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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (VSR) é a principal causa de internacdes por doencas
respiratorias em criancas menores de 5 anos, especialmente na primeira infeccéo, podendo
causar pneumonia ou bronquiolite. Ainda ndo existe tratamento eficaz contra o VSR. A proteina
de Matriz (M), composta por 256 aminoacidos, é fosforilada, ndo glicosilada, e essencial para
0 brotamento e disseminacédo viral, situando-se entre o complexo ribonucleoproteico e a
bicamada lipidica do virus. Tendo em vista a importancia da proteina M e sua funcéo primordial
no brotamento de particulas virais eficientes, o objetivo do trabalho foi mapear a interacdo dos
compostos naturais Chalcona, Cumarina, Quercetina e Kaempferol através das técnicas de STD-
RMN, Dicroismo Circular e Espectroscopia de fluorescéncia e para abordagem computacional,
simulacdes de Docking Molecular e Dinamica Molecular foram realizados a fim de caracterizar
0 ambiente quimico por tras da interacdo entre a proteina M e ligantes. A proteina M foi obtida
de forma recombinante, expressa a partir de E.coli RIL DE3 e purificada através de
cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. Em suma, os resultados mostram que o
mecanismo de interagdo entre 0s compostos e a proteina M séo dirigidos principalmente pelo
efeito hidrofobico que direciona as moléculas no sitio de interacdo, efeito esse dominado pelo
aumento da entropia e entalpia vistos pela espectroscopia de fluorescéncia, sem promover o
desenovelamento da proteina visto por Dicroismo Circular. As maiores constantes de
associagédo obtidas foram para o composto Chalcona e Cumarina, em seguida dos compostos
Kaempferol e Quercetina (5,7 x 10% 5,7 x 10%; 3,4 x 10* e 3,1 x 10* M respectivamente). De
maneira geral, nenhum dos ligantes afetou a estrutura da proteina, aumentando e diminuindo a
flexibilidade de pequenos residuos locais devido a sua interacdo, mantendo as estruturas
secundarias e terciarias. Outro aspecto importante foi o estudo do numero de contatos e
interacdes de hidrogénios entre os atomos de cada ligante e a proteina M que mostraram uma
mesma faixa de nimero de contatos (600-900) que evidencia que o sitio em questdo ndo se
altera conformacionalmente devido a presenca dos compostos, estabilizando o complexo e
flutuando pouco a diferenca desses contatos entre as moléculas. Ambas as interacdes acontecem
na interface dimérica da proteina e apesar de ndo haver a associacdo das unidades monoméricas,
a interacdo dos compostos pode ser promissora para impedir a ligacdo de M com outras
proteinas celulares e virais durante o curso da infeccao.

Palavras-chave: proteina de matriz (m); virus sincicial respiratorio; flavondides e compostos
cumarinicos; espectroscopia de fluoréscencia e dicroismo circular; std-rmn; docking e dinamica
molecular.



ABSTRACT

The Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the leading cause of hospitalizations due to
respiratory diseases in children under five years old, especially during the first infection, which
can lead to pneumonia or bronchiolitis. There is still no effective treatment against RSV. The
Matrix (M) protein, composed of 256 amino acids, is phosphorylated, non-glycosylated, and
essential for viral budding and dissemination. It is located between the ribonucleoprotein
complex and the viral lipid bilayer. Given the importance of the M protein and its critical role
in the budding of efficient viral particles, the objective of this study was to map the interaction
of the natural compounds Chalcone, Coumarin, Quercetin, and Kaempferol using STD-RMN,
Circular Dichroism, and Fluorescence Spectroscopy. Additionally, computational approaches
such as Molecular Docking and Molecular Dynamics simulations were performed to
characterize the chemical environment underlying the interaction between the M protein and
the ligands.The M protein was recombinantly obtained, expressed in E. coli RIL DE3, and
purified using affinity and size-exclusion chromatography. In summary, the results show that
the interaction mechanism between the compounds and the M protein is mainly driven by
hydrophobic effects, which guide the molecules to the interaction site—an effect dominated by
entropy and enthalpy gains as observed by fluorescence spectroscopy—without causing protein
unfolding, as shown by Circular Dichroism. The highest dissociation constants were observed
for Chalcone and Coumarin, followed by Kaempferol and Quercetin (5.7 x 10%; 5.7 x 10%; 3.4
x 10* and 3.1 x 10* M, respectively). Overall, none of the ligands significantly altered the
protein structure. Instead, they modulated the flexibility of specific local residues through their
interaction, while preserving the secondary and tertiary structures. Another important finding
was the analysis of the number of hydrogen bonds and contact points between each ligand and
the M protein, which revealed a consistent range of contact numbers (600-900). This indicates
that the binding site does not undergo conformational changes in the presence of the
compounds, contributing to complex stabilization with minimal fluctuations in interaction
patterns. All interactions occurred at the dimeric interface of the protein. Although there was
no dissociation of the monomeric units, the compound interactions may represent a promising
strategy to prevent M from binding to other cellular and viral proteins during infection.

Keywords: matrix protein (m); respiratory syncytial virus; flavonoids and coumarin
compounds; fluorescence spectroscopy and circular dichroism; std-rmn; molecular docking and
dynamics.
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temperaturas 288, 298 e 308 K. Em vermelho é representado a variacdo da energia
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de 100ns. De maneira geral, o resultado indica que o sitio testado é uma regido estavel,
com os parametros experimentais respeitados, sendo uma boa hipotese da interacao.
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Ksv Constante de Stern-Volmer

Kb Constante de ligacao

BME pS-mercaptoetanol

CD- dicroismo circular

D.O Densidade optica

DMSO Dimetilsulfoxido

DTT- ditiotreitol

hMPV Metapneumovirus humano

hRSV- Virus Sincicial Respiratorio Humano
IFN-y Interferon gama

IRAS Infeccdes respiratdrias agudas

NS1- proteina ndo estrutural 1 do hRSV
NS2- proteina ndo estruturall 2 do hRSV
RNP- complexo ribonucleoproteico

n Numero de ligantes por sitios de ligacédo
OMS Organizacao Mundial da Saude
SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
Sédio

TLRs Receptores Toll like

UV Ultravioleta

Vis Visivel
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1. INTRODUCAO

1.1 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR): HISTORICO, FISIOPATOLOGIA E
EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA

As infecches respiratdrias agudas sdo descritas desde a antiguidade por egipcios,
chineses e gregos e 0s virus respiratorios ocupam um papel de destaque dentre as possiveis
etiologias para essas infeccOes. Atualmente, o Virus Sincicial Respiratorio (VSR) é o patdgeno
mais comumente identificado em recém-nascidos e criancas acometidas por infeccdes
respiratorias agudas (COLLINS et al., 2007; L1 Y et al., 2022). Embora a maioria dos casos
fatais ocorra entre criangas que vivem em paises em desenvolvimento, a mortalidade e o
impacto econémico substanciais a curto prazo resultam num fardo igualmente elevado nos
paises desenvolvidos. As infec¢des por VSR no inicio da vida, estdo associadas a disfuncao
respiratoria de longo prazo (COLLINS et al., 2007) e, estima-se, que das 101.400 mortes
globais secundarias ao VSR em 2019, 97% ocorreram em paises em desenvolvimento
(BRUNWASSER et al., 2020).

No Brasil, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), em 2023
até a semana epidemiologica 52 (SE52), foram detectados niveis epidémicos para sindromes
respiratorias agudas graves (SRAG), com elevada atividade do VSR. Mesmo com o aumento
da circulacdo de outros virus como SARS-Cov-2, o0 nimero de hospitalizagdes de criancas <5
anos por SARS-CoV-2 permaneceu em 6.022 casos enquanto para o VSR foi registrado 24.349
casos com SRAG. Ja no panorama global das infeccdes respiratdrias, isto é, 0 nimero de casos
no Brasil sem levar em conta 0s grupos, idades ou etnias até o inicio de 2023, houve a co

circulacdo de Influenza, Covid-19 e VSR, como mostra a figura abaixo.
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Figura 1. Comparacdo global de casos de SRAG no Brasil entre julho de 2022 e janeiro
de 2023 de acordo com os virus detectados nas amostras de casos positivos.

® Influenza ® RSV @ SARS-CoV-2

casos +

jul 2022 jan 2023

Fonte: adaptado OPAS (2023).

Em 1956, o virus foi isolado pela primeira vez a partir de chimpanzés com sintomas
clinicos comuns as doencas respiratdrias: coriza, tosse e espirros. Foi constatado que 100% das
colénias de chimpanzés estavam infectadas e o agente patogénico foi denominado agente de
coriza em chimpanzés (chimpanzee coryza agent - CCA). O material isolado foi inoculado em
diversos animais de laboratdrio, porém somente os primatas desenvolveram os sinais da doenca
(BLOUNT et al.,1956). Posteriormente, um virus similar ao CCA foi isolado de duas criancas
hospitalizadas nos Estados Unidos, sendo que uma apresentava pneumonia e a outra
laringobronquite (crupe). Sendo assim, devido a sua afinidade pelo aparelho respiratorio e a sua
capacidade de formar sincicios em culturas celulares, o nome do virus foi substituido por Virus
Sincicial Respiratorio (CHANOCK et al., 1957).

As manifestacdes clinicas incluem bronquiolite e pneumonia (infeccédo e inflamacéo das
vias aéreas bronquiolares distais e regides pulmonares alveolares), acompanhadas de sintomas
como sibilos, tosse e desconforto respiratorio (CERVANTES et al., 2016). A bronquiolite pode
causar obstrucdo dos limens ja estreitados das vias aéreas bronquiolares, restringindo o fluxo
de ar normal através dos bronquiolos e, subsequentemente, levando ao aprisionamento de gases
pulmonares, taquipneia grave, hiper expansdo toracica, aumento da frequéncia respiratoria e
insuficiéncia pulmonar (MUNDAY et al., 2015; OLCHANSKI et al., 2018). O VSR também
pode causar pneumonia em bebés, seja diretamente pela infeccdo do epitélio alveolar,

disseminacdo da inflamagdo das vias aéreas distais para o alvéolo, (YANG et al., 2015;
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TERHOHEIKKINEN et al., 2015) deficiéncia respiratoria e morte (LAMARAO et al., 2012).
Além disso, a infec¢do por VSR na infancia tem sido associada a reinfecgdo, que pode levar a
sequelas cronicas, como asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) tardiamente
(YANG et al., 2015).

A manifestacdo da infecgdo pelo VSR segue um padrdo semelhante na maioria dos
bebés, embora a gravidade da doenga varie dramaticamente. A maioria dos bebés e criancas
geralmente desenvolvem sintomas 4 a 6 dias ap0s a primeira exposicéo ao VSR (PERSSON et
al., 2014). Os sintomas incluem congestdo nasal com secre¢do de muco e febre baixa, seguida
de tosse e sintomas respiratdrios como retracdes toracicas e chiado no peito, a marca registrada
de bronquiolite (JHA et al., 2016). Os achados radiograficos de térax sdo variaveis, com
anormalidades leves revelando infiltrados alveolares, sugestivos de atelectasia obstrutiva ou
pneumonia viral (KALER et al., 2023). Além disso, idosos e imuno comprometidos também
sdo alvos de infeccdo por VSR e podem desenvolver sintomas graves da doenca
(PIEDIMONTE et al., 2015).

A replicacdo viral induz a producdo de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais
respiratorias, contribuindo com a patogénese da doenca. A descamacao das células epiteliais, o
edema da superficie mucosa e 0 aumento da reatividade da musculatura lisa das vias aéreas
ocasionam os sintomas respiratérios da bronquiolite aguda (GRIFFITHS et al.,2017).

Dentre os mediadores inflamatorios que contribuem para patogénese da doenga, as ILC2
sdo ativadas diretamente pelas citocinas associadas ao epitélio 1L-25, IL-33 e TSLP, que sdo
fortes promotores de respostas imunes Th2 (MESEV et al., 2019; HIJANO et al., 2019; XIE et
al., 2019). Também foi demonstrado que a IL-1p € um ativador critico dos ILC2, uma vez que
pode regular a expressdo dos receptores de citocinas epiteliais, promover a proliferacdo e a
producdo de citocinas (IMANI et al., 2012; VAN et al., 2022). A infeccdo por VSR em
camundongos e bebés promoveu a ativacdo da via da IL-1p, o que levou a inducéo de citocinas
participantes da resposta inata (CCL2, TSLP e IL-33) pelo epitélio das vias aéreas, e a inibicdo
da via da IL-1PB com antagonista do receptor de IL-1 durante a infeccdo por VSR (HUANG et
al., 2016). Além disso, um conjunto de mecanismos e cascatas de sinalizacBes sdo hiper
expressos no curso da infeccdo e diversos outros fatores e citocinas sdo suprimidos (Figura 2),
permitindo o aumento da infecgdo viral (SUN et al., 2017; SOKOL et al., 2015).
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Figura 2. Mecanismo imuno modulatorio dos fatores super expressos (seta vermelha) e
hipo expressos (seta azul) no curso da infec¢do pulmonar pelo Virus Sincicial Respiratorio.
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Fonte: autoria prépria.



1.3 CLASSIFICACAO, CICLO REPLICATIVO E TRATAMENTOS DISPONIVEIS

O VSR é classificado na familia Pneumoviridae na ordem Mononegavirales (ESNEAU
et al., 2019) e existe como dois subgrupos antigénicos, tipo A e tipo B, que podem ser
diferenciados pelo sequenciamento de nucleotideos e pelo padrdo de reacdo de anticorpos
monoclonais a Glicoproteina (G) e a proteina de Fusdo (F) (HOGAN et al., 2018). O virion
consiste em particulas esféricas de 100 a 350 nm formadas por nucleocapsideo envolto num
envelope lipidico derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira (COLLINS et al.,
2013).

Apresenta-se como um virus de RNA de cadeia simples senso negativo, envelopado que
codifica 11 proteinas, sendo a nucleoproteina de ligagcdo ao RNA (N) a glicoproteina (G) e uma
pequena proteina hidrofobica (SH), a larte polimerase (L), e a fosfoproteina (P) presentes no
envelope viral.

A infeccdo na célula hospedeira comega com a adsor¢do do VSR pela ligacdo da
proteina G as proteinas de superficie celular. Apos a adsorcdo do viron a célula hospedeira,
ocorre a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma celular em um processo conhecido como
desnudamento mediado pela proteina F que se liga a receptores do tipo Toll like 4 (TLR4),
desencadeando a ativacdo de quinases que potencializam a entrada de particulas virais
(COLLINS et al., 2013). Durante ou apo6s a ligacdo ao receptor, o envelope viral se funde a
membrana da célula hospedeira liberando o contedo da particula viral infectante e, em seguida,
ocorre a associacdo do complexo RNP da proteina de Matriz pela fosforilacdo da proteina P.

Com a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma e a ligagdo ao receptor, inicia-se o
processo de transcri¢do do genoma viral. Uma vez dentro do citoplasma, o RNA de fita simples
sentido negativo é transcrito pela RNA polimerase RNA dependente aderindo-se a regido leader
no extremo 3’ do genoma que ndo apresenta funcdo decodificadora. A transcrigdo € iniciada no
primeiro nucleotideo, tendo como produto mMRNASs para a traducao das proteinas estruturais do
virus e ainda, servindo de molde para a replicacdo do genoma simultaneamente. (COLLINS et
al., 2013).

As proteinas NS1 e NS2 séo responsaveis pela inibi¢do dos IFNs do tipo I, IFN-o e IFN-
B presentes nas células epiteliais das vias respiratorias, bloqueando uma resposta imunoldgica
efetiva contra 0 VSR (SCHMIDT & VARGA et al., 2017; THRONHILL et al., 2020). Apos a
sintese das proteinas e a replicagdo do material genético, a montagem e brotamento dos virions
maduros de VSR ocorrem na membrana plasmatica, onde contém bolsas lipidicas modificadas

pelo virus envolvendo todas as proteinas de superficie virais e a proteina de matriz (M). Dentro
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do virion, a proteina M se liga a proteina M2-1 do complexo RNP e recruta esta estrutura para
a membrana celular para a montagem do virus e a ruptura das células infectadas para a fuséo
do virus com células adjacentes (COLLINS et al., 2013; LAY et al.,2019).

Figura 3. Estrutura da particula viral evidenciando as proteinas que comp&e o Virus
Sincicial Respiratério Humano (VSR). No envelope viral estdo presentes as proteinas G, F e
SH responséveis pelas etapas de adsorcdo, fusdo do envelope viral a bicamada lipidica do
hospedeiro e mediacdo da permeabilidade da membrana através dos canais idnicos,
respectivamente. No interior da particula viral estdo presentes as proteinas N, L e P associadas
ao RNA gendmico para formacdo da particula viral e ainda, as proteinas M2-1 que compdem
um importante sistema de regulacdo do ciclo de replicacdo viral e a proteina M, responsavel
pela etapa de brotamento da particula viral.
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Dentre as terapias mais utilizadas para o VSR estdo a ribavirina e o anticorpo
monoclonal Palivizumab. O Palavizumab (Synagis®), um anticorpo IgGl monoclonal
humanizado produzido para reconhecimento a proteina F do hRSV, foi desenvolvido em 1998
e seu uso é atualmente limitado a prematuros com doenga pulmonar cronica (DLC) de
prematuridade definida como idade gestacional <32 semanas de gestacdo e necessidade de
oxigénio suplementar nos primeiros 28 dias de vida (HOGAN et al., 2018; XIE et al.,2019).
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A Ribavirina, € um analogo de nucleosideo sintético com ampla atividade in vitro contra
uma variedade de virus de RNA e DNA. Em 1993, o Comité de Doencas Infecciosas da
Academia Americana de Pediatria (AAP) apoiou o0 uso da Ribavirina, que permaneceu como
Unico agente antiviral licenciado para o tratamento de infeccBes graves por VSR, por um
farmaco de amplo espectro. No entanto, a recomendacdo foi revista em 1996. O uso de
Ribavirina foi limitado a pacientes imunocomprometidos com VSR por requerer administragéo
prolongada de aerossol, riscos de potencial toxicidade, efeitos teratogénicos durante a gravidez,
altos gastos para terapia e necessidade de internacdo e manutencdo hospitalar (COLLINS et al.,
2013).

Durante décadas, varios compostos foram testados contra 0 VSR e esbarraram em
aspectos clinicos como baixa eficacia, baixa seguranca de administracdo, efeitos colaterais
graves, reacoes clinicas exacerbadas como na tentativa de inativacéo viral por Formalina, dentre
outros aspectos que levaram o uso de terapias como a Ribavirina e o Palivizumab até os dias
atuais (GOMEZ et al., 2014; HAMMIT et al., 2022).

Em agosto de 2023, a Food and Drug Administration (FDA) nos EUA aprovou a
primeira vacina que protege os recém-nascidos de infecgdes por VSR. A vacina, produzida
pela Pfizer, é administrada as mées no final da gravidez e oferece protecdo aos bebés durante
0s primeiros seis meses de vida. Ainda assim, a vacina, aplicada de 32 a 36 semanas de idade
gestacional, ndo confere protecéo a longo prazo. Nos primeiros trés meses apds 0 nascimento,
a vacina foi 82% eficaz na prevencdo de doengas graves e ap0s 6 meses foi tdo eficaz quanto
um placebo (FLEMING-DUTRA et al., 2023).

Uma anélise da agéncia descobriu que havia uma proporcao ligeiramente maior de parto
prematuro em bebés cujas mées receberam a vacina em comparacdo com aqueles que receberam
placebo: 5,7% contra 4,7%, respectivamente. A diferenca ndo foi considerada estatisticamente
significativa. A Pfizer planeja um grande estudo de seguranca pos-mercado que usarad grandes
bancos de dados de reivindicacbes comerciais, para ajudar a avaliar os pontos finais de
seguranca — incluindo nascimento prematuro — em todos que recebem a vacina (FLEMING-
DUTRA et al., 2023).

Em dezembro de 2023, foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) o registro da primeira vacina contra o virus sincicial respiratorio (RSV), voltada para
idosos. A liberacédo foi concedida ao imunizante Arexvy, da farmacéutica GSK, que demonstrou
eficacia de 94,1% e esta indicada para pessoas com idade superior ou igual a 60 anos (AREXVY
2023).
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Os agentes antivirais experimentais para VSR em testes, podem ser classificados em
inibidores de fusdo, com objetivo de bloquear a entrada do virus na célula hospedeira e
inibidores de replicacdo, que interferem multiplicacdo ou montagem de virus. No entanto, ndo
ha ainda agentes antivirais em estudo até o presente momento para a proteina de Matriz (M),
responsavel pelo processo de montagem e brotamento da particula viral como evidenciado na
Figura 4.

Figura 4. Esquema das etapas de replicacdo do Virus Sincicial Respiratdrio (numerados
esquematicamente de 1 a 5) e 0s respectivos agentes antivirais atualmente em fase de
desenvolvimento de teste e alvos proteicos.
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1.4 CARACTERIZACAO DA PROTEINA M E SUA IMPORTANCIA NA INFECCAO

A proteina de Matriz (M) é uma proteina fosforilada, ndo glicosilada que contém 256
residuos de aminoacidos e faz parte da estrutura do virion. Seu perfil estrutural € semelhante a
de outras proteinas M de outros Mononegavirus, com uma regidao de baixa hidrofobicidade na
porgdo NH2 seguido por um aumento na hidrofobicidade em dire¢do ao terminal COOH que
contém regides predominantemente hidrofobicas (GHILDYAL et al., 2009).

A porcéo hidrofébica C-terminal da proteina apresenta curtas regiées (110-183 residuos)
para atuarem como dominios intrinsecos, mas permitem ligacdo a membrana plasmatica dos
pneumocitos da célula hospedeira cuja carga residual é negativa, (COLLINS, et al., 2013)
promovendo assim a interacdo da porcdo do envelope da bicamada lipidica com o
nucleocapsideo.

A Figura 5a representa a estruturacdo dos residuos de aminoacidos do dominio da
proteina M, destacando o sinal de localizagcdo nuclear (NLS) dentro do dominio central de
ligacdo aos acidos nucleicos, que também inclui dois grupos de residuos criticos para a ligagéo
do RNA (residuos 121-130 e 154-172) (RODRIGUEZ et al., 2004), bem como o sinal de -
exportacdo nuclear (NES) em direcdo ao terminal COOH. Esses sinais de direcionamento
nuclear conferem reconhecimento pela maquinaria de transporte da célula hospedeira,
permitindo que M transite entre o nucleo e o citoplasma (SHAHRARI et al., 2016; GHILDYAL
et al., 2003; GHILDYAL et al., 2009) de vérios locais de fosforilacdo conhecidos, Ser95 e
Thr205 (dentro do NES) capazes de ser fosforiladas pela proteina quinase CK2 (CK2) e regular
o trafego nucleocitoplasmatico da proteina M, bem como a oligomerizacéo da proteina mediada
pela fosforilagdo dos residuos de Ser95 e Thr205 (GHILDYAL et al., 2022).

Duas estruturas cristalograficas depositadas no Protein Data Bank (PDB) por Foster et
al. (2015), mostraram que a proteina M necessita do processo de dimerizacao para desempenhar
sua atividade biologica (Figura 5b). Ambas as estruturas indicam que o monémero da proteina
compreende dois dominios compactos e ricos em folhas beta (~14 kDa cada) separados por uma

regido curta e ndo estruturada, com uma area de ~600 A2 de carga superficial positiva
abrangendo ambos os dominios, provavelmente conferindo interacdo com superficies de
membrana carregadas negativamente ou regides de alta hidrofobicidade (FOSTER et al., 2015).
A interface dos dimeros é compreendida pelos residuos 63 a 68, 92 a 105, 129 a 134,

144, 163, 225 a 235 e foi demonstrado que todos os residuos sdo necessarios para a formacao
de um dimero estavel (Figura 5¢c) (FOSTER et al., 2015; TREVISAN et al., 2018). Ainda, 0s
sinais de direcionamento nuclear, bem como locais de fosforilagdo que podem regular sua

atividade e oligomerizacdo, sdo acessiveis na superficie do dimero.
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Figura 5. Apresentacdo esquematica da proteina M. (A) representagcdo dos dominios
funcionais da proteina. Foi utilizado o codigo de aminoécidos de uma Unica letra, onde 0s
nameros se referem a posi¢do do residuo de amino&cido na proteina. As localiza¢Ges do sinal
de exportacdo nuclear (NES; residuos hidrofobicos em preto), a sequéncia de localizacdo
nuclear (NLS; residuos basicos em preto), o dominio de ligacdo ao acido nucleico (NBD; roxo)
e as regides hidrofébicas (Hyd; em caixas amarelas) sdo indicadas. Os principais residuos
importantes para a ligacdo do RNA (240, 570) no &cido nucleico estéo destacados em vermelho.
Os locais de fosforilagdo da proteina quinase CK2 (S95, T205) que regulam o trafego
nucleocitoplasmatico estéo destacados (linhas verticais azuis). (B) Dimero RSV M mostrando
os dominios estruturais e residuos-chave usando o mesmo esquema de cores que em A. A regido
hidrofébica e NBD sdo apresentados no monémero ciano; os residuos de fosforilagdo NLS,
NES e CK2 sdo destacados no monémero cinza. (C) Modelo dimérico da estrutura da proteina
M evidenciando os aminoacidos essenciais para a dimerizacdo da mesma.
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Fonte: Adaptado Hu et al., (2020); Trevisan et al., (2018); Foster et al., (2015).

A dimerizacdo da proteina é baseada nas ligacGes de hidrogénio através de residuos
polares/carregados e interacGes hidrofobicas. O processo de dimerizacdo, é a chave para o
oligomerizacdo e desempenho da atividade bioldgica, necessaria para producdo de novas
particulas virais, bem como associacdo de filamentos virais (GHILDYAL et al., 2002). Esses
filamentos virais sdo essenciais para a montagem do virion e sdo mediados pela interacdo da M
com o esqueleto de actina da célula hospedeira, formando assim a curvatura ideal da membrana
para o processo efetivo de brotamento (GHILDYAL et al., 2009).

26



Na auséncia da proteina M as particulas permanecem atrofiadas e imaturas, isso porque
a mesma desempenha um papel fundamental na montagem e brotamento dos virions maduros
(COLLINS et al., 2013).

No inicio da infec¢do viral, a proteina M é direcionada ao nucleo da célula hospedeira
por meio de proteinas de transporte nuclear, como a a-importina. Neste local, ela desempenha
um papel regulatdrio na parada do ciclo celular da célula hospedeira (KIPPER et al., 2015).
Estudos indicam estreita relacdo entre a proteina M e a expressdo do gene p53, o qual codifica
um fator supressor de tumores que desencadeia a pausa no ciclo celular quando expresso em
grande quantidade. Portanto, a proteina M causa a interrupcdo da transcricdo da célula
hospedada pelo virus enquanto este replica (IMANI et al., 2012). Em seguida, atraves de
proteinas de transporte nuclear diferentes, como a CRM-1, a proteina de M viral migra do
nucleo para o citoplasma, interage com M2-1, estas, entdo, adentram corpos de inclusdo, onde
se encontra 0 complexo RNP. Nesta etapa, ocorre a passagem da fase de transcricao viral para
0 empacotamento, terminando a transcricao e iniciando a coordenacéo da etapa de brotamento
viral (IMANI et al., 2012)

Ainda no inicio da montagem do hRSV, a proteina M localiza-se em corpusculos de
inclusdo citoplasmaticos (GHILDYAL et al., 2003) desencadeando assim a formacdo de
filamentos virais ao interagir com a proteina de fusdo (F) (BAVISKAR et al., 2013). A interacao
da proteina M com os corpos de inclusdo, formados essencialmente pelo genoma viral e as
proteinas N, P, L e M2-1, e mediada pela interacdo da sua extremidade N-terminal com a
proteina M2-1 (LI et al., 2008). Outros pesquisadores tambem verificaram que a proteina M de
hRSV, encontra-se no lado citoplasméatico da membrana plasmatica em associacdo a balsa
lipidica assim como a proteina N. Assim, estas estruturas poderiam ser os locais de montagem
e brotamento da particula viral (FOSTER et al., 2015).

Na etapa final do brotamento, a proteina M é crucial para a maturacdo e alongamento
do filamento viral (MITRA et al., 2012) sendo a dimerizacdo e oligomerizacdo adequadas da
proteina M, criticas para a brotamento e liberacdo do virion (FOSTER et al., 2015). Desta
forma, a proteina de matriz (M) tem importancia no processo de infec¢do viral, interagindo com
proteinas virais e direcionando o contetdo do virion para o brotamento de uma nova particula

capaz de infectar células adjacentes.
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1.6 COMPOSTOS NATURAIS COMO CANDIDATOS ANTIVIRAIS APROTEINA
DE M E BROTAMENTO VIRAL

Os compostos naturais tém sido uma importante fonte de medicamentos ha milhares de
anos. Desde a antiguidade, as plantas tém sido utilizadas como fontes de medicamentos e muitos
compostos naturais foram isolados de plantas, animais e microrganismos para uso na medicina
moderna. Na verdade, mais da metade dos medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration) nos ultimos 30 anos sdo derivados de compostos naturais ou inspirados neles.
Além disso, muitos compostos naturais tém um espectro de atividade mais amplo, o que
significa que podem ter multiplos efeitos terapéuticos em vez de apenas um. (NEWMAN et al.,
2010). Existem descritos na literatura diversas classes de moléculas com funcéo antiviral.
Especificamente, contra virus respiratoérios e com potencial terapéutico, encontramos
flavondides como Kaempferol, Quercetina (ZHANG et al., 2017; QIN et al., 2022; LOPES et
al., 2020; LI et al., 2021), Chalconas (ELKHALIFA et al., 2021) e Cumarinas e seus derivados
(MISRHA et al., 2020; DIKDIK et al., 2023).

A familia dos flavondides é um grande grupo de metabdlitos secundarios da classe dos
polifenois, naturalmente presentes nas plantas. Kaempferol e Quercetina sdo flavonoides
naturais que existem amplamente em muitas frutas, vegetais e fitoterapicos (ZHANG et al.,
2017; QIN et al., 2022; LOPES et al., 2020; LI et al., 2021).

O Kaempferol pode ser encontrado em frutas como magds, morangos, uvas, ameixas e
cerejas, bem como em vegetais como brécolis, couve-flor e espinafre. Este flavonoide
demonstrou atividade antiviral contra virus como Epstein-Barr (EBV), enterovirus 71 (EV71),
virus da gripe (influenza), HIV e virus da encefalite japonesa, atuando na inibicdo da replicacao
viral, modulacdo de vias de sinalizacdo celular e reducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (KIM et al., 2021; DONG et al., 2023).

A Quercetina, por sua vez, estd presente em frutas como macas (principalmente com
casca), amoras, mirtilos, framboesas, uvas, péssegos, ameixas e figos, além de vegetais como
cebola roxa, brdcolis, couve e alface. Essa substancia também possui ampla atividade antiviral,
sendo eficaz contra virus como influenza, herpes simples (HSV-1), HIV e enterovirus. Sua acao
se da pela inibicio da replicacdo viral e modulacio da resposta imune e inflamatéria (PEREZ-
VIZCAINO; DUARTE, 2020).

As chalconas sdo consideradas os principais precursores da biossintese de flavonoides
e isoflavondides nas plantas. Eles sdo encontrados em varias espécies de plantas, incluindo
frutas e vegetais. Especificamente, chalconas s&o encontradas em alimentos como macas, peras,

uvas, morangos e vegetais cruciferos como brdcolis e couve. Estudos apontam sua atividade
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antiviral contra diversos virus, como HIV, virus da gripe e coronavirus, com mecanismos de
acdo que incluem a inibicdo da entrada viral nas células, da replicagdo e da sintese de proteinas
virais, além de efeitos imunomoduladores (ELKHALIFA et al., 2021; ABDULLAH et al.,
2023).

Uma revisdo mostrou as atividades antivirais das chalconas e seus derivados em um
conjunto de infecgdes virais humanas e seu potencial para a doenga COVID-19 (ELKHALIFA
et al., 2021).

Finalmente, a cumarina é um composto natural que é um potencial candidato a
medicamento devido as suas propriedades de estabilidade, solubilidade e baixa toxicidade.
A cumarina e seus derivados podem ser encontrados em frutas como macas, peras e morangos,
vegetais como cenouras e pepinos, além de especiarias como a canela e ervas como tomilho e
orégano.

Existem inumeras evidéncias que demonstram seu papel inibitorio contra a infeccao de
diversos virus como HIV, Influenza, Enterovirus, Coxsackievirus e ainda, estudos apontam a
Esculetina, um derivado da cumarina, como promissora para inibicdo do MERS (MISRHA et
al., 2020; HUANG et al., 2021). Essa atividade antiviral se manifesta por meio da inibicdo da
replicacdo viral, expressdo de proteinas virais, além de efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes
(WU et al., 2022).

Em nosso grupo, diversas moléculas de origem natural vém sendo amplamente
estudadas quanto a capacidade de interagdo com proteinas do ciclo infeccioso do VSR
(LOURENCO et al., 2022; PIVA et al., 2020; CARUSO et al., 2020; SA et al., 2020;
TANIMOTO et al., 2019;), assim como estudos in vitro em cultura celular que mostram o efeito
promissor de alguns compostos. Na figura 6 é possivel observar a estrutura quimica dos
compostos utilizados no presente estudo e algumas modificacdes estruturais em comparacao

com a estrutura basica de um flavonoide como nos compostos 6d e 6e.
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Figura 6. Estrutura quimica dos compostos naturais usados. (a) Chalcona,
classificada como cetona [B-insaturada. (b) Cumarina (Ester cumarinico). (c) Esculetina,
derivado cumarinico com adi¢cdo do grupo fendlico. (d) Kaempferol, flavonoide com
modificacfes em ambos os anéis (grupamento OH), sendo a adicdo de 2 grupos OH no anel A
e 1 grupamento no anel B. Anel pirano da molécula com a presenca de uma cetona e grupamento
enol. (e) Quercetina, flavonoide semelhante ao Kaempferol mas com a presencga de 2 grupos
fendlicos em ambos os aneis.

(a) Chalcona

(b) Cumarina (c) Esculetina

O AN HO AN
O | () @) HO gf 9

(d) Kaempferol
(e) Quercetina

Fonte: PubChem adaptado.
A medicina translacional cada vez mais vem se pautando em diferentes areas do

conhecimento para o refinamento das informacdes coletas e processadas para desenvolvimento
de novas tecnologias e novos produtos. Assim, o presente trabalho, visando integrar 0s
conhecimentos dos discentes e docentes presentes no grupo, se fundamentou em metodologias
computacionais para predicdo de alvos (modelo de predicdo comumente utilizados na industria
farmacéutica) realizadas pelo Dr. Raphael Vinicius Rodrigues Dias, abordagens experimentais
baseadas em modelos biofisicos para predicdo de um alvo farmacoldgico e composto através
da anélise dos parametros de interacao.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A caracterizacdo de interagdes proteinas-ligantes se faz importante no entendimento do
mecanismo de atividade das proteinas, possuindo um valioso papel na criacdo e
desenvolvimento de novos farmacos. Estes resultados ajudam a compreender, em uma
resolucdo molecular, o microambiente onde ocorre a interacdo bem como esta interacdo afeta
estruturalmente a proteina (GUIMARAES et al., 2012).

Como descrito, a proteina M apresenta um importante papel no ciclo replicativo do VSR
através das interacdes com outras proteinas virais e do hospedeiro, além do direcionamento do
contetdo da particula viral para o brotamento (KIPPER et al., 2015). Para isso, é necessario
que a proteina M assuma o estado dimérico para interagir com receptores celulares localizados
na membrana dos pneumocitos (FOSTER et al., 2015) e sendo a dimerizacéo e oligomerizacao
criticas para a brotacéo e liberacdo viral (MITRA et al., 2012).

A proteina M do Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) foi expressa de forma
recombinante e purificada por cromatografias de afinidade e exclusdo molecular, garantindo
qualidade estrutural para as analises subsequentes. A investigacao da interacdo da proteina M
com compostos naturais (Chalcona, Cumarina, Kaempferol e Quercetina) foi conduzida por

meio de abordagens espectroscopicas (Dicroismo Circular — CD, Fluorescéncia Intrinseca e

STD-RMN) e simulagdes computacionais (Docking Molecular e Dindmica Molecular),
fornecendo uma compreenséo integrada e aprofundada das interagdes moleculares envolvidas.
As andlises de fluorescéncia revelaram uma perturbacdo nos microambientes da proteina,
especialmente em torno de residuos de triptofano, como evidenciado pela supressdo da emissdo
de fluorescéncia e alteracdo do deslocamento espectral. Esse efeito indicou uma mudanca no
entorno quimico desses residuos, possivelmente associada ao contato direto com os ligantes. O
estudo termodinamico por espectroscopia de fluorescéncia, interpretado por meio dos graficos
de Stern-Volmer e van’t Hoff, demonstrou que a interagdo ¢ entropicamente e entalpicamente
favorecida, refletindo a predominancia de interacfes hidrofébicas e van der Waals na
estabilizacdo do complexo proteina-ligante.

Apesar dessas perturbacdes locais, 0s espectros de dicroismo circular no UV distante (CD-
UV far) mostraram que a estrutura secundaria da proteina M — composta por propor¢des de
hélice a, folhas B e regides desordenadas — foi amplamente preservada apos a adicdo dos
compostos, indicando que ndo houve desnaturacdo ou desenovelamento significativo da
proteina, mesmo apds a interacdo com os ligantes.

Para elucidar o sitio de ligacdo provavel dos compostos e validar os dados espectroscopicos,

foram empregadas ferramentas computacionais de Docking Molecular seguidas por simulagdes

77



de Dinamica Molecular em triplicata. Os resultados computacionais apontaram de forma
convergente que o sitio de ligacdo preferencial para todos 0s compostos encontra-se na interface
dimérica da proteina M, uma regido critica para sua funcdo biol6gica. A estabilidade do
complexo foi confirmada pela analise dos pardmetros de RMSD, numero de contatos
hidrofébicos, raio de giro e pontes de hidrogénio ao longo de 100 ns de simulacdo,
demonstrando que a interacdo permanece energeticamente favoravel e estruturalmente
consistente com os dados experimentais.

Assim, a combinacédo de dados biofisicos e computacionais indicou que os compostos atuam
sem comprometer a integridade estrutural da proteina M, mas afetam regides funcionais
especificas, como o entorno do triptofano e a interface de dimerizacdo. Esses resultados
reforcam o potencial dessas moléculas como inibidores da funcéo da proteina M no ciclo viral,

abrindo caminho para estudos funcionais in vitro e in vivo futuros.
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