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Descoberta e desenvolvimento de candidatos antivirais contra
a protease NS2B-NS3pro de Zika vírus

GODOY, Andre Schutzer de1; NOSKE, Gabriela Dias1; DOLCI, Isabela1; OLIVA, Glaucius1;
FERNANDES, Rafaela Sachetto1; CIPRIANO, Lavínia1

isabeladolci@ifsc.usp.br

1Instituto de Física de São Carlos - USP

O vírus Zika (ZIKV) é responsável pela febre zika, uma arbovirose que se tornou um problema de
saúde pública em 2015/2016, principalmente no Brasil, relacionado a casos de microcefalia e síndrome
de Guillain-Barré. A falta de tratamentos específicos e vacinas disponíveis explicita a necessidade de
desenvolvimento de tratamentos eficazes. (1) O domínio da protease NS3, que requer NS2B como
seu co-factor, é responsável pela clivagem da poliproteína viral imatura nas proteínas NS maduras,
representando assim um alvo interessante para o desenvolvimento de medicamentos. O uso de ensaios
baseados em enzimas virais, como a protease de ZIKV (NS2B-NS3pro), é uma estratégia eficaz para
triagem de bibliotecas de compostos em busca de inibidores. O objetivo deste trabalho é identificar e
caracterizar compostos com ação anti-ZIKV. Inicialmente será feita a expressão e purificação da protease
recombinante de ZIKV a partir do plasmídeo bZiPro (Addgene), em seguida será feita a avaliação
em formato de triagens de alta performance de bibliotecas de compostos contra o complexo ZIKV
NS2B-NS3pro, por meio de ensaios enzimáticos, este que será realizado manualmente e consistirá em
medir a fluorescência obtida pela reação entre a NS2B-NS3pro e o substrato comercial BZ-NKRR-AMC
(International Peptides), que resulta na liberação de 7-amino-4-metilcumarina (AMC). (2) Os compostos
que inibirem o complexo serão validados em ensaios celulares com o replicon subgenômico de ZIKV,
um sistema auto-replicativos nos quais os genes que codificam as proteínas estruturais do vírus são
substituídos por um gene repórter, como uma luciferase, será utilizada a linhagem de células de mamíferos
previamente desenvolvida pelo grupo de pesquisa, denominada BHK-21-RepZIKVIRES-Neo, que expressa
o replicon subgenômico de ZIKV contendo a Renilla luciferase como proteína repórter. (3) Dessa forma,
os efeitos inibitórios dos compostos na replicação do RNA viral podem ser facilmente avaliados medindo-se
a redução dos sinais luminescentes ou fluorescentes.
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