiravir. Diante disso, persiste a
necessidade de desenvolver novos antivirais que superem essas restricoes e
oferecam opc¢des terapéuticas mais eficazes e acessiveis (GULICK et al., 2024).

Uma estratégia da industria farmacéutica em parceria com instituicdes de ensino

€ o direcionamento da sintese de compostos bioativos por meio de métodos de
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desenho de farmacos assistidos por computador (CADD, computer aided drug
design). A abordagem tem como o objetivo realizar o desenho de compostos
baseando-se na estrutura de alvo molecular (SBDD - structure based drug design) ou
baseia o0 estudo em um ligante ou mais que seré utilizado como referéncia (LBDD —
ligand based drug design). (MACALINO et al. 2015).

As principais vantagens disso para a industria farmacéutica estao relacionadas
a reducdo de custos e agilizagdo do processo de desenvolvimento de medicamentos,
minimizando falhas no estagio final. (MACALINO et al. 2015). Como exemplo,
destaca-se o mesilato de nafamostato (Figura 2), um inibidor sintético de serina
protease, ja utilizado para o tratamento de outras doencas, (YAMAMOTO et al.2016)
ele mostrou inibicdo da fusédo celular dependente da protease transmembrana de
serina 2 (TMPRSS2) com ICs0 30 uM.(YAMAMOTO et al.2020), demonstrando um
resultado inibicdo da replicacé&o viral in vitro contra 0 SARS-CoV-2.

H
N _NH,

T

NH

Figura 2. Estrutura do nafamostato com o grupo guanidino (vermelho) destacado.

Uma das caracteristicas estruturais do mesilato de nafamostato é a presenca
do grupo guanidino, que tem recebido grande atencdo devido as suas diversas
aplicacbes como “building blocks” para diversos medicamentos como metformina,
cimetidina, zanamivir, apresentados na Figura 3 (ZHANG, et al.2015). Esse grupo
também esta presente na L-arginina, aminoacido essencial que esta envolvido em
diversos processos fisioloégicos e possui um grupo guanidino em sua estrutura.
(PETERLIN-MASIC; KIKELI, 2001)
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Figura 3. Estrutura dos medicamentos que contém o grupo guanidino (vermelho)

Outra classe de compostos sao 0os metabolitos secundarios, como os flavonoides
e as capsaicinas (Figura 4). Esse grupo constitui um exemplo de compostos com
caracteristicas multialvo (KESSLER; KALSKE, 2018). Essas caracteristicas as quais
vém despertando um interesse da industria farmacéutica que apresentam um perfil

mais seguro em comparacao aos compostos de alvo unico. (RAMSEY et al.,2018)

Capsaicina Estrutura basica dos flavonoides

Figura 4. Estrutura dos metabolitos secundérios. A esquerda € apresentada a capsaicina e seus
grupos funcionais importantes em vermelho e azul. A direita é apresenta a estrutura bésica para a
composicao dos flavonoides

A capsaicina € um alcaloide obtido das plantas do género Capsicum, € o
componente ativo das pimentas e seu papel benéfico tem sido relatado na obesidade,
condicbes cardiovasculares e gastrointestinais, varios tipos de cancer, bexiga
neurogénica e condi¢cdes dermatoldgicas. (SHARMA et al.2013) As capsaicinas que
segundo estudos in silico apresentaram atividades antivirais sobre o SARS-CoV-2
devido a forte ligacdo com a protease principal (MP©). (GONZALEZ-PAZ et al.2020)

Os flavonoides representam outro grupo de metabolitos secundarios
amplamente encontrados em diversas plantas. S&8o0 compostos de estrutura
polifendlica que possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antimutagénicas, anticancerigenas, além de serem capazes de controlar as principais

funcdes de enzimas celulares. Devido ao amplo espectro de atividade bioldgica,
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apresentam atividade antiviral, sendo nos ultimos 60 anos identificados varios
compostos com atividade antiviral (JO et al.2020; ZAKARYAN et al.2017)

Dada a relevancia dos parametros sanitarios e econémicos da pandemia de
COVID-19 e da emergéncia de saude publica, este presente trabalho teve como
objetivo a sintese de compostos com potencial antiviral por meio de CADD. As rotas
sintéticas foram propostas por meio de metodologias simples, sustentaveis e
escalonaveis.

Para organizacdo deste presente trabalho, os dados foram distribuidos por
capitulos. O capitulo | engloba uma revisao bibliografica sobre a patologia provocada
pelo virus SARS-CoV-2 e sua emergéncia global de saude publica que
consequentemente levaram essa urgéncia em buscas de novos tratamentos nesse
estudo. O capitulo Il apresenta as metodologias e resultados obtidos na sintese de
analogos de capsaicinas derivadas do mesilato de nafamostato. O capitulo I
apresenta os resultados obtidos nos analogos de flavonoides e perspectivas futuras

para o tratamento da COVID-19.
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2. Objetivos Gerais
Sintetizar compostos e avaliar sua atividade antiviral sob 0 SARS-CoV-2.

2.1. Objetivos Especificos

e Sintetizar os analogos do nafamostato;

e Sintetizar capsaicinoides derivados do nafamostato;

e Sintetizar os analogos de flavonoides;

e Caracterizar os analogos pelas técnicas de RMN (*H e 3C) e HRMS;

e Realizar os ensaios de inibi¢&o in vitro da MP™;

e Realizar ensaios de citotoxicidade com os produtos preparados.
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CAPITULO I: Uma breve
revisdo bibliografica sobre
COVID-19 e os analogos do

nafamostato.
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1 Revisado de Literatura

1.1 Classificacao e Morfologia Viral
Os coronavirus (CoV) sdo virus pertencentes a ordem Nidovirales, que

compreende quatro familias sendo elas: Coronaviridae, Arteriviridae Mesoniviridae e
Roniviridae. Todos os virus sdo RNA de fita simples positiva, envelopados e nao
segmentados. (OCHANI et al.2021) A familia Coronaviridae € dividida em quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus.
Sendo o género Betacoronavirus responsavel pela maior gravidade e letalidade das
infeccbes causadas pelos CoV nas ultimas décadas. (CORMAN et al.2018; CHENG
et al.2007)

O SARS-CoV-2 é constituido por uma particula envelopada e esférica de 100-160
nm de diametro. O RNA gendmico possui aproximadamente 30 kb (kilobase) sendo
um dos maiores virus de RNA ja identificados. (CHAN et al. 2020; BORGES et al.2020)
O material genético do virus é complexado com multiplas copias de nucleoproteinas
formando um nucleocapsideo helicoidal cercado por um envelope. O envelope é
constituido por uma bicamada lipidica, na qual estdo incorporadas as proteinas de
espicula (do inglés Spike, ou proteina S), proteinas membrana (M), proteina do
envelope (E) (Figura 5) (HELMY et al. 2020; LI et al. 2020)

|
§\.\\.\".\'."! g/.,/’i
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g.: a.= Genomic RNA
A ] =G
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o =2 Nucleocapsid (N)
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e R

//. PR .\\\\.\ Membrane (M)
10 offj o1 \\\

Spike (S)

Figura 5. Estrutura do virus SARS-Cov-2. Fonte: KIRTIPAL et al.,2020

O RNA genbmico possui na sua extremidade 5' uma estrutura cap e uma cauda
poli(A) na extremidade 3’ (Figura 6). O genoma de SARS-CoV-2 contém 14 Open

Reading Frames (ORFs), sendo as principais as ORFla e ORF1b que ocupam cerca
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de dois ter¢cos do genoma e sao traduzidas para as poliproteinas ppla e pplb. Com o
auxilio das proteases papain-like protease (PLP™) e 3C-like main protease (3CLP™ ou
MP©) as poliproteinas sao clivadas em 16 proteinas ndo estruturais (NSPs). O terco
restante do genoma e codifica as quatro proteinas estruturais S, M, E e N, e algumas
proteinas acessorias incluindo ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8, ORF9 e ORF10.
Também foram identificadas duas regides ndo codantes (UTR) nas extremidades 5’ e

3’ em seu genoma. (ARYA et al.2020; KIRTIPAL et al.2020)
SARS-CoV-2 (~29.8kb)

5 UTR—[ ORF1a

9 13 14

Figura 6. Organizagdo gendmica do SARS-CoV-2. Adaptado de KIRTIPAL et al.2020

A proteina estrutural S ou spike, forma uma espicula longa que esta presente no
envelope de todos os coronavirus e possui um formato de bastdo, dando um formato
de coroa a particula viral (Corona em latim), o que d& origem ao nome de coronavirus.
(SANTOS, N. et al.2015; HELMY et al.2020) A proteina S é caracterizada por ser
fortemente glicosilada e conter o dominio de ligacdo do receptor, do inglés Receptor
Binding Domain (RBD), que medeia a entrada viral nas células hospedeiras. H& dois
tipos de proteinas S descobertos nos virus CoV: a glicoproteina trimérica S (S) e a
hemaglutinino-esterase (HE), que forma a espicula mais curta do envelope viral e é
encontrada em apenas alguns coronavirus. (KIRTIPAL et al.2020)

A proteina S é dividida em duas subunidades, a S1 e S2, sendo a S1 responsavel
por fazer a ligacdo as moléculas aos receptores do hospedeiro na membrana celular,
e a S2 facilita a fuséo entre a célula do hospedeiro e o virus e/ou entre células vizinhas,

gerando uma fusao célula-célula, o que forma um sincicio. (PRUIMBOOM 2021)

1.2. Processo de Infeccao Viral

A adesdao do virus se inicia com a interagdo do virus com a superficie da célula do
hospedeiro via proteina glicosilada S viral, por meio da subunidade S1 que
compreende os dominios de ligagcédo ao receptor, do inglés Receptor Binding Domain

(RBD). O principal receptor do SARS-CoV-2 é a enzima conversora de angiotensina

21



Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundacgdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

E
2 (ACE2). (FEHR & PERLMAN, 2015; SANYAL 2020) Ap6s a interacdo do RBD-

receptor, a proteina S sofre uma clivagem proteolitica na subunidade S1(equivalente

£ oa.

ao dominio N-terminal) e na subunidade S2(equivalente ao dominio C-terminal) pelas
proteases do hospedeiro. Essa proteolise parcial € mediada pela protease
transmembrana serina-serina 2 (TMPRSS2), e essa etapa € crucial para o virus entrar
na ceélula, pois ha uma exposicdo do peptideo de fusdo, que mediara a fusao entre
envelope viral e a membrana celular (Figura 7). O virus também possui uma via
endocitica por meio da qual ele é clivado pelas catepsinas lisossomais B e L, que
promovem uma via alternativa de entrada do virus. (HEALD-SARGENT,;
GALLAGHER, 2012; GUSEV et al. 2022)

SARS-CoV-2 Target cell

S-protein

TMPRSS2

Figura 7.Representacéo da ligacéo do receptor RBD com a ACE2.Fonte:GUSEYV et al.2022

ApoOs a entrada do virus na célula hospedeira, o virus libera o RNA no citoplasma
celular. Como o RNA do virus possui uma polaridade positiva, a transcri¢ao inicia-se
imediatamente pelas ORFla e ORFlb. A ORFla é traduzida diante de um
posicionamento ribossomal do codon AUG do inicio e a ORF1b é traduzida a partir de
um evento de deslocamento de quadro (do inglés frameshift), estas vao codificar para
poliproteinas ppla e pplb por meio de proteases PLP® e MP© gerando as 16 nsps
(nspl-nspl6). (FEHR; PERLMAN, 2015; DE ALMEIDA,2020) Dentro dessas NSPs
compreendem varias proteinas do complexo de replicagéo-transcriptase como a RNA-
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polimerase RNA dependente (RdRp), o dominio da RNA helicase e a exoribonuclease
(ExoN). (FEHR; PERLMAN, 2015)

O complexo de replicacdo-transcriptase se organiza em vesiculas de membrana
dupla que devido a reorganizacdo complexa das membranas do reticulo
endoplasmatico. (GAO et al.,2020) Esse complexo possui a RdRp como sua principal
proteina replicase-transcriptase para a sintese de novas fitas simples de RNA
negativo baseado no RNA viral e na transcricdo de RNA subgendmico de sentido
negativo que atuam como RNAmM, ou seja, essas fitas produzidas de RNA negativas
sdo empregadas como molde para traducdo de proteinas estruturais e genes
acessorios. (KIRTIPAL et al.,2020)

Esse processo de traducdo do RNA viral dentro do reticulo endoplasmatico das
células hospedeiras resulta na formacdo das proteinas estruturais M, E e S, que
posteriormente  seguem para 0 Compartimento Intermedidrio  Reticulo
Endoplasmatico-Golgi (Ergic) onde a proteina N empacota o RNA gendémico recém
produzido e molda em um nucleocapsideo helicoidal. (KIRTIPAL et al.,2020)

A partir do brotamento do nucleocapsideo a montagem dos virions é iniciada
pela proteina M devido as multiplas interacdes proteina-proteina que auxiliam na
juncao das proteinas N, E e S em particulas virais. Posteriormente, o virion formado
€ transportado até a superficie da célula e secretado da célula hospedeira por
exocitose. (KIRTIPAL et al.,2020) A Figura 8 apresenta uma representacao

esquematica da replicacédo viral do Coronavirus.
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Figura 8. Representacdo esquemética da replicacdo e morfogénese do coronavirus. Fonte: V'kovski
et.al,2021

1.3. Imunopatologia da Doenca

Apbs a entrada do virus na célula hospedeira, o antigeno é apresentado pelas
células apresentadoras de antigeno (APCs) na forma de macréfagos e células
dendriticas, que consequentemente leva a ativagdo da imunidade humoral e celular
gue sao mediadas pelas células B e T especificas contra o virus. Uma vez ativada as
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células T CD4+ e CD8+, elas vao causar a liberacdo de citocinas e quimiocinas.
(KIRTIPAL et al.,2020; CHAMS et al.,2020)

A resposta do hospedeiro e eliminagdo do virus é altamente dependente da
expressdo de interferon tipo | (T1IFN), que vai modular as respostas celulares e
promover um controle da infeccdo e eliminacdo dos patdgenos. Juntamente com a
expressdo de T1IFN através do fator regulador de interferon 3 (IRF3) sdo expressas
citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-a a NFkB. (FELSENSTEIN et
al.,2020)

Essa liberacdo de citocinas, se exagerada, leva ao desenvolvimento das
“tempestades de citocinas”. As tempestades de citocinas ja foram descritas em outros
virus como o Influenza, dengue e 0 SARS-CoV. Algumas pesquisas mostraram que
alteracdes nos receptores Toll-Like (TLR) podem desempenhar um papel importante
na resposta do hospedeiro a certas infec¢des, levando a producdo dessas
tempestades de citocinas. (CHAMS et al.,2020)

Sabe-se que a IL-6 possui o papel fundamental nas tempestades de citocinas com
efeitos anti-inflamatoérios e pré-inflamatérios. A IL-6 se liga aos receptores
transmembrana e aos receptores sollveis que consequentemente ocorre uma
ativacao potencial da resposta inflamatéria. (CHAMS et al.,2020)

O SARS-CoV-2 tem como alvo as células epiteliais nas cavidades nasais e orais,
mas também eles podem migrar para o restante do trato respiratorio como a area
alveolar do pulmao. A infeccdo nas células alveolares tipo I, também conhecidas
como pneumacitos tipo Il, pode causar apoptose celular. Esses pneumacitos ocupam
cerca de 10-15% das células totais do pulméo. (CHAMS et al.,2020)

Os pnemacitos tipo 1l sdo responsaveis pela producdo do surfactante — uma
secrecéo lipoproteica que mantém a tensao superficial das paredes alveolares. Com
o0 aumento do apoptose celular dessas células resulta o dano alveolar difuso e trocas
gasosas deficientes. A deficiéncia nas trocas gasosas causa um defeito na integridade
vascular que gera um aumento da permeabilidade e extravasamento, levando a
formacao de edemas pulmonares, ativacdo da coagulacéo intravascular disseminada
(DIC), isquemia pulmonar, insuficiéncia respiratdria hipdxia e danos pulmonares

progressivos. A figura 9 mostra a imunopatologia na COVID-19 (CHAMS et al.,2020;)
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Figura 9.Imunopatologia da COVID-19. Fonte: CHAMS et al.,2020

Além do trato respiratério, 0 SARS-CoV-2 pode ir para outras partes do corpo como
cérebro, trato gastrointestinal, coracao, rins e figado, podendo resultar em hemorragia
cerebral, distrbios neurais, acidente vascular cerebral isquémico, coma, paralisia e
até morte. Individuos com comorbidades como diabetes, hipertensdo e doencas
pulmonares sdo altamente impactadas, devido a um aumento da expressao do
receptor ACE2 na superficie dos 6rgdos que esta envolvida na biossintese de
angiotensinas vasodilatadoras, auxiliando na homeostasia desses 6rgdos. (SINGH et
al.,2020; DE ALMEIDA 2020)

1.4. Alvos Terapéuticos

O COVID-19 apresentou uma rapida disseminagdo global que levou a busca
imediata por tratamento e vacinas para prevenir e tratar a COVID-19. Atualmente
existem poucos medicamentos potenciais para o tratamento devido da COVID-19. A
doenca € tratada com base nos sintomas dos pacientes. Alguns alvos terapéuticos

vém sendo estudados para intervencdo terapéutica e obtencdo de novos farmacos
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antivirais para o tratamento da COVID-19. Esses alvos terapéuticos podem ser

proteinas e enzimas virais ou das células do hospedeiro. (DE ALMEIDA 2020)

1.4.1. TMRSS2

A enzima protease transmembranar da serina tipo 2 (TMRSS2) é a principal
maneira de entrada do virus SARS-CoV-2 na célula hospedeira, por isso € um alvo
terapéutico importante na descoberta de novos farmacos antivirais. A TMRSS2 € uma
proteina presente na célula do hospedeiro que por meio de ativacao e clivagem da
proteina S do virus permite a infec¢do das vias areas. (FRASER et al.2022) Ela é
expressa na superficie da célula e regula as interacfes célula-célula e matriz-célula.
A TMRSS2 apresenta em maior quantidade em células epiteliais brénquicas, mas
também € encontrada no coracédo, figado e trato gastrointestinal. (THUNDERS;
DELAHUNT,2020; DE ALMEIDA 2020)

Estruturalmente a TMRSS2 é constituida por 492 aminoacidos, possui um
dominio transmembranar tipo Il, um dominio do receptor LDL classe A (LDLRA) que
forma um sitio de ligacdo com o calcio, um dominio extracelular rico em cisteina do
receptor de eliminacdo (SRCR) que esta envolvido na ligacdo com outras moléculas
da superficie celular ou extracelular e possui um dominio de serina protease da familia
S1 que cliva em residuos de arginina e lisina. No dominio de serina protease possui
uma triade catalitica candnica Ser441-His296-Asp345 que tem a funcédo de clivar os
receptores da membrana celular, fatores de crescimento, citocinas e componentes da
matriz celular. Este dominio sofre autoclivagem, secrecao para os epitélios e interage
com proteinas da superficie celular, a matriz extracelular e proteinas das células
vizinhas. (THUNDERS& DELAHUNT,2020; FRASER et.al,2022)

Uma ligacdo dissulfidica conecta dominio catalitico com a porcao ligada a
membrana do peptideo, porém o dominio protease € liberado no espaco extracelular.
A regidao N-terminal esta presente no citoplasma que ao lado dele estd um dominio
transmembranar hidrofébico formando um dominio intracelular que pode interagir com
componentes do citoesqueleto e moléculas de sinalizacdo. Os dominios LDLRA,
SRCR e o0 dominio protease serina vao estar localizados no espaco extracelular que
vao formar uma regido de haste que pode mediar as interagdes proteina-proteina. Na
Figura 10 é possivel ver um esquema da TMRSS2(THUNDERS& DELAHUNT,2020)
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Figura 10. Esquema do peptideo de 492 amino4cidos da isoforma 2 do TMPRSS2. O dominio TM
corresponde a regido transmembranar; o LDLRA representa o dominio da classe A do receptor de LDL;
e 0 SRCR é o dominio rico em cisteina, caracteristico dos receptores scavenger. A triade catalitica,
composta por histidina (H), acido aspartico (D) e serina (S), é fundamental para a atividade proteolitica
da enzima. Fonte: THUNDERS& DELAHUNT,2020

1.4.2. MPro

Outro alvo terapéutico visado é a MP® ou 3CLP® que é responsavel pelo
processamento das poliproteinas que sao sintetizadas utilizando o mecanismo de
traducao da célula hospedeira que vai gerar um complexo de replicacéo viral. A MP™©
€ conhecida como protease principal. Ela € uma cisteinil protease e esta presente nos
betacoronavirus. (BANERJEE, PERERA, TILLEKERATNE,2020)

Estruturalmente ela € composta por trés dominios: o dominio | (residuos 8-101),
dominio Il (residuos 102-184) e dominio Il (residuos 201-303). os dominios | e Il
possuem uma estrutura antiparalela do barril-B e o dominio Ill contém cinco a-hélices
formando um aglomerado globular antiparalelo e um loop longo (residuos 185-200)

gue conecta os dominios Il e lll. A MP™ do SARS-CoV-2 possui uma diade catalitica
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representada pelos residuos Cys145 e His4l(Figura 11) (BANERJEE, PERERA,
TILLEKERATNE,2020; DE ALMEIDA 2020)

Figura 11.A) Representac¢édo da MP© do SARS-CoV-2 onde os dominios I, Il e Il estédo representados
em vermelho, amarelo e azul respectivamente. A diade catalitica representadas pelos residuos Cys145
e His41 em esfera solida, em branco é possivel ver a ligagéo entre os dominios Il e Ill.B) Representacao
do sitio ativo da protease que estdo envolvidos nas interagbes com um possivel inibidor. Fonte:
BANERJEE, PERERA, TILLEKERATNE,2020

A partir da clivagem realizada pela MP™ sao formadas proteinas virais funcionais
essenciais para os processos de replicacdo viral, como RNA polimerase dependente
de RNA, helicase (proteina de ligacdo a RNA de fita simples), exoribonuclease,
endoribonuclease e 2'-O-tribose-metiltransferase. Com isso conclui-se que a inibigéo
da MP™ é um alvo terapéutico promissor para a inibicdo da replicacdo viral. (FAN et
al.,2004; ANAND et al.,2003)

1.4.3. Catepsinas

As catepsinas ganharam grande destaque na pesquisa contra a COVID-19, pois
particularmente as catepsinas B e L desempenham um papel importante na COVID-
19 ao facilitar a entrada do virus SARS-CoV-2 nas células humanas. Sao enzimas
pertencentes a familia das proteases do tipo “cisteina”, devido a classificagdo que se
da no residuo do sitio ativo catalitico. (SCARCELLA et al.2022)
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As catepsinas tém papel em varios processos fisioldgicos no corpo humano,
encontradas preferencialmente no lisossomo, como apoptose, processamentos de
antigenos, remodelacdo da matriz extracelular e respostas imunes MHC classe
Il. Para ter uma maior atividade, as catepsinas como catepsinas L e B requerem um
pH entre 4,5-5,0 equivalente ao pH no lisossomo. (GOMES et al.2020)

A catepsina B (CatB) € cisteina protease lisossdmica pertencente a familia das
papainas, que tem a funcdo principal a protedlise intracelular, também tem sido
implicada na entrada viral e pode ter um papel na ativacdo de pré-caspases,
contribuindo para a apoptose e a inflamacéo. Estudos realizados em pacientes com
cancer infectados pelo virus SARS-CoV-2 mostraram que a expressao de CatB
aumentou consideravelmente associando-a a uma resposta hiper inflamatdéria, sendo
um fator contribuinte para os casos graves de COVID-19 (ALFAROUK et al.2021;
BONOTTO et al.2023)

Em contrapartida, estudos mostram que a catepsina L (CatL) desempenha um
papel essencial na entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. A CatL é um
candidato promissor como alvo terapéutico que tem a funcéo na infecgéo por SARS-
CoV-2 clivar a proteina spike do SARS-CoV-2 em um ambiente endossomal,
facilitando a fusdo da membrana viral com a membrana do endossoma e, assim,
permitindo a entrada do genoma viral na célula hospedeira. (BONOTTO et al.2023;
ZHOU et al.2021)

Devido ao seu papel na entrada viral, as catepsinas tém sido propostas como
alvos terapéuticos potenciais. Inibidores de catepsinas, como a cloroquina e a
hidroxicloroquina, foram investigados por sua capacidade de bloquear a ativacao da

proteina spike e, consequentemente, a infecgéo viral. (GOMES et al.2020)

1.5. O atual tratamento para COVID-19

O tratamento para COVID-19 evoluiu ao longo do tempo, com diferentes
abordagens dependendo da gravidade da infeccdo, fatores de risco individuais e
variantes do virus em circulacdo. Algumas abordagens de tratamento vém sendo
usadas seguindo as Diretrizes da OMS “Therapeutics and COVID-19: living guideline”.
(WHO,2024)
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De acordo com a ANVISA, assim como as vacinas, 0os medicamentos para
tratamento da Covid-19 também podem ser aprovados por meio do uso emergencial,
além do registro sanitario. (ANVISA,2024)

O tratamento segundo pode diferir com base na gravidade dos pacientes com
COVID-19, de acordo com as definicdes de gravidade da OMS, sendo classificadas
como: nao- grave, grave e critico (Figura 12). A terapia consiste principalmente de
medicamentos antivirais e imunomoduladores. (WHO,2024; ANDREWS et al.2024)

iii Population

This recommendation applies only Disease severity

Patients with Absence of signs Oxygen saturation Requires life
confirmed of severe or <90% on room air sustaining treatment
o critical disease
covid-19 Signs of pneumonia Acute respiratory
distress syndrome
Signs of severe
respiratory distress Sepsis
Septic shock

Figura 12. Recomendacdes de acordo com a gravidade da COVID-19 em pacientes confirmados.
Fonte: Therapeutics and COVID-19: living guideline — WHO,2024

1.5.1. Tratamento Antiviral
1.5.1.1. Remdesivir

O remdesivir vem sendo um dos principais antivirais utilizados para o tratamento
da COVID-19. Foi descoberto em processos de triagem de agentes com atividade
contra virus de RNA. (INPI, 2020) As recomendacdes para utilizacdo dessa
medicacdo foram inicialmente publicadas em novembro de 2020 e atualizadas em
abril de 2022 no Therapeutics and COVID-19: living guideline da WHO. (WHO,2023)

O remdesivir € um pro-farmaco nucleotideo que apresenta um amplo espectro
antiviral com atividade in vitro contra diversos virus RNA, como Ebola,MERS-CoV e
SARS-CoV. O remdesevir € um éster resultante de uma condensacdo do grupo
carboxido e N - [(S) - {[(2R, 3S, 4R, 5R) -5- (4-aminopirrolo [2,1-f] [1,2,4] triazin-7-il) -
5-ciano-3,4-di-hidroxitetrahidro-furan-2-il] metoxi} (fenoxi) fosforil] -L-alanina com o
grupo hidroxi de 2- etilbutan-1-ol. Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura
13 (INPI,2020).
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Figura 13. Estrutura quimica do farmaco Remdesivir.

No Brasil, de acordo com a ANVISA, é indicado para o tratamento da COVID-19
em pacientes adultos e adolescentes (com idade igual ou superior a 12 anos e com
peso corporal, de pelo menos, 40kg) com pneumonia que requerem administracao
suplementar de oxigénio, mas que nao estejam sob ventilagdo mecanica, e pacientes
adultos que néo requerem suplementacdo de oxigénio, mas que apresentam risco
aumentado para progressao da COVID-19 grave. (ANVISA,2024) Essa medicacao é
indicada para uso estritamente hospitalar, onde os pacientes sdo monitorados pela
equipe hospitalar.

O remdesivir € metabolizado nas células hospedeiras para formar um
nucleosideo trifosfato farmacologicamente ativo. Esse metabdlito formado chamado
trifosfato de remdesivir atua como um andélogo da adenosina trifostato (ATP) que vai
competir com o substrato natural de ATP pela incorporacdo nas cadeias de RNA
nascentes pela RNA polimerase dependente do RNA do SARS-CoV-2, resultando na
terminacédo precoce da cadeia durante a replicacdo do RNA viral. (GILEAD ,2024)

O trifosfato de remdesivir pode interferir na sintese do RNA viral ao ser
incorporado na fita de RNA do virus. Isso acontece porque a polimerase viral,
responsavel pela replicacdo do RNA, pode continuar a leitura mesmo na presenca de
concentracbes mais altas de nucleotideos. No entanto, quando o nucleotideo do
remdesivir € inserido no RNA viral, ele dificulta a incorporagdo do nucleotideo
complementar natural, resultando na interrupcdo da sintese do RNA viral.
(GILEAD,2024)

O remdesivir, desenvolvido pela farmacéutica americana Gilead, € administrado
por infusdo intravenosa durante trés dias consecutivos, o que pode ser um obstaculo
para pacientes ambulatoriais que desejam evitar a hospitalizacdo. Além disso, sua

disponibilidade limitada, aliada ao alto custo de aproximadamente US$ 3,1 mil (cerca
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de R$ 17 mil), impede que todos os pacientes que desejam o tratamento possam
acessa-lo, especialmente em regiées com menos recursos. Isso indica que o uso do
remdesivir deve ser reservado para pacientes de alto risco. Em paises de baixa e
média renda, os desafios relacionados ao custo elevado, acessibilidade e viabilidade
do remdesivir sdo particularmente preocupantes. (WHO,2023)

Embora o remdesivir tenha mostrado eficacia em reduzir o tempo de
recuperacdo em pacientes hospitalizados, sua capacidade de reduzir a mortalidade
ainda é debatida, e sua eficacia pode variar dependendo do estagio da doenca e de
comorbidades dos pacientes.

1.5.1.2. Nirmatrelvir-ritonavir (Paxlovid®)

Paxlovid® é um medicamento antiviral desenvolvido pela Pfizer, composto por
dois farmacos: nirmatrelvir e ritonavir. Foi autorizado para uso emergencial em
diversos paises, incluindo o Brasil e a primeira terapia antiviral oral administrada para
o tratamento do coronavirus autorizada apenas por prescricdo médica. (NIRAJ et
al.2022; ANVISA,2022)

Nirmatrelvir € um composto azabiciclohexano (figura 14) que inibe a protease MP™
do SARS-CoV-2, interrompendo o processamento dos precursores das poliproteinas
e, consequentemente, a replicacao viral. Ele é utilizado em combinacdo com ritonavir,
um potencializador farmacolégico que ndo age diretamente na MP®, mas inibe o
metabolismo do nirmatrelvir mediado pela enzima CYP3A. Isso aumenta as
concentracfes plasmaticas do nirmatrelvir, potencializando sua eficacia antiviral.
(ANDREWS et al.2024; PFIZER,2024)
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Figura 14. Estrutura quimica do farmaco Paxlovid®.

E indicado para o tratamento de COVID-19 leve a moderada em adultos que
testaram positivo para 0 SARS-CoV-2 e que possuem alto risco de progressao para
COVID-19 grave, incluindo hospitalizacdo ou 6bito. Porém ndo € autorizado para
iniciar o tratamento em pacientes que necessitam de hospitalizacao devido a COVID-
19 grave ou critica. Além disso, ndo € aprovado para profilaxia pré-exposicédo ou pos-
exposicao para prevenir a COVID-19, e seu uso € limitado a um periodo maximo de 5
dias. (PFIZER,2024)

Devido a presenca do ritonavir, um componente ativo com potente capacidade de
inibir a enzima CYP3A4, acabam por limitar o uso do Paxlovid® devido a interagao
medicamentosa, uma vez que essa isoforma é responsavel pela biotransformacéao de
mais de 50% dos medicamentos disponiveis no mercado. A inibicdo da CYP3A4 pelo
ritonavir tem grande relevancia clinica, especialmente quando o Paxlovid® é
administrado com outros medicamentos que sdo substratos dessa enzima, bem como
com indutores ou inibidores da CYP3A4. Portanto, a prescricdo e o manejo do
Paxlovid devem ser cuidadosamente realizados para evitar interagdes
medicamentosas adversas. (CARVALHO et al.2023) Outro fator limitante é o acesso
que pode ser limitado em algumas regides devido ao custo e a disponibilidade,

especialmente em paises de baixa e média renda. (WHO,2023)
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1.5.1.3. Molnupiravir

O molnupiravir foi inicialmente desenvolvido como um potencial tratamento para o
virus influenza e alfavirus encefélicos, incluindo os virus da encefalite equina
venezuelana, oriental e ocidental, devido ao seu efeito inibitorio significativo em
culturas de células. Em 1° de outubro de 2021, foi anunciado que o molnupiravir, um
medicamento desenvolvido em parceria pela Merck e Ridgeback Biotherapeutics,
pode reduzir significativamente o risco de hospitalizagdo ou morte em pacientes com
COVID-19 leve a moderada, atraindo ampla atencdo. (SINGH et al.2021; TIAN et
al.2022)

O molnupiravir € um pro-farmaco analogo de nucleosideo, um éster isopropilico e
uma cetoxima (figura 15) com atividade antiviral contra o0 SARS-CoV-2. Ap0s sua
metabolizacdo, ele se converte no analogo de nucleosideo citidina (NHC), que se
distribui nas células e é fosforilado para formar o trifosfato de ribonucleosideo
farmacologicamente ativo (NHC-TP). A incorporagédo do NHC-TP (na forma de NHC-
monofosfato [NHC-MP]) no RNA do SARS-CoV-2 pela RNA polimerase viral (nsp12)
resulta em um actmulo de erros no genoma viral, levando a inibicado da replicacédo do
virus. (SINGH et al.2021; MERCK & C0O,2023)
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Figura 15. Estrutura quimica do farmaco Molnupiravir.

De uso domiciliar, € indicado para o tratamento de COVID-19 em adultos que néo
necessitam de oxigénio suplementar, mas estdo em risco aumentado de desenvolver
formas graves da doenca, especialmente quando as alternativas aprovadas pela
Anvisa ndo sdo acessiveis ou adequadas clinicamente. Este medicamento é
destinado a adultos, disponivel apenas com prescricdo médica, e ndo deve ser
utilizado durante a gravidez, amamentacao ou por mulheres em idade fértil que néao

estejam utilizando métodos contraceptivos eficazes, uma vez que estudos em animais
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mostraram que doses elevadas de molnupiravir podem afetar o desenvolvimento fetal.
(ANVISA,2024)

1.5.2. Terapia Imunomoduladora

1.5.2.1. Corticoides (Dexametasona)

Em dezembro de 2022, houve a inclusdo de uma nova indicacéo terapéutica da
medicacdo Decadron Injetavel® (Fosfato dissddico de dexametasona), fabricado
pela empresa ACHE LABORATORIOS FARMACEUTICOS S.A. A nova indicacédo do
medicamento foi baseada nas recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), publicadas no documento "Therapeutics and COVID-19: living guideline”,
além das manifestacbes de autoridades reguladoras estrangeiras equivalentes.
(ANVISA,2022)

A dexametasona (Figura 16) é um corticosteroide sintético fluoretado amplamente
utiizado no tratamento de diversas condi¢Bes clinicas, incluindo doencas
reumaticas, enddcrinas, dermatoldgicas, oftalmoldgicas, gastrointestinais e
respiratorias, entre outras. Sua acdo é predominantemente glicocorticoide,
destacando-se por possuir maior efeito anti-inflamatério em comparacdo com outros
derivados do cortisol, além de apresentar uma meia-vida mais prolongada.
(MINISTERIO DA SAUDE,2022)

HO,

Figura 16. Estrutura quimica do corticoide dexametasona.

A indicagéo aprovada é para o tratamento de pacientes com COVID-19 em estado
grave (saturagdo de oxigénio abaixo de 90% em ar ambiente, sinais de pneumonia e
desconforto respiratdrio grave) ou critico (necessidade de suporte vital, sindrome do
desconforto respiratorio agudo, sepse ou choque séptico). (ANVISA,2022)

Os relatos na literatura sobre o uso de corticosteroides em infeccdes graves por

coronavirus sao variados e controversos. Devido as suas propriedades
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imunossupressoras e anti-inflamatorias, esses medicamentos foram prescritos para
pacientes com Sindrome Respiratéria Aguda Grave e comprometimento pulmonar
severo, visando reduzir a inflamacédo associada a producdo excessiva de citocinas, o
edema pulmonar e o dano alveolar. Como resultado, busca-se melhorar a hipéxia e
diminuir o risco de faléncia respiratéria. (MINISTERIO DA SAUDE,2022)

1.5.2.2. Baricitinibe

O Baricitinibe (Figura 17) € o primeiro medicamento incorporado pelo Sistema
Unico de Satde (SUS) para o tratamento da COVID-19. J& possui registro no Brasil
para o tratamento de artrite reumatoide ativa moderada a grave e dermatite atdpica
moderada a grave. Sua liberacéo para uso contra a Covid-19 foi aprovada pela Anvisa
e pelo Ministério da Saude. (SES MS,2022)

O imunossupressor baricitinibe, cujo mecanismo de acdo envolve a inibicdo
seletiva e reversivel das enzimas janus quinases (JAKs), em especial JAK 1 e 2,
responsaveis pela comunica¢do das células envolvidas na hematopoese (processo
de formacédo e desenvolvimento das células do sangue), na inflamacéo e na funcéo
imunoldgica (funcao de defesa do corpo). (ANVISA,2021). Dado seu mecanismo de
acao e seu potencial beneficio em pacientes hospitalizados com COVID-19, a Food
and Drug Administration (FDA) emitiu, em novembro de 2020, uma autorizacao para
uso emergencial do baricitinibe em combinacdo com remdesivir para o tratamento de
pacientes hospitalizados com COVID-19 que necessitam de oxigénio suplementar. No
segundo semestre de 2021, a bula do baricitinibe foi atualizada no Brasil, passando a
incluir sua indicacdo para o tratamento de pacientes adultos hospitalizados com
COVID-19 que necessitam de oxigénio por mascara, cateter nasal, alto fluxo de

oxigénio ou ventilacdo ndo invasiva. (CONITEC,2022)
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Figura 17. Estrutura quimica do farmaco baricitinibe.

Para esta medicacao o uso é contraindicado em pacientes com hipersensibilidade
conhecida ao baricitinibe ou a qualquer componente de sua férmula, assim como em
mulheres gravidas. Além disso, é recomendada a profilaxia para tromboembolismo
venoso, exceto quando houver contraindicacdo. (CONITEC,2022)

No estado do Mato Grosso do Sul, a Comissao Intergestores Bipartite anunciou a
incorporacdo do medicamento ao Sistema Unico de Saude (SUS). Os hospitais
selecionados para recebé-lo sdo: Hospital Regional de Mato Grosso do Sul e Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian, ambos em Campo Grande; Hospital
Regional Dr. José de Simone Netto, em Ponta Pord; EBSERH Hospital Universitario
de Grande Dourados; e Hospital Municipal de Navirai. (SES MS,2022)

1.5.2.3. Tocilizumabe

O tocilizumabe ja era aprovado pela Anvisa para tratar artrite reumatoide, artrite
de células gigantes em adultos, artrite idiopatica juvenil poliarticular e sistémica, além
da sindrome de liberac&o de citocinas. E indicado para o tratamento de COVID-19 em
adultos hospitalizados que estéo recebendo corticosteroides sistémicos e necessitam
de oxigénio suplementar ou ventilagdo mecanica. (ANVISA,2022)

E um anticorpo monoclonal recombinante da subclasse de imunoglobulina G1,
direcionado contra o receptor da interleucina 6 (IL-6R) humana. Na COVID-19, os
niveis elevados de IL-6 estdo relacionados a gravidade da doenca, sugerindo que a
desregulacéo imunologica e a sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) podem ser
influenciadas pela IL-6. (ANVISA,2022)
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Entretanto, o uso de tocilizumabe é contraindicado em pacientes com COVID-19
que tenham outras infec¢cdes graves ativas simultaneamente. Além disso, vacinas
vivas ou atenuadas ndo devem ser administradas concomitantemente com
tocilizumabe, pois a seguranca clinica dessa combinacdo nao foi estabelecida.
(ROCHE,2024)

1.6. A industria farmacéutica no combate ao Covid-19

Ao longo dos anos, a humanidade foi afetada por diversas epidemias virais fatais,
como as causadas pelo virus Ebola, virus Zika, virus Nipah e, mais recentemente,
por outros coronavirus (CoVs), incluindo o SARS-CoV-1 e 0 MERS-CoV. No entanto,
a emergéncia de saulde publica mais significativa desde a pandemia de gripe
espanhola tem sido a atual epidemia de SARS-CoV-2 (KRONENBERGER et
al.2023).

A industria farmacéutica desempenha um papel central na descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos, impulsionando avancos bioldgicos,
guimicos e biomédicos por meio de suas pesquisas. Essas empresas séo entidades
comerciais com funcdes claramente definidas e responsabilidades éticas e legais na
promocéo da inovacdo médica (DE LA TORRE; ALBERICIO,2019; LA CAZE,2022).

E conhecido que o processo de desenvolvimento de novos medicamentos,
desde os estudos iniciais em humanos até a obtencdo da autorizacdo de
comercializacdo, geralmente leva varios anos. O tempo mediano de
desenvolvimento € de 7,3 anos. No entanto, a velocidade desse processo depende,
em parte, da obtencdo das evidéncias necessarias sobre os beneficios e riscos em
populacdes especificas de pacientes para aprovacdo comercial (MOHRLE,2024;
SEOANE-VAZQUEZ et al.2024).

O custo do desenvolvimento de medicamentos sugere que trazer um novo
medicamento ao mercado custa aproximadamente US$ 880 milhdes, mesmo
guando séo considerados o risco de fracasso e o custo de capital. Essa estimativa,
baseada nos custos por paciente dos contratos de ensaios clinicos, assim como em
dados sobre o tamanho, duragdo e probabilidade de sucesso dos ensaios, revela
uma grande variacdo dependendo da area terapéutica (MULLARD,2024). Em junho

de 2021, o governo do presidente Joe Biden destinou cerca de US$ 3 bilhdes para
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acelerar a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos contra a COVID-
19 (ISRAR et al.2024).

A necessidade global urgente de vacinas e tratamentos para COVID-19
mostraram que é possivel acelerar os ensaios clinicos de vacinas e medicamentos,
mantendo perfis de seguranca comparaveis aos dos ensaios tradicionais. Em
situacbes emergenciais, a descoberta de medicamentos e os estudos pré-clinicos,
sejam novos ou ja iniciados antes do surto, sdo conduzidos rapidamente, com
grandes investimentos financeiros para acelerar o desenvolvimento clinico. Durante
esse processo, as fases do desenvolvimento clinico podem ser combinadas ou
realizadas de forma sobreposta, e revisbes aceleradas (ou continuas) podem ser
solicitadas (JONG et al.2024).

O desenvolvimento de suas vacinas so6 foi possivel gracas a uma colaboracdo
rapida e extraordinaria com pesquisadores de universidades com grandes nomes
como AstraZeneca, BioNTech, Moderna e Pfizer (NATURE,2021). Apesar da
disponibilidade de vacinas eficazes, € fundamental continuar desenvolvendo novos
tratamentos para a COVID-19. Isso é crucial para reduzir o impacto da doenca,
especialmente entre os grupos de risco, e diminuir as taxas de hospitalizacbes e
mortes. Diversas abordagens estdo sendo utilizadas para alcancar esse objetivo
(ISRAR et al.2024).

Uma abordagem que foi muito utilizada foi o reaproveitamento de medicamentos
gue tem se desenvolvido como uma solucdo agil para reutilizar medicamentos ja
existentes no tratamento de infeccbes respiratorias. Essa estratégia consiste em
empregar medicamentos previamente aprovados para outros usos, oferecendo uma
alternativa econdmica e rapida para atender a demandas médicas urgentes (ISRAR
et al.2024). Um exemplo é o mesilato de Nafamostato, que demonstrou eficécia in
vitro contra o virus SARS-CoV-2. Essa molécula foi capaz de impedir a fusdo do
envelope viral com a membrana das células hospedeiras ao inibir a proteina
TMPRSS2 (HOFFMANN et al.2020).
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1.7. Mesilato de Nafamostato

O mesilato de nafamostato é um inibidor de protease de serina sintético muito
utiizado no Japao e Coreia para o tratamento de pancreatite e coagulacao
intravascular disseminada. As doses terapéuticas para o tratamento de cada doenca
variam, para o tratamento da pancreatite aguda o modo de administracéo € de 10mg
por infuséo intravenosa (1V) intermitente durante 2h. Para a coagulacéo intravascular
é realizada uma infusdo continua de 0,06-0,20mg/kg/h. (HERNANDEZ-MITRE et
al.,2022)

O nafamostato também ¢é utilizado como anticoagulante para pacientes
predispostos a ter hemorragias com terapias de substituicdo renal continua e
circulagdo extracorporea. (DRUGBANK,2022)

Farmacologicamente, o nafamostato tem ac¢des anticoagulantes, antifibrinolitico
e antiplaquetéario. Ele inibe a atividade de serinoproteases geradas na cascata na
coagulacéo e no processo inflamatorio, como por exemplo fatores ativados Vlla e Xlla,
calicreina, trombina, componentes do sistema complemento e tripsina. Na terapia
antifrinolitica ele inibe os ativadores de plasminogénio tipo tecidual e uroquinase.
(HERNANDEZ-MITRE et al.,2022)

Estudos realizados por Yamamoto et al,2020 utilizando células Calu-3 e H3255
derivadas do epitélio pulmonar como célula-alvo mostrou que o nafamostato inibiu a
fusdo numa faixa de 1-10uM. Estudos in silico utilizando o Nafamostato mostraram
que o farmaco é capaz de interagir com a triade catalitica da TMRSS2 ao interagir
com os residuos His 296, Asp 345 e Ser 441.

O grupo guanidino presente na molécula do Nafamostato em estudos in silico
mostrou que esta localizado proximo ao residuo da Asp 345, que mostrou uma forte
interacao eletrostatica entre o grupo guanidino e o grupo carboxil da Asp345. O estudo
também concluiu que outra parte da molécula faz uma interacdo covalente com a Ser
441 (Figura 18) (FUJIMOTO et al.,2022).
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Figura 18.Interacdes realizada entre o Nafamostato e a TMRSS2 em estudos in silico. Adaptado de:
FUJIMOTO et al.,2022

Em um estudo comparativo entre o nafamostato e o cafamostato, ambos
inibidores de serinas proteases, 0 nafamostato mostrou-se ser 15 vezes mais eficiente
na inibicdo da infeccdo em estudos utilizando células pulmonares. Com isso, 0

nafamostato ganhou um maior destaque. (DE ALMEIDA 2020)

1.8. A fitoquimica na COVID-19

As plantas tém sido utilizadas ao longo da histéria humana para tratar diversas
enfermidades e sdo consideradas fontes inesgotaveis de novos compostos
farmacologicamente ativos. Fitoquimicos e seus derivados ja foram aprovados para o
tratamento de diversas condi¢bes nao virais (ESPANO et al.2021). Os produtos
naturais (PNs) apresentam caracteristicas Unicas em relacdo as moléculas sintéticas
convencionais, oferecendo tanto beneficios quanto desafios no desenvolvimento de
novos farmacos. Eles se destacam pela ampla diversidade de esqueletos quimicos e
pela complexidade de suas estruturas (ATANASOV et al. 2021)

O uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevencéo de doencas €
uma pratica milenar, amplamente adotada por diversas comunidades e ainda presente
em varias regides do mundo. Estima-se que cerca de 80% da populacdo global
dependa dos remédios tradicionais para atender as suas necessidades de saude
(GADELHA et al.2013; SRUTHI et al.2023). Nesse contexto, as intervencdes

fitoterapicas surgem como uma alternativa viavel para o tratamento da COVID-19,
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especialmente em paises subdesenvolvidos onde a falta de recursos médicos pode
dificultar o acesso as estratégias de tratamento amplamente aceitas
internacionalmente (SRUTHI et al.2023).

Apesar de suas vantagens, os PNs também apresentam desafios no processo
de descoberta de novos farmacos, como dificuldades técnicas relacionadas a triagem,
isolamento, caracterizacdo e otimizacdo. Esses obstaculos levaram a uma reducao
no interesse da industria farmacéutica por esses compostos a partir da década de
1990. No entanto, nos ultimos anos, avanc¢os tecnoldgicos e cientificos — como
ferramentas analiticas mais avancadas, estratégias inovadoras de mineragdo e
engenharia genbmica, além de progressos na cultura microbiana — tém superado
essas barreiras e criado oportunidades. Como resultado, o interesse pelos produtos
naturais como potenciais farmacos tém sido revitalizado, especialmente no combate
a resisténcia antimicrobiana (ATANASOV et al. 2021)

A triagem virtual de compostos bioativos é uma ferramenta valiosa na pesquisa
de produtos naturais, pois permite reduzir o tempo necessario para a analise
fitoquimica de diversos extratos. Essa abordagem, conhecida como analise in silico
por docking molecular, facilita a identificagdo de compostos com potencial terapéutico.
Diante da busca por um tratamento eficaz contra a COVID-19 que possa ser produzido
rapidamente e amplamente distribuido, os produtos naturais surgem como uma
solucéo promissora. Eles sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica devido
a sua bioatividade, incluindo propriedades antivirais, além de apresentarem, em geral,
baixa toxicidade (ANTONIO et al.2020).

Uma variedade de bioprodutos antivirais ja foi identificada por sua eficacia contra
diversos virus, incluindo Dengue, Coronavirus, Enterovirus, Hepatite B, Virus
Influenza e HIV (LIANG-TZUNG et al.2014). Entre os metabolitos secundarios
testados, destacam-se os flavonoides, acidos graxos, taninos, terpenos e alcaloides.
A diversidade dessas classes quimicas esta diretamente relacionada aos diferentes
mecanismos de acdo que cada uma delas emprega na inibicdo dos virus (ANTONIO
et al.2020)
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1.9. Capsaicinas

As capsaicinas sao protoalcaloides encontrados na pimenta malagueta
(Capsicum frutescens) (Figura 19). Comercialmente a capsaicina pode ser sintetizada
pela reacdo com a vanilamina ou isolado da paprica, pode ser obtido também por meio

de moagem de frutos secos da pimenta malagueta. (SHARMA et al.,2013)
0
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Figura 19. Estrutura quimica das capsaicinas.

As capsaicinas tém sido agentes farmacolégicos abrangentes por sua utilizacdo
na clinica que vem sendo bastante explorada. O receptor para as capsaicinas é o
TRPV1 conhecido como potencial receptor transitério vaniloide 1. Ele ¢é
frequentemente encontrado em neurdnios sensoriais e interagem para modular sua
funcdo, também sédo encontrados em neuropeptideos e possuem um limiar baixo para
alguns mediadores inflamatérios como bradicinina, histaminas e eicosanoides. Podem
ser expressos em células neuronais, mas também no musculo liso vascular,
mondcitos, linfocitos, queratindcitos e células epiteliais e endotélio. (SHARMA et
al.,2013; BOUSQUET et al.,2021; LIVEIRO et al.,2021)

As relacbes entre estrutura e atividade (SAR) dos agonistas da capsaicina,
substancias que se ligam a receptores celulares e desencadeiam respostas
biol6gicas, foram analisadas dividindo a molécula em trés regides distintas: anel
aromatico, ligacado amida e cadeia lateral hidrofébica (Figura 12). Estudos indicam que
0s substituintes nas posi¢cdes 3 e 4 do anel aromatico sdo fundamentais para a
atividade agonista, com destaque para o grupo fendlico 4-OH, cujas propriedades de
doacéo e aceitacédo de ligacdes de hidrogénio desempenham um papel crucial nessa
atividade. (REYES-ESCOGIDO et al.2011)

Os capsaicinoides, que somam mais de vinte compostos conhecidos, séo
amidas resultantes da condensacéo entre vanililamina e acidos graxos de diferentes
comprimentos de cadeia. As variacbes naturais desses compostos dependem do

namero de atomos de carbono na cadeia lateral (R) e da presenca ou auséncia de
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insaturacdes (Figura 20). A biossintese dos capsaicindides ocorre naturalmente na
placenta dos frutos de pimenta, por meio de uma condensacao enzimatica entre a
vanililamina e cadeias de &cidos graxos de diferentes tamanhos, que sao
posteriormente alongadas por uma sintase de 4cidos graxos (REYES-ESCOGIDO et
al.2011).

AP J\

HO

/ \/\/\/\ capsaicin

/ \/\/\/\ Dihydrocapsaicin

- \/\/\/ Nordihydrocapsaicin

Figura 20. Estrutura quimica de diferentes capsaicinoides e seus analogos.

Estudos in silico com a capsaicina mostraram que ela possui uma grande
interacdo com a MP©, fazendo interacdes de hidrogénio com o residuo Asp 153 e
interacbfes com a Lys 102. Outros estudos mostraram que a capsaicina promove
mudancgas estruturais na MP© induzindo dobramento da enzima. (GONZALEZ-PAZ et
al.,2020)

Um estudo realizado por Nag et al,2021 testou varios compostos naturais em
experimentos in silico como potenciais inibidores da proteina S, e mostrou que a
capsaicina ndo seriam bons inibidores diretos da proteina S, o que refor¢ca sua
interacdo com a MP™®,

De acordo com registros de Bal et al. 2022, o acoplamento molecular da RdRp,
uma enzima chave na replicacdo viral, mostrou uma ligagdo a capsaicina com uma
energia livre de -7,3 kcal/mol. Esse valor é comparavel ao do farmaco remdesivir, cuja
energia livre de ligacdo é de -9,0 kcal/mol. Esses resultados indicam que a capsaicina
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pode ser um alvo promissor na busca por novos agentes terapéuticos para a COVID-
19. Assim, os estudos sugerem gue a capsaicina, por si so, apresenta um potencial

antiprotease suficiente para inibir a replicagdo do virus SARS-CoV-2.

1.10. Flavonoides

Atualmente, centenas de medicamentos modernos sdo desenvolvidos a partir de
compostos ativos extraidos de plantas. Os flavonoides, também conhecidos como
polifendis, representam o maior grupo de metabolitos secundarios, sendo encontrados
em vegetais, frutas, sementes, nozes, especiarias, caules, além do vinho tinto e do
cha (ZAKARYAN et al.2017).

Quimicamente, os flavonoides possuem uma estrutura composta por quinze
atomos de carbono, formada por dois anéis benzénicos (A e B, como ilustrado na
Figura 21) conectados por um anel heterociclico pirano (C) (KUMAR &
PANDEY,2013). As diferentes classes de flavonoides variam em relacéo ao nivel de
oxidacdo e ao padréo de substituicdo do anel pirano. Por outro lado, os compostos
individuais dentro de cada classe se diferenciam pelo padréo de substituicdo nos anéis
benzénicos (ZAKARYAN et al.2017)

Figura 21.Estrutura do nucleo quimico dos flavonoides (C6—C3-C6)

Nos ultimos anos, o interesse pelo potencial terapéutico das plantas medicinais
tem crescido significativamente, principalmente devido a presenca de compostos
fendlicos, em especial os flavonoides. Esses compostos possuem amplas
propriedades biologicas que contribuem para a promocdo da saude humana e a
reducdo do risco de diversas doencas. Eles apresentam uma variedade de efeitos
bioguimicos e antioxidantes, estando associados a prevencdo e ao tratamento de
enfermidades como cancer, Alzheimer e aterosclerose. Esses beneficios estido

relacionados as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimutagénicas
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e anticancerigenas, além da capacidade de regular fun¢cdes enzimaticas essenciais
nas células. Além disso, € interessante notar que alguns flavonoides também
demonstram atividade antiviral. (KUMAR & PANDEY,2013; JO et al.2019)

Os flavonoides podem ser obtidos principalmente por meio de sintese quimica,
biossintese ou extracdo de plantas. Esses compostos tém demonstrado grande
potencial na inibicdo do SARS-CoV-2 e podem ser explorados como possiveis opcdes
terapéuticas para a COVID-19. Por exemplo, o EGCG (Epigallocatechin gallate)
mostrou-se capaz de impedir a ligacdo do virus ao receptor ACE2. Além disso,
flavonoides como baicaleina, luteolina e quercetina tém a capacidade de inibir
enzimas essenciais para a replicacdo viral, incluindo a protease 3CLP®, a protease
PLP? e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). Outros flavonoides, como
kaempferol, hesperidina e isorhamnetina, também demonstraram atividade inibitéria
contra 0 SARS-CoV-2, reforgcando seu potencial no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas (YANG et al.2023).

N&o ha duvida de que os flavonoides tém grande potencial no tratamento da
COVID-19. No entanto, grande parte das pesquisas atuais ainda se encontra em fase
inicial e tedrica. Portanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar de forma
abrangente a eficicia e a seguranca desses compostos no combate ao SARS-CoV-2.
(YANG et al.2023)
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Resumo

Em dezembro de 2019, emergiu em Wuhan, China, uma nova doenca respiratoria,
COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, virus da familia Coronaviridae, que
apresenta semelhangas genémicas com o SARS-CoV. A infec¢é@o ocorre através
da interacdo da proteina spike com o receptor RBD e a enzima TMPRSS2 na
célula hospedeira. Apesar de alguns medicamentos para casos leves a
moderados terem sido autorizados pela FDA, as terapias atuais apresentam
limitacOes significativas. Estudos recentes demonstraram que o mesilato de
nafamostato inibe a fusdo celular dependente de TMPRSS2, e que as capsaicinas
possuem forte afinidade pela MP? do SARS-CoV-2. Investigacdes in silico
conduzidas pela equipe indicam o potencial das moléculas-alvo propostas como
inibidores tanto da MP™ quanto da TMPRSS2.Nesse contexto, o presente trabalho
visa a sintese de analogos de capsaicinas derivados do mesilato de nafamostato,
utilizando rotas sintéticas simples, sustentaveis e escalonaveis. Embora desafios
tenham sido enfrentados, como a formacao indesejada de N-vanililformamida, a
introducéo do grupo guanidino demonstrou resultados promissores.

Palavras-chave: COVID-19, mesilato de nafasmotato, capsaicina, SARS-
CoV-2.
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Abstract

In December 2019, a new respiratory disease, COVID-19, emerged in Wuhan,
China, caused by SARS-CoV-2, a virus belonging to the Coronaviridae family that
exhibits genomic similarities to SARS-CoV. Infection occurs through the interaction of
the spike protein with the RBD receptor and the TMPRSS2 enzyme on the host cell.
Although some drugs for mild to moderate cases have been authorized by the FDA,
current therapies present significant limitations. Recent studies have demonstrated
that nafamostat mesylate inhibits TMPRSS2-dependent cell fusion and that
capsaicinoids exhibit strong affinity for the SARS-CoV-2 MP™. In silico investigations
conducted by our team indicate the potential of the proposed target molecules as
inhibitors of both MP° and TMPRSS2. In this context, the present work aims to
synthesize capsaicinoid analogs derived from nafamostat mesylate using simple,
sustainable, and scalable synthetic routes. Although challenges were encountered,
such as the undesired formation of N-vaniliiformamide, the introduction of the
guanidino group demonstrated promising results.

Keywords: COVID-19, nafasmotate mesylate, capsaicin, SARS-CoV-2.
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1. Introducéo

Em dezembro de 2019, uma nova doenca respiratoria infecciosa, denominada
COVID-19 e causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, surgiu em Wuhan, na China
(HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHU et al., 2020; ZHOU et al., 2021). Diante
da rapida disseminacdo do virus, impulsionada pelas viagens internacionais, a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 como pandemia em 11
de marco de 2020.

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae e é genomicamente homélogo
0 SARS-CoV. Os coronavirus séo virus de RNA de fita simples positiva (+ssRNA),
envelopados, esféricos e de grande tamanho, variando entre 100 e 160 nm (ASSELAH
et al., 2020; KAUSHIK et al., 2020). Esse virus possui quatro proteinas estruturais:
spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) (ROMANO et al., 2020).
A proteina S facilita a entrada do virus na célula ao se ligar ao receptor RBD (Receptor
Binding Domain) e promover a fuséo celular, enquanto a proteina N regula o processo
de replicagao viral (UZUNIAN, 2020).

A adesdo do SARS-CoV-2 a célula ocorre por meio da ligagao da proteina spike
(S) ao receptor ACE2 (enzima conversora de angiotensina), presente na membrana
plasmatica. Durante esse processo, a proteina S € clivada em duas subunidades, S1
e S2, por uma protease chamada furina. Em seguida, a subunidade S2 sofre uma
nova clivagem pela enzima TMPRSS2 (serina-serina protease transmembranar 2),
promovendo a fusdo do virus com a célula hospedeira (DE ALMEIDA et al., 2020;
YAMAMOTO et al., 2020).

A FDA autorizou varios medicamentos antivirais para o tratamento da COVID-19
leve a moderada em pessoas com maior risco de desenvolver formas graves da
doenca (CDC, 2024). No entanto, os tratamentos disponiveis ainda enfrentam
diversas limitacbes e desafios, como a eficacia limitada de antivirais, potenciais
interacbes medicamentosas e a falta de terapias especificas para pacientes graves
(CDC, 2024; IDSA, 2024). Apesar dessas dificuldades, a combinacdo de vacinagéao,
antivirais, imunomoduladores e suporte clinico tem sido fundamental para reduzir a
gravidade da COVID-19. Contudo, a busca por tratamentos mais eficazes e acessiveis
continua a ser um grande desafio para a comunidade cientifica.

A industria farmacéutica é fundamental no desenvolvimento de novos

medicamentos, mas esse processo € longo e oneroso, levando de 12 a 15 anos
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(MOHS; GREIG, 2017). Para acelerar esse processo, adota-se a estratégia de
reposicionamento de farmacos (drug repurposing), que envolve o uso de
medicamentos j& aprovados pelo FDA para tratar novas doencas. Isso reduz custos e
tempo experimental, sem necessidade de novas avaliacbes toxicologicas ou
farmacocinéticas (DURAES; PINTO; SOUSA, 2018; SUN et al., 2017).

Um estudo recente realizado no Japdo demonstrou que o mesilato de
Nafamostato, um inibidor sintético da serina protease utilizado no tratamento de
pancreatite aguda e coagulacao intravascular disseminada (YAMAMOTO, 2016), foi
capaz de inibir a fusdo celular dependente da TMPRSS2, com uma concentracao
inibitoria de 50% (ICso0) em torno de 30 uM (YAMAMOTO, 2020).

Outra classe de compostos de destaque sdo as capsaicinas, que, segundo
estudos in silico, demonstraram uma forte ligagdo com a MP® do COVID-19
(GONZALEZ-PAZ et al., 2020). Os metabdlitos secundarios sdo reconhecidos como
compostos multialvo, uma vez que apresentam uma ampla gama de atividades
terapéuticas e atuam por meio de diversos mecanismos de acdo (KESSLER;
KALSKE, 2018). As capsaicinas, que se enquadram nesse perfil, tém sido
investigadas utilizando a abordagem de "multitarget drugs"”, que busca descobrir
novos farmacos com base na complexidade das patologias, reconhecendo que
tratamentos que agem em um Unico alvo podem ser insuficientes para atingir os
efeitos terapéuticos desejados (RAMSAY et al., 2018).

Dada a relevancia dos aspectos sanitarios e econdmicos relacionados a
pandemia de COVID-19, este trabalho teve como objetivo a sintese de analogos de
capsaicinas derivadas do mesilato de nafamostato, que demonstraram potencial
promissor como inibidores de MP© e TMPRSS2 em estudos in silico realizados pela
equipe. A abordagem proposta foi a sintese desses analogos por meio de rotas

sintéticas simples, sustentaveis e escalonaveis.

59



Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

Fundacgdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

B

2. Objetivos Gerais

Sintetizar analogos da capsaicina derivado do mesilato de nafamostato e
avaliar sua atividade como inibidor de MP e TMPRSS2.

2.1. Objetivos Especificos

« Sintetizar os anélogos da capsaicina;

« Caracterizar os anélogos pelas técnicas de RMN (*H e 13C) e HRMS;

* Realizar os ensaios de inibicdo in vitro da TMPRSS2 e MP';

« Realizar ensaios de citotoxicidade com os produtos preparados.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Sintese

A rota sintética para preparacao dos analogos € constituida pelas seguintes

etapas que esta representada no Esquema 1.

P-TSOH.NaNs, _ Ni(GAc),
S|I|ca 120°C NaBH4/H20
2
1
Ac,0/Py CNNH; | EtOH/HCI
NH
N N)J\NH
=Z N 2
0
)J\ HO
0
oL 4
BN
2a
Ac,0/Py
)’\E
6 N NH
)J\ " 2
o)
SN
2b

Esquema 1.Rota sintética geral para a preparacao dos analogos da capsaicina.

O Esquema 1 apresenta a rota sintética selecionada para a preparagdo dos
analogos, escolhida por sua facilidade de execucdo apds a avaliagdo de diversas
metodologias. Para a sintese desses compostos, a vanilina foi utilizada como material
de partida para a obtencao do intermediario comum (2). A formacg&o do composto 2b
exigiu a reducao da nitrila para permitir a introdugdo do grupo guanidino, essencial
para a atividade antiviral. A etapa final na sintese dos compostos 2a e 2b envolveu
uma reacado de acilacdo, empregando metodos classicos descritos na literatura.
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Para a obtencdo do composto 2, foi seguida a metodologia descrita por Mitra et
al. (2017), utilizando a reacédo entre vanilina comercial, azida de sodio e acido p-
toluenossulfénico em silica gel 60-120 mesh, sob aquecimento a 120°C por 3,5 horas,
conforme ilustrado no Esquema 2. A andlise espectroscopica por RMN de H e 13C

indicou a ndo formacdo do produto esperado, e o composto apresentou um
rendimento de 20%

H p-TsOH,NaN 5

HO Silica,120°C HO

Esquema 2.Reacéo para preparacéo do composto 2

Figura 22. Estrutura quimica esperada do composto 2

Diante das dificuldades encontradas para obtencdo de um intermediario contendo
uma amina primaria, foram realizadas tentativas diretas partindo da vanilina, utilizando
a reacao classica de Leuckart (Esquema 3). Seguindo essa metodologia, vanilina e

formiato de amonio foram adicionados, seguidos da adicdo de HCI concentrado.
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Esquema 3. Rota sintética esperada do composto 3
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Figura 23. Estrutura do composto obtido

A estrutura do produto foi analisada por espectroscopia de RMN de H, DEPT

135 e 13C, apresentados nos espectros 1, 2 e 3 respectivamente.

2.904
-2.818

840
811
784
745
~6.715
686
666
8.147

6.8 ppm

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

0.651>
3.083
0.751
1.781
3.000 —

Espectro 1. Espectro de RMN de *H (300 MHz em CDCls) da N-vanililformamida
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A elucidacdo espectroscopica confirmou a formacdo da N-vaniliformamida. No
espectro de *H, observa-se um sinal em ¢ 8,14 (simpleto) referente ao hidrogénio da
carbonila, além de um dupleto em & 4,32 correspondente ao grupo CH,, indicando a
reducao da carbonila da vanilina.

Os dados obtidos por DEPT 135 mostram a presenca do sinal CH,, essencial para
a estrutura do produto. No espectro de 13C, a formacdo do composto é corroborada
pelo sinal em & 161,2, referente ao carbono da carbonila, e pelo sinal em & 42,0,

atribuido ao CH, esperado para a reducéo do aldeido da vanilina.

161.518
121.012
114.805
110.977
56.184
42.348

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 2.Espectro de RMN de DEPT 135 (75 MHz em CDCls) da N-vanilifformamida
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Espectro 3.Espectro de RMN de 13C (75 MHz em CDCIls) da N-vanililformamida

De acordo com Kaga et al. (1989), a reacdo de Leuckart utilizando vanilina e
formiato de amoénio pode resultar na formacao de cloridrato de vanililamino puro. Uma
alternativa a reacao de aminacédo redutiva direta (DRA) é a reacdo de Leuckart, na
qgual um aldeido ou cetona é aquecido na presenca de formiato de aménio, formamida
ou uma mistura de formamida com acido formico. (Esquema 4) O produto obtido
dessa reacéo €, geralmente, o derivado formamida da amina desejada, o qual requer

hidrolise acida para gerar a amina final. (KAGA et al.1989; O'CONNER et al.2011).
o}

(0] )J\
HN H NH,
HCOO" NH,* )\ H+
Ry

EE— .
R, ? F{1 F{z

Esquema 4. Rota sintética da reacdo de Leuckart

Um mecanismo Unico capaz de explicar todas as variacbes do processo de
Leuckart pode ser proposto com base na decomposi¢cdo do sal de amdnio ou da
amida, por meio de aquecimento, gerando acido formico e amonia ou uma amina. A

base formada pode reagir com o composto carbonilico, resultando em um produto de
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adicdo, que é posteriormente reduzido pelo acido formico a uma amina. A reacéo
dessa amina com mais acido férmico resulta na formacéo de um sal ou amida. Essas
transformacdes parecem ser as Unicas responsaveis pela formagdo de uma amina
tercidria a partir de um composto carbonilico e do formato ou derivado formil de uma
amina secundaria, embora existam diversos intermediarios possiveis na sintese de
aminas primarias e secundarias. (MOORE, 1949)

Também foi realizada uma reacdo teste para verificar a formacdo do grupo
guanidina no composto final esperado, considerando sua importancia para a atividade
antiviral deste estudo.

A sintese da guanidina foi baseada na metodologia empregada na obtencéo do
farmaco mesilato de nafamostato (GUODONG, 1982), reconhecida por seu alto
rendimento e baixo custo.

O teste foi conduzido utilizando benzilamina e cianamida em meio &cido,
conforme ilustrado no Esquema 5. O composto obtido teve sua estrutura confirmada

por espectroscopia de RMN de 1H e 13C.

NH

NH, )J\

N NH,
CNNH, H
EtOH/HCIta

Esquema 5. Rota sintética da reacao teste para formacéo da guanidina

11
NH

Figura 24. Estrutura quimica do composto com a guanidina

O teste com a benzilamina apresentou um resultado positivo e pode ser
confirmado pelo espectro 4, principalmente pela presenca dos dois simpletos em &
5,58 e 6,35, cada um com integral 1H, confirmando a existéncia dos nitrogénios que
compde o grupo guanidino. O dupleto mais protegido em & 7,38 foi atribuido aos

hidrogénios equivalentes 4 e 6, e o dupleto em & 7,50 pertences aos hidrogénios
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equivalentes 1 e 3. O simpleto em & 8,59 foi atribuido a amina primaria do grupo

guanidino.

O RMN de 3C (espectro 5) corrobora a caracterizagado do composto guanidinico,

onde é possivel verificar um sinal em & 162,2 atribuido ao carbono da guanidina. Os

sinais em 0 128,8, 128,9,129,4 e 134,4 sao referentes aos carbonos do anel

aromatico. E o sinal em & 42,6 é referente ao C7.

e DB

~7.496

WMo

9
6352

10

3. 291

Espectro 4.Espectro de RMN de 1" (300 MHz em DMSOds) do composto teste
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Espectro 5.Espectro de RMN de 13C (75HMz em DMSOds) do composto teste
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4. Parte Experimental
4.1. Materiais e Métodos

As analises em cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio e silica gel 60 F2ss-Macherey-Negel Sil
G/UV254. Para a visualizacdo dos compostos nas analises em CCD foi utilizada luz
ultravioleta (254 nm). Todos os compostos submetidos a analises espectroscopicas
de RMN de 'H e *3C foram solubilizados em DMSO-ds e CDClz e os mesmos foram
utilizados como referéncia interna. A aquisicédo dos espectros de RMN de *H 300 MHz
e 13C (BBD) em 75 MHz foi realizada em espectrometro Bruker AVANCE DPX-300 do
Laboratério de Pesquisa de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica
— UFMS. Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados em ppm e as constantes

de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.2. Sintese dos Capsaicinoides

4.2.1. Procedimento geral para sintese do composto 2

Em um baléo de fundo redondo foram adicionados 1mmol de vanilina,2mmol de
azida sodica e 3mmol de &cido p-toluenossulfénico em 1g de silica gel 60-120 mesh.
A reacao ficou sob agitagao durante 3,5h a 120°C. Ent&o o meio reacional foi resfriado
até atingir a temperatura ambiente e foi extraido com AcOEt (4x15 mL) e lavada varias
vezes com agua. Em seguida, a fase organica foi lavada com solucédo saturada de
cloreto de sédio, seca com MgSO4 anidro e o solvente foi evaporado a presséao
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel 60-120
mesh usando CH2CI2/AcOEt.

4.2.2. Procedimento geral da sintese da guanidina

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 1mmol de benzilamina que foi
solubilizado em 0,5ml de etanol. Durante a agitacdo, adicionou-se acido cloridrico
concentrado (0,08 ml). Em seguida, uma solugcdo aquosa de cianamida (0,458 ml,
0,055 mmol) foi adicionada gota a gota a uma temperatura de 10 a 15 ° C. A mistura
de reacéo foi agitada a temperatura ambiente durante 10 h. A mistura foi entao filtrada
e extraida com AcOEt (3x 15ml). A fase aquosa foi evaporada sob pressao reduzida,

a formac&o do composto néo requereu purificagao.
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4.2.3. Procedimento geral da reacdo da vanililamida

Foram adicionados 1mmol de vanilina,3.2 mmol de formiato de amonia em um
baldo de fundo redondo. A reacdo ficou sob agitacdo durante 3 horas a 180°C.
Posteriormente, HCI concentrado foi adicionado e a mistura reacional foi mantida em
agitacao e em refluxo por 1 hora e evaporado até que o odor de HCI desaparecesse.
A reacéo foi acompanhada por CCD usando AcOEt/Hex 8:2. O produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel 60-120 mesh usando AcOEt/Hex.
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5. Concluséao

Com base na estrutura da capsaicina, a rota sintética para a obtencdo de
analogos mostrou-se promissora, devido a sua conformacéo e a introducédo de
grupos farmacoféricos relatados na literatura como potenciais inibidores da
TMPRSS2. No entanto, o intermediério 2 nao foi obtido. Ao tentar a aminagéo
direta, observou-se a formacdo da N-vanililformamida, possivelmente devido ao
excesso ou decomposicdo do sal de ambnio, o que impediu a obtencdo do

intermediario 3.

A sintese teste para a introducao do grupo guanidino, etapa chave deste estudo,
apresentou resultados positivos, demonstrando ser uma metodologia viavel, de

baixo custo e com potencial de escalonamento.
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CAPITULO Ill: Sintese de
flavonoides e sua atividade
inibitdria sobre a COVID-19
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Resumo

Em dezembro de 2019, a COVID-19 surgiu em Wuhan, China, e foi declarada
pandemia em marco de 2020. Embora medicamentos antivirais autorizados
estejam disponiveis, suas limitacbes como interacdes medicamentosas,
necessidade de administracdo intravenosa e eficicia restrita, destacam a
urgéncia por novos tratamentos. Nesse cenario, o uso de métodos de desenho de
farmacos assistido por computador (CADD) tem se mostrado uma estratégia
eficaz para o desenvolvimento de compostos bioativos, contribuindo para a
reducdo de custos e agilizacdo do processo de descoberta de farmacos. Entre os
agentes estudados, os flavonoides tém ganhado destaque devido as suas
propriedades antivirais e a capacidade de atuar em multiplos alvos, representando
aproximadamente 50% dos medicamentos em uso clinico. Estudos in vitro, in vivo
e in silico demonstraram que certos flavonoides podem interferir em etapas
essenciais do ciclo viral, inclusive na inibicdo da MP™®, uma protease fundamental
para a replicacdo do SARS-CoV-2. Contudo, a sintese de compostos bioativos
frequentemente enfrenta desafios relacionados a complexidade dos processos e
aos baixos rendimentos. Diante disso, este trabalho propds a sintese de analogos
de flavonoides por meio de rotas sintéticas simples, sustentaveis e escalonaveis,
visando avaliar sua atividade inibitoria sobre a MP© do SARS-CoV-2. Embora as
estratégias sintéticas adotadas tenham se mostrado versateis e economicamente
viaveis, 0s compostos obtidos apresentaram inibicdo maxima de 31+1%, para o
composto EM_3C, evidenciando a necessidade de aprimoramento. Dados
comparativos com a literatura sugerem que a presenca de multiplos grupos
hidroxila ou a forma glicosilada sdo determinantes para a eficacia antiviral dos
flavonoides.

Palavras-chave: COVID-19, flavonoides, mpro, SARS-CoV-2.
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Abstract

In December 2019, COVID-19 emerged in Wuhan, China, and was declared a
pandemic in March 2020. Although authorized antiviral medications are available, their
limitations, such as drug interactions, the need for intravenous administration, and
restricted efficacy, highlight the urgency for new treatments. In this context, the use of
computer-aided drug design (CADD) methods has proven to be an effective strategy
for developing bioactive compounds, contributing to cost reduction and speeding up
the drug discovery process. Among the agents studied, flavonoids have gained
attention due to their antiviral properties and ability to act on multiple targets,
accounting for approximately 50% of currently used clinical drugs. In vitro, in vivo, and
in silico studies have shown that certain flavonoids can interfere with essential steps
of the viral cycle, including inhibition of MP™, a protease critical for SARS-CoV-2
replication. However, the synthesis of bioactive compounds often faces challenges
related to process complexity and low yields. Therefore, this study aimed to synthesize
flavonoid analogs using simple, sustainable, and scalable synthetic routes, to evaluate
their inhibitory activity against SARS-CoV-2 MP™, Although the synthetic strategies
adopted were versatile and economically viable, the compounds obtained showed a
maximum inhibition of 31+1% for compound EM_3C, indicating the need for
improvement. Comparative data from the literature suggest that the presence of
multiple hydroxyl groups or the glycosylated form is crucial for the antiviral efficacy of
flavonoids.

Keywords: COVID-19, flavonoids, mpro, SARS-CoV-2.
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1. Introducéo

A pandemia de COVID-19 (Coronavirus Disease-19) teve seus primeiros casos
relatados em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China
(BOGOCH et al.2020). Em 11 de marco de 2020, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) declarou a COVID-19 como uma pandemia (MACHADO et al.2021). O agente
causador da doenca é o virus SARS-CoV-2, pertencente a familia Coronaviridae,
devido a sua homologia gendmica com o0 SARS-CoV (ASSELAH et al.2021).

Atualmente, ja existem medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA para o tratamento da COVID-19. No entanto, 0s
antivirais  disponiveis apresentam algumas limitacbes, como interacfes
medicamentosas no caso do nirmatrelvir combinado com ritonavir, necessidade de
administracdo intravenosa para o remdesivir e eficacia restrita do molnupiravir. Dessa
forma, ha uma demanda por novos antivirais que superem essas limitacbes e
oferecam opc¢des terapéuticas mais eficazes e acessiveis (GULICK et al.2024).

A utilizacdo de métodos de desenho de farmacos assistido por computador
(Computer-Aided Drug Design — CADD) tem se destacado como uma abordagem
eficiente no desenvolvimento de compostos bioativos, representando uma
colaboracéo estratégica entre a industria e instituicbes de pesquisa. Essa técnica
permite projetar novas moléculas a partir da analise das interacfes intermoleculares
com o receptor-alvo. Como resultado, possibilita a reducdo de custos e do tempo
necessario para experimentacao, além de minimizar a quantidade de testes biolégicos
exigidos para a caracterizacdo completa da atividade terapéutica (MACALINO et al.,
2015).

Geralmente, os farmacos atuam sobre um unico alvo molecular. No entanto,
alguns compostos podem exercer multiplas atividades terapéuticas e interagir por
diferentes mecanismos de acdo. Devido a essa versatilidade, tais moléculas tém sido
amplamente estudadas por meio da abordagem conhecida como multitarget drugs.
Esse conceito na descoberta de farmacos leva em consideragéo a complexidade das
doencas, sugerindo que substancias com agéo especifica em apenas um alvo podem
nao ser suficientes para alcancar os efeitos terapéuticos desejados (RAMSAY et al.,
2018).
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Metabolitos secundarios, como os flavonoides, sdo exemplos de compostos com
potencial para atuar em multiplos alvos (KESSLER; KALSKE, 2018). O interesse no
estudo dessas moléculas se deve ao papel fundamental que desempenham no
desenvolvimento de novos farmacos, evidenciado por sua significativa contribuicao
entre as novas entidades moleculares recentemente aprovadas. Além disso, esses
compostos representam cerca de 50% dos medicamentos atualmente em uso clinico
(PATRIDGE et al., 2016).

Diversos estudos in vitro e in vivo demonstram que os flavonoides possuem
atividade antiviral contra uma ampla variedade de virus de DNA e RNA (LALANI; POH,
2020; ZAKARYAN et al.,, 2017). Esses compostos podem atuar por diferentes
mecanismos, incluindo a inibicdo do reconhecimento e da entrada viral na célula, além
da interferéncia no processo de replicacao do virus (LALANI; POH, 2020). Devido a
essa versatilidade em afetar mdultiplas vias, os flavonoides se destacam como
candidatos promissores para o desenvolvimento de terapias contra infeccfes virais,
como a COVID-19.

A MP° uma protease essencial para a maturacdo do SARS-CoV-2, tem sido
amplamente estudada como um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos.
De acordo com Khaerunnisa et al. 2020, analises in silico indicam que certos
flavonoides, como kaempferol, quercetina, luteolina-7-glicosideo, naringenina,
apigenina-7-glicosideo e epicatequina-galato, destacam-se entre os metabdlitos
secundarios com potencial para inibir a MP" do SARS-CoV-2, tornando-se candidatos
promissores para o tratamento da COVID-19.

Estes resultados indicaram que a suplementacdo com flavonoides pode
representar uma estratégia promissora para a protecdo contra infeccdes e doencas
pulmonares (MEYER; JASPERS, 2015). No entanto, a sintese de compostos bioativos
muitas vezes envolve metodologias complexas, com baixos rendimentos e
dificuldades para escalonamento. Diante disso, o planejamento de moléculas com
potencial bioativo, aliado a estudos computacionais, torna-se essencial. Aléem disso, o
desenvolvimento de rotas sintéticas que garantam flexibilidade na preparacéo e
otimizacdo dos processos € fundamental. Considerando a urgéncia imposta pela
COVID-19, esta proposta buscou a sintese de compostos com potencial antiviral por

meio de CADD, utilizando rotas sintéticas de baixo custo, escalonaveis e eficientes.
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2. Objetivos Gerais

Sintetizar analogos de flavonoides e avaliar sua atividade como inibidor de MP™
sob o virus SARS-Cov-2
2.1. Objetivos Especificos
e Sintetizar analogos de flavonoides através de rota sintética simples,
sustentavel e escalonavel;

e Caracterizar os compostos sintetizados por métodos espectroscopicos e
espectrométricos;

e Realizar ensaios de inibicdo in vitro da MP’;
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3. Resultados e Discussoes
3.1. Sintese

As chalconas foram sintetizadas por meio da reacéo de Claisen-Schmidt, uma
condensacgao entre aldeidos e compostos carbonilicos, resultando em cetonas a,[3-
insaturadas, na presenca de uma base ou acido de Bronsted, conforme descrito por
BORSARI et al. (2019) (Esquema 6). Foram selecionados benzaldeidos e
acetofenonas de baixo custo. Doze chalconas foram sintetizadas e todas identificadas
por analise espectroscopica de RMN de 'H e 13C, apresentando bons rendimentos.
(Tabela 1)

(0] o) O
R4
Ry H Rs . P . R4
NaOH, EtOH
Ry Ry Ry R4

Esquema 6. Rota sintética das chalconas

Tabela 1. Rendimentos da reacdo da chalconas.

Entrada R: R> R3 R4 Rendimentos
1 H cl H —OCHs 67% (1a)
2 H cl H —OCH:0 86% (1b)
3 H Cl H —N(CHa)2 73% (1c)
4 OH H H —OCHs 77% (2a)
5 OH H H —~OCH20 71% (2b)
6 OH H H —N(CHs)2 82% (2c)
7 OH H Cl —OCHzs 90% (3a)
8 OH H Cl —OCH:0 87% (3b)
9 OH H Cl —N(CHz)2 82% (3c)
10 OH H F —~OCHs 84% (4a)
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11 OH H F —OCH-0 77% (4b)

12 OH H F —N(CHa)2 96% (4c)

A condensagdo de Claisen-Schmidt comeca quando a base remove um
hidrogénio da acetofenona, formando um enolato, uma espécie quimica estabilizada
por deslocalizacdo. Esse enolato entdo ataca a carbonila do aldeido, gerando um
intermediario alcoxido. Esse ion recebe um préton da agua, formando um alcool. Na
etapa final, ocorre a desidratacdo (perda de 4gua) em meio basico. Durante esse
processo, a hidroxila ligada ao carbono sp3 € eliminada, e ocorre um rearranjo de
cargas. Isso leva a formacdo de uma enona, resultando no produto: a chalcona
(MANCHANAYAKAGE, 2016).

A etapa final da reacdo também apresenta estereosseletividade, pois as
chalconas podem ser formadas em duas configuracdes distintas. No entanto, devido
a presenca de dois anéis aromaticos em sua estrutura, a configuracdo cis (Z) da
chalcona possui maior impedimento estérico que o isébmero E, o que reduz sua
estabilidade. Como resultado, a sintese de chalconas ocorre de forma
estereosseletiva, favorecendo a formag&o predominante do isomero trans (E) (Figura
25) (GOMES et al. 2017). O mecanismo dessa reac¢éo pode ser observado na Figura
26.

r4 E

Figura 25. Estrutura quimica das chalconas nas formas isbmeras Z e E, respectivamente.
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Etapa 2: O enolato da acetofenona adiciona-se ao carbono carbonilico do benzaldeido.

o

( o (o]
H2C/ \gz
—_—
B

benzaldeido enolato alcoxido

Etapa 3: A protonacgédo do alcéxido gera o produto aldélico.

0/\ N ]
CH
H—O—CHS \c
H
+ CH30"

alcoxido produto aldélico

Etapa 4: A remocao de um préton o

O I O 0

-OH
produto aldélico Enolato estabilizado por ressonéncia

Etapa 5: A eliminacao do hidroxido forma o produto da condensacao alddlica (cetona a,l3-insaturada).

T — oG

produto da condensacéo alddlica
cetona a,R-insaturada

Figura 26. Representacdo do mecanismo de reacéo da condensacéo de Claisen-Schmidt. Fonte:
MANCHANAYAKAGE, 2016
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De acordo com os espectros de RMN de 'H, as chalconas exibiram sinais do
grupo CH a, B insaturado na regido de 6 7,30 a 7,90, com constantes de acoplamento
(J) de 15,3 Hz, confirmando a formacao do isdbmero trans e indicando a presenca da
ligacao a, B-insaturada. Os espectros referentes as chalconas estdo apresentados no
ANEXO 1.

Os flavonadis foram sintetizados por meio da reacéo de Algar Flynn-Oyamada,
gue se baseia na ciclizagdo oxidativa de derivados de chalcona (Oyamada, 1935).
Para que a ciclizacdo intramolecular ocorra, € necessario que os derivados utilizados
como reagentes possuam um grupo hidroxila na posi¢éao orto em relacéo a carbonila.
A reacdo ocorre em meio etanolico a temperatura ambiente, com a adicdo de

H202(aq.) como agente oxidante (Esquema 5) (Bhattacharyya; Hatua, 2014).

0]

R3 P R4
H202’ NaOH
EtOH
Ry Ry

Esquema 7. Sintese de flavonoides através da metodologia de Algar-Flynn-Oyamada. Fonte:
Adaptado de Oyamada (1935)

Os anélogos da chalcona foram usados na sintese de moléculas semelhantes a
flavondis com bons rendimentos (tabela 2) e todas identificadas por analise

espectroscopica de RMN de 1H e 13C.

Tabela 2.Rendimentos das reacdes dos flavonoides

Entrada R: R> R3 R4 Rendimentos
9 - H H —OCHs 71% (f12a)
10 - H H —~OCH20 70% (f12b)
11 - H H -N(CHs)2  79% (f12c)
12 - H cl —~OCHs 86% (f13a)
13 - H cl —N(CHs)2  79% (f13c)

De acordo com os espectros de RMN o0s sinais presentes nas chalconas

referente ao grupo CH a, B insaturado de ¢ 7,30 a 7,90 ndo foram detectados nos
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espectros dos flavonois. Além disso, os compostos f12a—f13c exibiram um sinal
correspondente ao grupo OH na faixa de & 9,60-9,30, sugerindo o desaparecimento
da hidroxila fendlica presente na chalcona. Esse deslocamento quimico mais elevado
€ caracteristico da formacéo de uma ligacao de hidrogénio intramolecular com o grupo
carbonila. Os espectros referentes aos compostos sintetizados sdo possiveis ver em
ANEXO 1.

3.2. Ensaios Enziméaticos com a MP'° do SARS-CoV-2

A expressdo e purificagdo da enzima MP® foram realizadas pela estudante
Mariana Ortiz de Godoy e fornecidas pelo Prof. Dr. Rafael V. C. Guido, do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos (Universidade de Sdo Paulo de Séo Carlos), seguindo a
metodologia de Noske et al. 2022. Foram realizados testes com os analogos da
chalcona (1a — 4c) e os flavonois (f12a — f13c).

Inicialmente, foram realizados testes de solubilidade com o0s compostos
sintetizados para a triagem viral. No entanto, devido a problemas de solubilidade, os
compostos 1c — 2¢ nado foram utilizados nos ensaios enzimaticos. Observou-se que,
na concentracdo de 100 pM, ocorreu precipitacdo devido a baixa solubilidade dos
compostos em agua. Por esse motivo, a triagem foi conduzida na concentracéo de 20
MM,

Quando os compostos foram avaliados em um ensaio fluorimétrico contra a
enzima recombinante do SARS-CoV-2, na concentracao de 20 uM (ou 50 pM, no caso
do EM_3C), a maior inibicAo da MP® observada foi de 31+1%. Devido a baixa
capacidade inibitéria dos compostos, nenhum teste adicional foi realizado. Os

resultados podem ser analisados na tabela 3.

Tabela 3.Porcentagem de inibicdo da MP em experimentos com pré-incubacao dos compostos com a
enzima.

% de inibicdo da MPr°

Compostos (média + erro padrao
da média)
1A 20£5
1B 17+3
3A 2243
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3B 15+4
3C 31+1°¢
4A 2212
4B 24+2
4C 17+4

F12A 7£6
F12B nad
F12C nad
F13A nad
F13C na“

@ Valores determinados na presenca de 20 uM do composto e uma concentracao final de 0,5% de DMSO,
com excecdo dos compostos para 0s quais outra concentracdo é especificada.

b Valores referentes & média e ao erro padrdo da média, baseados em dois experimentos independentes,
realizados em triplicata.

¢Valor determinado a 50 pM do composto e concentracéo final de 5% de DMSO.

9na, ndo ativo.

Diante da auséncia de inibicdo da enzima MP™ pelos compostos testados e das
dificuldades de solubilidade observadas, surge a seguinte discussao. Nos vegetais,
os flavonoides podem ser encontrados em duas formas: livre (aglicona) e conjugada
com acucares (trissacarideos ). Dentro das formas conjugadas, é relevante destacar
a distincéo entre os O-heterosideos e 0os C-heterosideos. (KUMAR & PANDEY, 2013).

Os flavonoides na forma de agliconas sao solUveis em solventes organicos
apolares. Quando possuem hidroxila, tornam-se sollveis em solucdes alcalinas
devido a formacdo de fendxidos. Sua solubilidade depende da quantidade de
hidroxilas e da ionizacdo no meio. Ja os heterosideos, por conterem aclUcares na
estrutura, apresentam maior solubilidade em &gua, soluc¢des hidroalcodlicas e
solventes polares, sendo os flavonoides C- ou O-glicosilados especialmente soluveis
nesses meios. (SIMOES et al. 2007)

A baixa solubilidade dos flavonoides em &gua frequentemente representa um
desafio para suas aplicacdes medicinais, conforme apontado por outros grupos de

pesquisa. Havsteen (2002) menciona que, devido a esse problema, estdo sendo
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desenvolvidos flavonoides semissintéticos sollveis em agua, como alternativa para o
tratamento de hipertensdo e microhemorragias. Entre os exemplos desses flavonoides
estdo os rutosidos hidroxietilicos e o quercetina inositol-2-fosfato.

De acordo com os estudos de Denny et al. (2002), niveis mais elevados de
inibicdo enzimatica de L1 metallo-B-lactamase ndo foram atingidos devido a
problemas de solubilidade do inibidor. A galangina, assim como a maioria dos
flavonoides, tem baixa solubilidade em agua a temperatura ambiente, embora tenha
mostrado uma leve melhora na solubilidade a 37°C. No entanto, os estudos de
controle indicaram que a adicdo de maiores volumes de DMSO para aumentar a
solubilidade interferiu na proteina.

Em relagdo aos testes de inibicdo da MP™ descritos na literatura, diversos
flavonoides foram validados como capazes de se ligar a MP© do SARS-CoV-2, com
destaque aos flavonoides conjugados, utilizando métodos distintos dos ensaios
enzimaticos. Por exemplo, Su et al. (2020) investigaram novos inibidores do MP®
usando um ensaio de protease FRET e descobriram que a baicaleina e a baicalina
exibem um efeito inibitdrio significativo sobre a MP™.

De acordo com Silva et al. (2020), os resultados sugerem que a rutina, a
nicotiflorina e seus possiveis metabdlitos humanos podem desempenhar um papel
crucial como inibidores do MP® e RdRp do SARS-CoV-2. Esses derivados, que se
espera que estejam presentes no plasma, séo, de fato, 0s compostos mais provaveis
de atingir essas proteinas virais por meio da ingestdo oral desses glicosideos
flavonoides.

O grupo de pesquisa de Lin et al. (2023) examinou 1.019 flavonoides diversos
em relacdo a sua capacidade de inibir o SARS-CoV-2 MP™. Diversas rela¢des
estrutura-atividade foram identificadas entre os compostos ativos, com destaque para
a baicaleina, que demonstrou inibir a replicagdo do SARS-CoV-2. A analise do
mecanismo de agdo da baicaleina revelou que, além de inibir o MP™, ela interfere na
fosforilacdo oxidativa de forma dependente do poro de permeabilidade mitocondrial.
Atualmente, a baicaleina é o unico flavonoide testado in vivo que demonstrou efeito
anti-SARS-CoV-2.

Os testes in vivo sob a baicaleina, foram realizados por Song et al.2021,
resultados mostraram que a baicaleina inibiu o dano celular induzido pelo SARS-CoV-

2 e melhorou a morfologia das células Vero E6 em uma concentragédo de 0,1 uM e
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acima. Além disso, a baicaleina inibiu significativamente a perda de peso corporal, a
replicacdo do virus e aliviou as lesbes do tecido pulmonar em camundongos
transgénicos hACE2 infectados com SARS-CoV-2.

Esses dados corroboram a hipétese de que flavonoides glicosilados ou com
maior quantidade de grupos hidroxilas apresentam um grande potencial no tratamento
da COVID-19, além de possuirem maior solubilidade, o que facilita a execucédo dos

testes enzimaticos.

88


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/angiotensin-converting-enzyme-2

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundacgdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

4. Parte Experimental
4.1. Materiais e Métodos

As analises em cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio e silica gel 60 F2ss-Macherey-Negel Sil
G/UV254. Para a visualizacdo dos compostos nas analises em CCD foi utilizada luz
ultravioleta (254 nm). Todos os pontos de fusdo foram determinados utilizando um
instrumento Quimis® do Brasil, modelo Q340S. Os compostos foram submetidos a
andlises espectroscopicas de RMN de 'H e 3C foram solubilizados em DMSO-ds €
CDCIs e os mesmos foram utilizados como referéncia interna. A aquisicdo dos
espectros de RMN de 'H 300 MHz e 3C (BBD) em 75 MHz foi realizada em
espectrometro Bruker AVANCE DPX-300 e os espectros de RMN de *H 500MHz e
13C (BBD) em 125MHz foi realizada em espectrometro AVANCE NEO-500 do
Laboratorio de Pesquisa de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica
— UFMS. Os deslocamentos quimicos (&) foram registrados em ppm e as constantes

de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.2. Sintese de chalconas através da reacdo de condensacdo de
Claisen-Schmidt

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados acetofenona substituida
(Immol), etanol (2 mL) e NaOH (3M, 1,6 mL). Em seguida, 1,2 eq de benzaldeido
substituido foi lentamente adicionado. A reacdo permaneceu sob agitacdo em
temperatura ambiente por 24 horas. Apés esse periodo, a mistura reacional foi
resfriada em banho de gelo, e HCI concentrado foi adicionado até atingir pH =2,0. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com agua fria e purificado por recristalizacéo
com etanol.

4.3. Sintese de flavondis e derivados esterificados através da reacao

Algar Flynn-Oyamada

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionada uma solugéo aquosa de NaOH
(M, 2 mL) a 1 mmol de chalcona em EtOH (5 mL). A solucdo foi resfriada até a
formacdo de uma suspensao gelada. Em seguida, uma solucdo aquosa de H,O,
(35%, 250 pL) foi adicionada a suspenséo gelada; a mistura foi entdo deixada aquecer

até a temperatura ambiente e agitada por 1-2 horas. Apds esse periodo, foram
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adicionados 3 mL de agua destilada. A mistura reacional foi acidificada com HCI
concentrado (37%) até pH = 2, sob banho de gelo e agitacéo vigorosa. O precipitado

formado foi filtrado, lavado com &gua fria e purificado por recristalizagdo com etanol.

(E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (EM_1la): Cristal amarelo
palido. Rendimento: 67%. Pf 118-120 °C.*H-RMN (CDClz, 300 MHz) & ppm 7.92 (2H,
d, J = 8.5, ArH), 7.75 (1H, d, J = 15.7 Hz, C=CH), 7.56 (2H, d, J = 8.8, ArH), 7.43 (2H,
d, J = 8.3, ArH), 7.33 (1H, d, J = 15.7 Hz, C=CH), 6.90 (2H, d, J = 8.7, ArH), 3.82 (3H,
s, —OCHz3); 13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm 189.1, 161.8, 145.1, 138.9, 136.7, 130.3,
129.8, 128. 8, 127.4,119.1, 114.4, 55.4.

(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona (EM_1b): Cristal
amarelo palido. Rendimento: 86%. Pf 126—130 °C.*H-RMN (CDClsz, 300 MHz) d ppm
7.91 (2H, d, J =8.5, ArH), 7.70 (1H, d, J = 15.7 Hz, C=CH), 7.43 (2H, d, J = 8.5, ArH),
7.28 (1H, d, J = 15.5 Hz, C=CH), 7.12 (1H, d, J = 1.6 Hz, ArH), 7.0,9 (1H, dd, J =
8.1,J=1,4, ArH), 6.81 (1H, d, J = 8.1, ArH), 6.00 (2H, s, —OCH-0); 13C-RMN (CDCls,
75 MHz) 6 ppm 188.9, 150.0, 148.4, 145.1, 139.0, 136.6, 129.8, 129.1, 125.4, 119.4,
108.6, 106.6, 101.6.

(E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-(dimetilamino)fenil)prop-2-en-1-ona (EM_1c): P6 amorfo
amarelo. Rendimento: 73%. Pf 138-140 °C. *H-RMN (CDCIz, 300 MHz) & ppm 7.92
(2H, d, J=8.6, ArH), 7.77 (1H, d, J = 15.5 Hz, C=CH), 7.51 (2H, d, J = 8.9, ArH), 7.42
(2H, d, J =8.6, ArH), 7.25 (1H, d, J = 15.5 Hz, C=CH), 6.66 (2H, d, J = 8.9, ArH), 3,02
(6H, s,—N(CHz3)2); 13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm 189.2, 152.1, 146.3, 138.4, 137.3,
130.5,129.7, 128.7, 122.4, 116.1, 111.7, 40.1.

(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (EM_2a): PO6 amorfo
amarelo. Rendimento: 77%. Pf 90-94 °C. 'H-RMN (CDCIlz, 300 MHz) & ppm 12.93
(1H, s, OH), 7.88 (1H, dd, J = 2.3, 8.6 Hz, ArH), 7.84(1H, d, J = 15.5 Hz, C=CH), 7.59
(2H,d, J =8.6 Hz, ArH), 7.53 (1H, d, J = 15.5 Hz, C=CH), 7.48-7.43 (1H, m, ArH), 7.00
(1H, d, J = 8.4 Hz, ArH), 6.98 (2H, d, J = 8.4 Hz, ArH), 7.01-6.90 (1H, m, ArH), 3,83
(3H, s, OCHs3);13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm 193.6, 163.5, 162.0., 145.3, 136.1,
130.5, 129.5,127.3,120.1, 118.7, 118.5, 117.5, 114.5, 55.4.
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(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxo0l-5-il)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (EM_2b): PO
amorfo amarelo. Rendimento: 71%. Pf 138—140 °C. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm
12.87 (1H, s, OH), 7.85 (1H, J= 1.7, 8.1 Hz, ArH), 7.78 (1H, d, J = 15.5 Hz, ArH), 7.46
(1H, ddd,J =1.7, 7.9, 8.1 Hz, ArH), 7.42 (1H, d, J = 15.5 Hz, ArH), 7.14 (1H,d, J = 1.7
Hz, ArH), 7.10 (1H, dd, J = 1.7, 8.1 Hz, ArH), 7.00 (1H, d, J = 8.1 Hz, ArH), 6.90 (1H,
t,J=7.2,7.5, Hz, ArH), 6.82 (1H, d, J = 7.9 Hz, ArH), 6.00 (2H, s, -OCH0); 13C-RMN
(CDCls, 75 MHz) 6 ppm 193.5, 163.5, 150.2, 148.5, 145.3, 136.2, 129.5, 129.0, 125.7,
120.0, 118.7, 118.5, 117.9, 108.7, 106.7, 101.7.

(E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (EM_2c): Cristais
roxo. Rendimento: 82 %. Pf 178-181 °C.'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm 13.21
(1H,s,0H), 7.91 (1H, d, J = 15.4, C=CH), 7.87 (1H, d, J = 5.2 Hz, ArH), 7.53 (2H, d, J
= 8.9 Hz, ArH),7.45 (1H, d, J = 5.2 Hz, ArH), 7.40 (1H, d, J = 15.4, C=CH), 6,98 (1H,
d, J =7.9 Hz, ArH), 6.90 (1H, t, J = 7.7 Hz, ArH), 6.65 (2H, d, J = 8.9 Hz, ArH), 3.02
(6H, s, —N(CHa)2); 13C-NMR(CDCI3, 75 MHz) & ppm 193.4, 163.4, 152.2, 146.5,
135.5, 130.8, 129.3, 122.2, 120.3, 118.5, 118.3, 114.1, 111.7, 40.0.

(E)-1-(5-cloro-2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona  (EM_3a): PO
amorfo amarelo. Rendimento: 90%. Pf 108—109 °C.*H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm
12.86 (1H, s, OH), 7.88 (1H, d, J = 15.5, C=CH), 7.82 (1H, s, ArH), 7.61 (2H, d, J =8.1
Hz, ArH), 7.42-7.38 (2H, d, J = 15.5, C=CH, ArH), 6.94 (3H, m, ArH), 3.84 (3H, s, —
OCHz); 13C-RMN (CDCls, 125 MHz) & ppm 192.2, 161.9, 161.6, 146.0, 135.4, 130.4,
128.3, 126.6, 122.9, 120.3, 119.7, 116.3, 114.1, 55.0.

(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(5-cloro-2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona

(EM_3b): P6 amorfo amarelo. Rendimento 87%. Mp 142-146. 1H-RMN (CDClIz, 300
MHz) & ppm 12.77 (1H, s, OH), 7.84 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.81 (1H, d, J =25
Hz, ArH), 7.39 (1H, d, J = 8.9, 2.5 Hz, ArH), 7.36 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.19 (1H,
d, J=1.7 Hz, ArH), 6.94 (1H, d, J =8.9 Hz, ArH), 6.84 (1H, J = 8.1 Hz, ArH), 6.05 (2H,
s, —OCH20); *3C-RMN (CDCls, 125 MHz) & ppm 192.6, 162.1, 150.7, 148.6, 146.5,
136.0, 128.8, 128.7, 126.2, 123.5, 120.2, 120.06, 117.3, 108.9, 106.9, 101.9.
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(E)-1-(5-cloro-2-hidroxifenil)-3-(4-(dimetilamino)fenil)prop-2-en-1-ona (EM_3c):
Cristal roxo. Rendimento 82%. Mp 161-163 °C.'H-RMN (CDCIz, 300 MHz) & ppm
13.14 (1H, s, OH), 7.92 (1H, d, J = 15.1 Hz, C=CH), 7.81 (1H, d, J = 2.1 Hz, ArH), 7.54
(2H, d, J =8.7 Hz, ArH), 7.41 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz, ArH), 7.32 (1H, d, J = 15.1 Hz,
C=CH), 6.94 (1H, d, J = 8.8 Hz, ArH), 6.65 (2H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 3.03 (6H, s, —
OCHz); 13C-RMN (CDClIz, 75 MHz) d ppm 192.4, 162.0, 152.6, 147.6, 135.4, 131.2,
128.6, 123.2,122.1, 121.1, 120.1, 113.4, 111.8, 40.1.

(E)-1-(5-fldoro-2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona  (EM_4a): PO
amorfo amarelo. Rendimento 84%. Mp 124-125 °C. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm
12.64 (1H, s, OH), 7.91 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.62 (2H, J = 8.7 Hz, ArH), 7.59
(1H, dd, J = 9.2, 3.0 Hz, ArH), 7.40 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.22 (1H, m, ArH),
6.94 (3H, m, ArH), 3.8 (3H, s, —OCH?3); 3C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm 192.7, 162.2,
159.6, 156.4, 146.2, 130.7, 127.0, 123.4, 119.7 119.7, 116.9, 114.5, 114.2, 55.4.

(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-i)-1-(5-flGoro-2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
(EM_4b): P6 amorfo amarelo. Rendimento 77%. Mp 168-171 °C.*H-RMN (CDClIz, 300
MHz) & ppm 12.61 (1H, s, OH), 7.89 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.58 (1H, dd, J = 9.2,
2.8 Hz, ArH), 7.38 (1H, d, J = 15.3 Hz, C=CH), 7.29 (1H, m, 1H), 7.23-7.15 (2H, m,
ArH), 7.01 (1H, dd, J = 9.1, 4.6 Hz, ArH), 6.88 (1H, d, J = 7.9 Hz, ArH), 6.05 (2H, s, —
OCH:0); 3C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm 192.7, 159.8, 156.5 ,150.6, 148.6, 146.3,
128.9, 126.1, 123.9, ,119.9,117.5, 114.3,108.9, 106.9, 101.9.

(E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(5-fldoro-2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona(EM_4c):
Cristal vermelho. Rendimento 96%. Mp 186-189 °C. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz) d ppm
12.95 (1H, s, OH), 7.94 (1H, d, J = 15.1 Hz, C=CH), 7.56 (3H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 7.31
(1H, d, J = 15.1 Hz, C=CH), 7.20-7.15 (1H, m, ArH), 6.97 (1H, dd, J = 4.5, 9.1 Hz,
ArH), 6.68 (2H, d, J = 8.5 Hz, ArH), 3.04 (6H, s, —OCH3); 13C-RMN (CDCls, 75 MHz) &
ppm 192.6, 159.7, 156.5, 152.7, 147.6,131.2, 122.9, 1222, 119.7,119.6, 114.3, 113.6,
111.9, 40.2.

3-hidroxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromeno-4-ona (EM_f12a): P6 amorfo amarelo.
Rendimento 71%. Mp 233-235 °C.*H-RMN(DMSO-ds, 500 MHz) & ppm 9.23 (1H, s,
OH), 8.17 (2H, dt, J = 8.9, 3.0, 2.1 Hz, ArH), 8.10 (1H, dd, J = 6.3, 1.5 Hz, ArH), 7.76
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(1H, dt, J = 7.8, 1.0 Hz, ArH), 7.71 (1H, dd, J = 8.6, 1.0 Hz, ArH), 7.45 (1H, dt, J = 7.8,
1.0 Hz, ArH), 7.11 (2H, dt, J = 8.9, 3.0, 2.1 Hz, ArH), 3.84 (3H, s, —OCHa); 3C-RMN
(DMSO-ds, 125 MHz)) & ppm 172.4, 160.3, 154.3, 145.5, 137.9, 133.2, 129.2, 124.5,
124.2,123.4, 121.2, 118.0, 113.9, 55.2.

2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-hidroxi-4H-cromeno-4-ona (EM_f12b): P& amorfo
amarelo. Rendimento 70%. Mp 213-215 °C.*H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) & ppm 9.52
(1H, s, OH), 8.10 (1H, d, J = 8.1 Hz, ArH), 7.84 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz, ArH), 7.78—
7.75(3H, m, ArH), 7.47 (1H, td, J =8.1, 6.4, 1.7 Hz, ArH), 7.11 (1H, d, J = 8.3 Hz, ArH),
6.12 (2H, s, —OCH20); *C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) d ppm 172.6, 154.3, 148.5,
147.5, 145.0, 138.3, 133.5, 125.0, 124.6, 122.7, 121.2, 118.3, 108.4, 107.5, 101.6.

2-(4-(dimetilamino)fenil)-3-hidroxi-4H-cromeno-4-ona (EM_f12c): Cristal laranja.
Rendimento 79%. Mp 182-183 °C.'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) d ppm 9.16 (1H, s,
OH), 8.12 (1H, d, J = 8.8 Hz, ArH), 8.09 (1H, dd, J = 7.8, 1.4 Hz, ArH), 7.69-7.75 (2H,
m, ArH), 7.44 (1H, t, J = 7.3, 7.4 Hz, ArH), 6.83 (2H, d, J = 8.8 Hz, ArH), 2.99 (6H, s, —
N(CHs)2); 3C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) 5 ppm 171.9, 154.2, 151.0, 146.8, 137.2,
133.0, 128.9, 124.6, 124.3, 121.4, 118.1, 117.9, 111.4, 39.6.

6-cloro-3-hidroxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromeno-4-ona (EM_f13a): P& amorfo
amarelo. Rendimento 86%. Mp 207—208 °C.*H-RMN (DMSO-ds, 500 MHZz) & ppm 9.44
(1H, s, OH), 8.19 (2H, dt, J = 9.2, 2.9 Hz, ArH), 8.02 (1H, t, J = 1.4 Hz, ArH), 7.79 (2H,
d, J=1.8 Hz, ArH), 7.12 (2H, dt, J = 9.2, 2.9 Hz, ArH), 3.85 (3H, s, —-OCH3); 1*C-RMN
(DMSO-ds, 125 MHz) & ppm 171.3, 160.5, 152.8, 146.1, 138.1, 133.1, 129.3, 128.7,
123.1,122.3, 120.6, 113.9, 55.2.

6-cloro-2-(4-(dimetilamino)fenil)-3-hidroxi-4H-cromeno-4-ona (EM_f13c):Cristal
laranja. Rendimento 79%. Mp 235-238 °C. H-RMN (DMSO-des, 500 MHz) & ppm 8.98
(1H, s, OH), 8.11 (2H, dt, J = 9.1, 3.0 Hz, ArH) 7.99 (1H, t, J = 1.7 Hz, ArH), 7.73-7.71
(2H, m, ArH), 6.83 (2H, dt, J = 9.1, 3.0 Hz, ArH), 7.11 (1H, d, J = 8.3 Hz, ArH), 3.01
(6H, s, —=N(CHz)2); 13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm 170.5, 152.5, 151.0, 147.2,
137.0, 132.4, 128.7,128.4, 123.1, 122.3, 120.2, 117.4,111.1, 39.2.
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4.4. Ensaios Enzimaticos com a MP™® do SARS-CoV-2

A expresséo e purificacdo da enzima MP™ foram realizadas pela estudante Mariana
Ortiz de Godoy e fornecidas pelo Prof. Dr. Rafael V. C. Guido, do Instituto de Fisica -
Séo Carlos (Universidade de Séao Paulo de Séo Carlos).

Os ensaios enzimaticos foram conduzidos em placas de 96 pocos de fundo plano,
em triplicata, com fluorescéncia medida em 320/410 nm utilizando um Cytation 5 Cell
Imaging (Biotek). Os testes foram realizados em uma solugéo tampao de TRIS-HCI
20 mM, pH 7,3, contendo 1 mM de EDTA, 0,5% de DMSO, 5 mM de DTT, 0,01% de
Triton X-100, 20 nM da enzima MP©° e 10 uM do substrato MCA-AVLQSGFR-
LyS(Dnp)-Lys (Sigma), em um volume final de 100 pL.

A inibicéo relativa dos compostos foi calculada com base na taxa inicial de reacéo
na presenca de DMSO. A triagem inicial foi realizada a 20 uM devido a baixa
solubilidade dos compostos. O composto EM_3C apresentou solubilidade no tampao
do ensaio a 50 pM, na presenca de 5% de DMSO na solu¢édo tampdao, e também foi
testado nessa condicao.

Os compostos foram pré-incubados por 10 minutos na presenca da enzima,
seguida da adicao da solucao contendo o substrato. A taxa de reacéo foi monitorada
imediatamente por 5 minutos a 37 °C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
e conduzidos em duas repeticdes independentes.
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5. Concluséao

Nossas estratégias sintéticas demonstraram ser versateis, escalaveis, de facil
reproducdo e economicamente viaveis, permitindo a obtencdo de altos
rendimentos de derivados de flavonoides. No entanto, os compostos avaliados néo
apresentaram atividade significativa, sendo a maior inibicdo da MP™© observada de
31+1% para o composto EM_3C, o que justificou a ndo realizacdo de testes

adicionais.

A comparacao com dados da literatura revelou que flavonoides potencialmente
ativos possuem um elevado nimero de substituicdes por grupos hidroxila ou estao
na forma de flavonoides glicosilados. Dessa forma, conclui-se que a presenca de
grupos hidroxila € um fator determinante na relacdo estrutura-atividade dos

flavonoides com a enzima MP'°,
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7. ANEXOS 1
Espectros de RMN 'H e 3C
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Espectro 27.Espectro de RMN de 3C (75 MHz em CDCI3) do composto EM
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Espectro 29.Espectro de RMN de 13C (75 MHz em CDCI3z) do composto EM
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Espectro 31.Espectro de RMN de 13C (75 MHz em DMSOds) do composto EM
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Espectro 32.Espectro de RMN de *H (300 MHz em DMSOds) do composto EM_F12b
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Espectro 33.Espectro de RMN de 13C (75 MHz em DMSQOds) do composto EM_F12b
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Espectro 34.Espectro de RMN de *H (500 MHz em DMSOds) do composto EM_F12c
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Espectro 35.Espectro de RMN de 13C (125 MHz em DMSOds) do composto EM_F12c
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Espectro 36.Espectro de RMN de *H (500 MHz em DMSOds) do composto EM_F13a
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Espectro 37.Espectro de RMN de 3C (125 MHz em DMSOds) do composto EM_F13a
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