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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa apresentou impacto cientifico relevante ao contribuir para a
identificagdo e caracterizagdo de novos candidatos antivirais contra o virus sincicial
respiratorio humano (hRSV), um patdégeno de alta prevaléncia, principalmente em
criangas e idosos, que necessitam de opgdes terapéuticas especificas. Ao investigar
a atividade antiviral da trans-chalcona e da equinatina em modelos celulares
pulmonares, o estudo ampliou o conhecimento sobre o potencial farmacolégico de
derivados de chalconas, compostos naturais estruturalmente versateis e ainda pouco
explorados no contexto de infecgao por RSV. Do ponto de vista cientifico os resultados
podem contribuir para o entendimento de possiveis mecanismos de agao envolvidos
na inibicao viral. Essas informagdes sao particularmente relevantes pois ajudaram a
preencher lacunas ainda existentes na compreensdo da interagdo de compostos
bioativos com o hRSV. Sob a perspectiva de saude publica, a identificagcdo de
substancias com atividade antiviral e perfil citotoxico favoravel pode a longo prazo,
subsidiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais seguras e acessiveis,
especialmente para grupos vulneraveis como lactentes, criangas, idosos e individuos
imunocomprometidos, que concentram as maiores taxas de hospitalizagbes e
mortalidade associadas ao hRSV. Além disso, ao explorar metabdlitos especializados
de plantas como fontes de antivirais, esta pesquisa se alinha a abordagens inovadoras
e sustentaveis no desenvolvimento de farmacos, contribuindo par ao avanco do
conhecimento e tecnoldgico na area de virologia e quimioterapia antiviral. Nesse
contexto, o estudo estd em consonancia com o Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) 3 da Agenda 2030 da ONU, ao buscar solugdes cientificas para
um problema relevante de saude publica global.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research presented significant scientific impact by contributing to the identification
and characterization of new antiviral candidates against human respiratory syncytial
virus (hRSV), a highly prevalent pathogen, particularly affecting children and the
elderly, who require specific therapeutic options. By investigating the antiviral activity
of frans-chalcone and echinatin in pulmonary cell models, this study expands current
knowledge on the pharmacological potential of chalcone derivatives, which are
structurally versatile natural compounds that remain underexplored in the context of
RSV infection. From a scientific perspective, the results may contribute to the
understanding of possible mechanisms of action involved in viral inhibition. This
information is particularly relevant, as it helps to fill existing gaps in the understanding
of interactions between bioactive compounds and hRSV. From a public health
perspective, the identification of compounds with antiviral activity and a favorable
cytotoxicity profile may, in the long term, support the development of safer and more
accessible therapeutic strategies, especially for vulnerable groups such as infants,
children, the elderly, and immunocompromised individuals, who account for the highest
rates of hospitalization and mortality associated with hRSV. Furthermore, by exploring
plant-derived specialized metabolites as sources of antiviral agents, this research
aligned with innovative and sustainable approaches to drug development, contributing
to scientific and technological advances in the fields of virology and antiviral
chemotherapy. In this context, the study is consistent with the Organization of United
Nations 2030 Agenda Sustainable Development Goal (SDG) 3, as it seeks scientific
solutions to a relevant global public health problem.
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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) é a principal causa de infecgbes
respiratorias agudas e hospitalizagbes em criangas menores de cinco anos, idosos e
individuos com comorbidades. Atualmente, a ribavirina € a Unica farmacoterapia
antiviral aprovada para o tratamento das infec¢des pelo hRSV; entretanto, seu uso é
limitado devido ao alto custo, toxicidade e agao inespecifica. As estratégias profilaticas
incluem a administragdo de anticorpos monoclonais, como palivizumabe e
nirsevimabe, indicados para grupos de alto risco. Diante desse cenario, a busca por
novas alternativas terapéuticas seguras e acessiveis torna-se essencial. Nesse
contexto, as chalconas tém despertado interesse devido as suas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividades antiviral, anti-inflamatéria e imunomoduladora. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito antiviral da frans-chalcona e da
equinatina contra o hRSV em células pulmonares A549. As substancias foram
inicialmente avaliadas quanto a sua citotoxicidade, sendo selecionadas concentragoes
com viabilidade celular 280%. A atividade antiviral foi analisada por ensaios baseados
em fluorescéncia e luminescéncia, utilizando os virus recombinantes rgRSV e rA2-
Rluc. A equinatina apresentou atividade antiviral significativa, em 24 horas pds-
infeccao (hpi), a substancia promoveu até 68% de inibigdo viral na concentragéo de
50 uM, efeito que foi mantido em 48 hpi, alcancando 67% de inibicdo viral. Em
contraste, a trans-chalcona apresentou efeito antiviral limitado, atingindo 34,2% de
inibicdo em 24 hpi na maior concentragao testada, com redugéo para 20% em 48 hpi.
A analise das curvas concentracdo—resposta revelou que a equinatina apresentou
ICs0 de 23,6 uM em 24 hpi e 21,8 uM em 48 hpi, associados a indices de seletividade
(IS) de 7,8 e 6,2, respectivamente. Por outro lado, a frans-chalcona apresentou ICs,
superiores a 83 yM em ambos os tempos, com IS de 3,5. Em conjunto, esses
resultados indicam que a equinatina possui um perfil antiviral mais favoravel,
possivelmente associado a interferéncia em etapas intracelulares do ciclo replicativo
do hRSV, destacando seu potencial como candidata para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: atividade antiviral; hRSV; equinatina; trans-chalcona; célula A549.



ABSTRACT

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the leading cause of acute respiratory
infections and hospitalizations in children under five years of age, as well as in elderly
individuals and patients with comorbidities. Currently, ribavirin is the only antiviral
pharmacotherapy approved for the treatment of hRSV infections; however, its use is
limited due to high cost, toxicity, and nonspecific activity. Prophylactic strategies
include the administration of monoclonal antibodies, such as palivizumab and
nirsevimab, which are indicated for high-risk populations and administered prior to
periods of increased viral circulation. In this context, the search for new, safe, and
accessible therapeutic alternatives is of great importance. Chalcones have attracted
attention due to their pharmacological properties, including antiviral, anti-inflammatory,
and immunomodulatory activities. The present study aimed to evaluate the antiviral
effects of trans-chalcone and echinatin against hRSV in pulmonary A549 cells. Initially,
the compounds were assessed for their cytotoxicity, and concentrations yielding 280%
cell viability were selected. Antiviral activity was evaluated using fluorescence- and
luminescence-based assays with recombinant viruses rgRSV and rA2-Rluc. Echinatin
exhibited significant antiviral activity, at 24 hours post-infection (hpi), the compound
achieved up to 68% viral inhibition at 50 uM, an effect that was maintained at 48 hpi,
reaching 67% viral inhibition. In contrast, trans-chalcone showed limited antiviral
activity, reaching 34.2% inhibition at 24 hpi at the highest concentration tested, with a
reduction to 20% at 48 hpi. Concentration—response curve analysis revealed that
echinatin presented IC;, values of 23.6 uM at 24 hpi and 21.8 uM at 48 hpi, associated
with selectivity indexes (Sl) of 7.8 and 6.2, respectively. On the other hand, trans-
chalcone exhibited IC;, values above 83 yM at both time points, with Sl values 3.5.
Collectively, these results indicated that echinatin displayed a more favorable antiviral
profile, possibly associated with interference in intracellular stages of the hRSV
replicative cycle, highlighting its potential as a candidate for the development of new

therapeutic strategies against hRSV.

Keywords: antiviral activity; hRSV; echinatin; trans-chalcone; A549 cells.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Incidéncia (A) e mortalidade (B) de SRAG por virus respiratorio,
segundo faixa etaria. Brasil, semana epidemiologica 34 de 2025.

Figura 2 — Representagdo esquematica do hRSV. (a) Estrutura viral com
glicoproteinas G (azul), F (vermelho) e SH (vermelho) no envelope;
proteina M (laranja) abaixo do envelope; RNA gendmico associado
a proteina N (cinza); complexo da polimerase com as proteinas P
(ciano) L (roxo) e M2-1 (amarelo). (b) Genoma de RNA de fita
simples (cinza) codificando 11 proteinas. NS1 e NS2 nédo estéo
presentes no virion.

Figura 3 — Representagcdo esquematica do ciclo replicativo do hRSV. Proteina
de fusédo F (azul-escuro); proteina de adesao G (laranja); proteina
hidrofébica SH (azul-claro); polimerase L (cinza); nucleoproteina N
(cinza-escuro); proteina de matriz M (roxo); proteina M2-1 (verde-
claro); fosfoproteina P (vermelho).

Figura 4 — Estrutura quimica da frans—chalcona.

Figura 5 — Estrutura quimica da equinatina.

16

17

20

23
26



A549
BCS
BEAS-2B
CCs
Conitec
DMSO
DMEM
FDA
HBsAg
HepG2
HIV
hRSV
ICs0

IFN

IL-1

IL-6
IRAs
ISL
LucRSV

MOI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Linhagem celular epitelial de adenocarcinoma alveolar humano

Sistema de Classificagao Biofarmacéutica
Linhagem celular epitelial bronquica humana

Concentragao citotoxica para 50% das células

Comissao Nacional de Incorporagao de Tecnologias no SUS

Dimetilsulfoxido

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Food and Drug Administration

Antigeno de superficie da hepatite B

Linhagem celular de hepatocarcinoma humano
Human immunodeficiency virus

Human respiratory syncytial virus

Inhibitory concentration able to reduce effects in 50%
Interferon

Interleucina 1

Interleucina 6

Infecgdes respiratérias agudas
Isoliquiritigenina

Virus RSV com gene reporter luciferase

Multiplicity of infection



mRNA RNA mensageiro

OMS Organizagao Mundial da Saude

rgRSV Recombinant green RSV

RSV-B Virus sincicial respiratério — tipo B

SE Semana epidemioldgica

SFB Soro fetal bovino

SRAG Sindrome Respiratoéria Aguda Grave

Sus Sistema Unico de Salde

T CD4+ Linfécitos T auxiliares (ou T Helper, CD4+)

T CD8 linfécitos T citotdxicos



SUMARIO

(1 V10 01U 03/ o 20O 15
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E IMPACTOS DO HRSV.......cccoeoeevevceieeeeee 15
CLASSIFICACAO DO HRSV, PROTEINAS E CICLO REPLICATIVO...................... 17
IMUNIZACAO, ANTICORPOS MONOCLONAIS E TRATAMENTOS
FARMACOLOGICOS .......oouieiiieieiieeeeeeteeee ettt 21
POTENCIAL ANTIVIRAL DE CHALCONAS ... .. 23

P2 @ 1 = I Y 28
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 28

3. ATIVIDADE ANTIVIRAL DE TRANS-CHALCONA E EQUINATINA CONTRA O

VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO EM CELULAS A549.............. 29

4. CONSIDERAGOES FINAIS.........ccceeurererueirerertsseseessessssesessssessssessssssessssssssasaes 46

REFERENCIAS........coeccirtreruectresasseenessssssesesesassssesssssssassssassssssassssssssssssnsnssssasaeas 47



15

INTRODUCAO
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E IMPACTOS DO hRSV

O virus sincicial respiratério humano (hRSV) é o principal agente etiolégico de
hospitalizagdes decorrentes de infecgbes respiratorias agudas (IRAs), estando
frequentemente associado a complicagbes clinicas como pneumonia e bronquiolite,
em criangcas em todo o mundo (GATT et al., 2023). Recém-nascidos e lactentes de
até dois anos de idade compdem o grupo de maior vulnerabilidade, nos quais ocorrem
90% das infecgdes, especialmente quando apresentam imunodeficiéncias congénitas,
doencgas cardiacas, displasia broncopulmonar, hipertensao e prematuridade (TONON
et al., 2024). Estatisticas globais revelam que o hRSV é responsavel por uma em cada
50 mortes entre criangas de 0 a 5 anos, indice que se torna ainda mais critico na faixa
de 1 a 6 meses, atingindo a propor¢do de um Obito para cada 28 casos. Estima-se
que todas as criangas tenham contato com o virus até os dois anos de vida e que, a
cada dois minutos, cinco criangas morrem devido a infec¢des respiratérias no mundo.
Além do impacto pediatrico, o RSV representa um risco relevante para idosos e
individuos imunocomprometidos ou com doengas cardiopulmonares (CILLA et al.,
2006; GATT et al., 2023; TONON et al., 2024). O hRSV é de ocorréncia sazonal e
apresenta picos de incidéncia durante o outono e o inverno, periodos em que a
gravidade dos quadros clinicos eleva significativamente as taxas de hospitalizagdes e
obitos. Alguns levantamentos epidemiologicos globais indicaram que em 2019,
ocorreram 33 milhdes de episédios de IRAS associados ao virus, resultando em
101.400 mortes. O cenario entre criangas de 0 a 6 anos registrou, naquele ano, 6,6
milhdes de infecgdes, 1,4 milhdes de hospitalizagdes e 45.700 obitos (LI et al., 2022).

Durante a pandemia de COVID-19, a implementacao de intervengdes ndo
farmacoldgicas, como o isolamento social e 0 uso de mascaras, reduziu drasticamente
a transmissao do hRSV, culminando em uma baixa incidéncia nos anos de 2020 e
2021. Entretanto, subsequente a flexibilizacdo das medidas preventivas, houve um
aumento exponencial na transmissdo do hRSV com o surgimento de picos
epidemiologicos fora da sazonalidade habitual. Nos anos de 2022 e 2023, paises
como os Estados Unidos e Japao registraram os maiores numeros de casos desde
2003, fenbmeno que levou diversas nagdes da América do Sul implementarem
restricdbes para combater a propagacéo viral (CHOW et al., 2023; FITZPATRICK et al.,
2024).
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No cenario brasileiro, a vigilancia da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG), responsavel pelo monitoramento dos virus circulantes, reafirma a influéncia
do hRSV na saude pubica nacional. Em 2025, segundo o boletim InfoGripe da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Semana Epidemioldgica 34), foram notificados 163.956
casos de SRAG no pais, dos quais 87.741 (53,5%) apresentaram confirmagao
laboratorial para virus respiratérios. Entre os casos positivos, o hRSV foi o patégeno
mais incidente, correspondendo a 45,1% das detec¢des, estando associado a um
numero expressivo de internagcbes e Obitos, especialmente em populagdes
vulneraveis.

Figura 1: Incidéncia (A) e mortalidade (B) de SRAG por virus respiratorio, segundo
faixa etaria. Brasil, semana epidemioldgica 34 de 2025.

Influenza SARS-CoV-2 VSR Rinovirus OVR

Influenza SARS-CoV-2 VSR Rinovirus OVR

100.000 (hab.)

- __nm I__l i__ .
Fonte: Fundagédo Owsaldo Cruz (2025).

Resultados de vigilancia hospitalar também reforcam esse cenario. Em um
estudo conduzido no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (SP), envolvendo
pacientes hospitalizados com sintomas respiratorios e negativos para SARS-CoV-2, o
hRSV foi o0 agente mais prevalente (46,36%), seguido pela influenza A (32,73%). Além
disso, observou-se que a gravidade da infecgao por hRSV em adultos de 15 a 59 anos
foi semelhante a observada em idosos, com elevada frequéncia de dispneia e
necessidade de suporte ventilatério. A utilizacdo de testes moleculares de alta
sensibilidade, como a RT-qPCR, foi fundamental para o diagnéstico diferencial entre
virus respiratérios, evidenciando a circulacao significativa do hRSV mesmo fora da
sazonalidade tradicional (ESTOFOLETE et al., 2023)

Esses dados evidenciam a relevancia do hRSV como problema de saude
publica no Brasil e reforcam a necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes

para o controle da infecgéao.
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CLASSIFICACAO DO hRSV, PROTEINAS E CICLO REPLICATIVO

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV,
2023), o hRSV pertence a ordem Mononegavirales e a familia Pneumoviridae. O virus
foi isolado pela primeira vez em 1956, a partir de um chimpanzé em cativeiro, sendo
inicialmente denominado “Agente de Coriza de Chimpanzé”. Em 1957, apds ser
identificado em criangas com SRAG nos Estados Unidos, foi renomeado como Virus
Sincicial Respiratorio humano, em virtude de sua capacidade caracteristica de induzir
a formacéao de sincicios em células epiteliais respiratorias (GATT et al., 2023).

Estruturalmente o hRSV apresenta um nucleocapsideo helicoidal envolto por
um envelope lipidico e uma matriz cilindrica. Seu genoma consiste em uma fita
simples de RNA de polaridade negativa, ndo segmentada, com aproximadamente
15.222 nucleotideos organizados em 10 genes que codificam 11 proteinas (Figura 2)
(GATT et al., 2023; HAN et al., 2024; QUEIROZ et al., 2017).

No envelope viral, encontram-se trés glicoproteinas de superficie que
desempenham papéis no mecanismo de entrada na célula hospedeira: a proteina de
adesao (G), a proteina de fuséo (F) e proteina pequena hidrofébica (SH), esta ultima
€ responsavel pela formagao de canais ibnicos (MCCARTY; VAISMAN, 2024). A
glicoproteina G é encarregada do reconhecimento celular, ligando a receptores
CX3CR1 especificos em células ciliadas. Além disso, a proteina G facilita a evasao
imune devido a sua elevada variabilidade antigénica entre as cepas, o que dificulta o
reconhecimento por anticorpos e o desenvolvimento de vacinas. (CHURISO et al.,
2022; HU et al., 2020).

A glicoproteina F, por sua vez, € altamente imunogénica e essencial para a
infectividade, mediando a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica das
células hospedeira para a internalizagdo do nucleocapsideo. A glicoproteina F é
composta por 574 aminoacidos, sendo sintetizada como um precursor inativo (FO) e
clivada em duas subunidades, F1 (responsavel pela fusdo) e F2 (envolvida na
formagdo de sincicios). Estas subunidades unem-se por pontes de dissulfeto para
formar um protémero heterodimérico, e a associagao de trés desses protébmeros
constitui a forma trimérica madura na superficie viral (CHANG et al., 2022; HU et al.,
2020; KRARUP. et al.,, 2015). Atualmente a proteina F & considerada um dos

principais alvos imunolégicos do RSV, especialmente em sua conformacgao pré-fuséo
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(preé-F), — a qual expde epitopos altamente conservados, capazes de induzir respostas
robustas de anticorpos neutralizantes. Devido a essas propriedades, a proteina de
fusdo tem sido amplamente explorada no desenvolvimento de vacinas e terapias
imunoldgicas, como os anticorpos monoclonais palivizumabe e niservimabe, eficazes
na prevencao de infecgdes, principalmente em lactentes e idosos (BOUZYA et al.,

2023).

Figura 2: Representacdo esquematica do hRSV. (a) Estrutura viral com glicoproteinas G (azul), F
(vermelho) e SH (vermelho) no envelope; proteina M (laranja) abaixo do envelope; RNA genémico
associado a proteina N (cinza); complexo da polimerase com as proteinas P (ciano) L (roxo) e M2-1
(amarelo). (b) Genoma de RNA de fita simples (cinza) codificando 11 proteinas. NS1 e NS2 nao estéo
presentes no virion.
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Fonte: Adaptado de BATTLES et al., 2019.

A proteina SH é uma proteina transmembrana composta por 65 aminoacidos,
que embora sua funcéo ainda nao seja totalmente descrita, estudos mostram que ela
possui uma capacidade de formar canais i0Onicos, e participa na mudanga de
permeabilidade da membrana celular (ARAUJO et al., 2016).

Ja a proteina de matriz (M), localizada na parte interna do virus, desempenha
um papel central na coordenacédo da montagem e na liberagao das particulas virais. A
proteina M é composta por 256 aminoacidos, atua como um mediador estrutural
essencial na organizagao do nucleocapsideo e na estabilizagdo do envelope. Durante

o ciclo replicativo do hRSV, a proteina M coordena o transporte direcionado do
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material genético e proteico recém-sintetizados, utilizando a formagao de corpusculos
de inclusdo como centros organizadores. Nesse estagio o corpusculo € conduzido
para a regido da membrana apical da célula hospedeira, local onde ocorre o
acoplamento com o complexo de glicoproteinas de superficie. Esse processo culmina
na constituicdo de um novo virion, que brota das células para dar continuidade ao ciclo
infeccioso e a disseminacgao viral (HU et al., 2020; SUTTO-ORTIZ et al., 2023).

A maquinaria de replicagao e transcricdo do hRSV é constituido pelo complexo
ribonucleoproteico (RNP), composto pela nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), M2-1
e large polimerase (L). A nucleoproteina é formada por 391 aminoacidos, interage com
a proteina P, o que garante a replicagcdo do virus sincicial. Além disso, a proteina N
exerce um papel protetor, encapsidando o RNA viral protegendo da degradagao por
nucleases (THORNHILL; VERHOEVEN, 2020). Complementarmente, a fosfoproteina
P composta por 241 aminoacidos apresenta-se altamente fosforilada e atua como uma
ponte molecular, sendo crucial para a montagem correta do nucleocapsideo.
Evidéncias recentes indicam que a inibicao da proteina P compromete diretamente a
atividade catalitica da proteina L, impossibilitando a progressédo da replicagéo
(CORRENTE-CRUZ et al., 2023; HU et al., 2020). A proteina L, por sua vez, funciona
como 0 RNA polimerase dependente de RNA e, com seus 2.165 aminoacidos,
representa a unidade funcional mais conservada entre as diferentes cepas.
(CORRENTE-CRUZ et al., 2023; HU et al., 2020).

A regulagédo da transigdo entre os processos de transcricdo e replicagdo é
coordenada pelo gene M2, que codifica duas proteinas reguladoras distintas M2-1 e
M2-2. A proteina M2-1 atua como um fator de anti-terminagdo, prevenindo a
interrupcado prematura da transcricdo de mRNAs e facilitando a sintese continua do
RNA viral ao ser recrutada para os corpos de inclusdo. Sua interagdo com a proteina
P é importante para seu recrutamento, permitindo que ela se ligue aos mMRNAs virais
e otimize a traducdo. Paralelamente, a proteina M2-2 exerce uma funcédo de
“interruptor molecular”, direcionando a polimerase viral para a fase de replicacéo do
genoma em detrimento da transcrigdo de genes individuais. Estudos com variantes
mutantes demonstram que a auséncia de M2-2 provoca um desequilibrio cinético
resultando em uma superproducdo de mRNA e no consequente atraso do acumulo de
novos genomas virais. Além disso, a M2-2 reorganiza as interagdes da polimerase
com os demais componentes nos corpos de inclusdo, maximizando a eficiéncia da
replicagédo gendmica. (SCUDERO et al., 2023; SUTTO-ORTIZ et al., 2023).
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Para assegurar um ambiente celular permissivo a infec¢gdo, o hRSV expressa
as proteinas nao estruturais, NS1 e NS2, que sao as primeiras a serem sintetizadas
imediatamente apds a entrada do virus na célula (HU et al., 2020). Essas proteinas
sdo fundamentais para a estratégia de evasao imunoldgica, organizando complexos
multiproteicos conhecidos como degradossomos. Os degradossomos associam-se as
mitocondrias e promovem a degradacgao proteolitica de sinalizadores essenciais da
resposta imune inata, especificamente os interferons (IFN). Ao neutralizar a produgao
de IFN e impedir a ativagdo de genes antivirais, as proteinas ndo estruturais facilitam
a disseminacao sistémica da infeccéo pelo epitélio respiratério. Adicionalmente, essa
inibicdo da imunidade inata pelo hRSV fragiliza as defesas locais, aumentando
significativamente a suscetibilidade a coinfeccdo bacterianas secundarias, um fator
que agrava o prognostico clinico, especialmente em pacientes idosos (CORRENTE-
CRUZ et al., 2023; THORNHILL; VERHOEVEN, 2020).

Figura 3: Representagao esquematica do ciclo replicativo do hRSV. Proteina de fuséo F (azul-escuro);
proteina de adesdo G (laranja); proteina hidrofébica SH (azul-claro); polimerase L (cinza);
nucleoproteina N (cinza-escuro); proteina de matriz M (roxo); proteina M2-1 (verde-claro); fosfoproteina

P (vermelho).
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A transmiss&o do hRSV ocorre por meio do contato com goticulas liberadas no
ambiente em contato com o epitélio dos olhos, nariz e boca ou pela autoinoculagéo
ao tocar o rosto com maos contaminadas por fomites. A viabilidade do virus varia
conforme a superficie, por exemplo, na pele, ele permanece ativo por
aproximadamente 30 minutos, enquanto em luvas esse tempo se estende para até
cinco horas. Em superficies porosas, como papel, papelao e tecidos, o hRSV pode
permanecer viavel por cerca de duas horas. Ja em superficies nao porosas, como
vidro, plastico, metais e bancadas, sua persisténcia pode alcancar até seis horas
(HABER, 2018). Ao tossir, estima-se que um individuo infectado pode expelir até 3.000
goticulas, que podem infectar diretamente outras pessoas ou se depositar em
superficies, contribuindo para a disseminagao do virus (HUSSAIN et al., 2020).

O virus sincicial respiratério penetra as mucosas do trato respiratorio superior,
levando a infecgao de células epiteliais. Os sintomas aparecem de 3 a 7 dias apds a
infeccao e incluem febre, coriza, tosse e dificuldade respiratoria (BLONDEAU, 2024;
SHANG et al., 2021). Apds a infecgao inicial no trato respiratério superior, o hRSV
pode se espalhar para o trato respiratorio inferior e atingir os bronquiolos, onde a
replicacao viral € maior. A infeccdo desencadeia uma cascata de reacbdes dos
hospedeiros que leva ao agravamento dos sintomas, provocando uma resposta
inflamatdria intensa, aumentando a permeabilidade capilar, consequentemente maior
producdo de muco e recrutamento de células pré-inflamatérias (macréfagos,
neutrofilos, eosindfilos e células NK). A liberagao de quimiocina e citocinas (IL-1, IL-6)
intensifica a inflamagao, causando o extravasamento de proteinas plasmaticas,
edema intersticial e comprometimento da fung¢ao do surfactante pulmonar, essencial
para a respiracao (CARVAJAL et al., 2019; RIVAS-FUENTES et al., 2024).

IMUNIZACAO, ANTICORPOS MONOCLONAIS E TRATAMENTOS
FARMACOLOGICOS

Desde a identificacao inicial o hRSV, a busca por estratégias de imunizacao
tem sido marcada por desafios histéricos e avangos tecnolégicos significativos. As
primeiras tentativas de desenvolvimento vacinal, na década de 1970, utilizaram
formulagdes contendo virus inativado por formalina. Porém, o formaldeido usado para
inativar o virus mudou a estrutura da proteina de fusdo na sua conformacao pré-fusao,
que € o alvo principal de anticorpos neutralizantes eficazes. A vacina ndo apresentou

os efeitos esperados devido ao enovelamento incorreto das proteinas o que nao
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proporcionou resposta do sistema imune, n&o induzindo anticorpos protetores
eficazes (KILLIKELLY et al., 2016). Apés um longo periodo sem progressos, o cenario
atual mostra um sucesso renovado no desenvolvimento de vacinas contra o hRSV.
Atualmente, existem mais de 20 candidatos vacinais em diferentes fases de estudos
clinicos. Esses esforgos se concentram principalmente em cinco plataformas: virus
atenuado, vetores recombinantes, vacinas de subunidades proteicas, particulas
semelhantes ao virus e vacinas baseadas em RNA mensageiro (HAN et al., 2024).

Um dos principais avango resultou em um marco importante em 2023, com a
aprovacao pela Food and Drug Administration (FDA), das vacinas Arexy® e Abrysvo®,
ambas formuladas a partir da proteina de fusdo do hRSV (HAN et al., 2024;
KAMPMANN et al., 2023). A vacina Arexvy® (RSVPreF3 AQO), desenvolvida pela
farmacéutica GSK®, utiliza a glicoproteina F recombinante em sua conformagéo de
pré-fusdo associada ao adjuvante ASO1E. Embora seja classificada como
monovalente, sua eficacia estende-se aos subtipos A e B do hRSV, uma vez que o
epitopo da proteina F na forma de pré-fusdo é altamente conservado entre os
subgrupos virais. Destinada a adultos com 60 anos ou mais, a Arexvy® apresenta
eficacia de 82% na prevencao de doengas decorrentes de infeccdes pelo hRSV. A
vacina bivalente Abrysvo®, da Pfizer®, direcionadas as proteinas pré-fusdo de ambos
os grupos (A e B) sendo indicada para idosos e gestantes. No contexto de imunizagao
materna, a administracdo em dose Unica, entre a 32? e 362 semana de gestagéo visa
a transferéncia transplacentaria de anticorpos, garantindo uma protecéo de 81,8% nos
primeiros 90 dias de vida do recém-nascido, e de 69,4% de imunizacao até o sexto
més (KAMPMANN et al., 2023; LANGEDIJK; BONT, 2023; LEE et al., 2023; PENG et
al., 2024).

Ainda no contexto de imunizacédo, a profilaxia passiva por meio de anticorpos
monoclonais € bastante utilizada contra o hRSV, especialmente em criangas. O
anticorpo monoclonal, palivizumabe (Syynagis®), aprovado em 1998, foi a unica
ferramenta disponivel por um longo tempo, embora apresentasse limitagbes, como
alto custo e toxicidade. Em resposta as lacunas do palivizumabe, a aprovagao do
niservimabe (Beyfortus®) em 2023, representou um avango importante nas infecgdes
contra o virus sincicial. O niservimabe é um anticorpo IgG1 Kappa de meia vida
prolongada, que atua ligando-se a um epitopo altamente conservado nas subunidades
F1 e F2 da proteina de fusdo, impedindo a transicdo conformacional para pés-F, que

€ necessaria para a entrada viral na célula hospedeira. Com eficacia de 78,6% a
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prevengao de doengas no trato respiratorio inferior em lactentes e a conveniéncia de
uma dose unica por temporada, o niservimabe consolidou-se como uma estratégia
profilatica mais viavel até o presente momento (MULLER et al., 2023; SHANG et al.,
2021).

Entretanto apesar do sucesso recente nas estratégias preventivas, o manejo
clinico de pacientes infectados permanece uma lacuna critica na medicina
contemporanea. Até o momento, nao foram aprovados agentes antivirais especificos
e eficazes para o tratamento de infecgcbes por hRSV. A Unica intervengao
farmacoldgica disponivel € a ribavirina, um analogo sintético da guanosina com amplo
espectro de acado, também empregado contra o virus da Hepatite C, Zika e outros
(MIKHEL et al., 2024; OZKAN et al., 2023; SUN et al., 2013). O mecanismo de agéo
da ribavirina baseia-se na competicdo com o GTP (trifosfato de guanosina), sendo
incorporada ao RNA viral e interrompendo a cadeia de RNA viral em formacéao
(STEVENSON et al., 2011). No entanto, sua aplicabilidade clinica € severamente
comprometida pela baixa permeabilidade e biodisponibilidade oral, que é cerca de
45%, sendo classificada como classe Il no Sistema de Classificacdo Biofarmacéuticas
(BCS). Além disso, sua toxicidade sistémica e a auséncia de evidéncias robustas de
que seu uso reduza a mortalidade ou o tempo de internagédo em unidades de terapia
intensiva, tornam o tratamento atual insuficiente para as demandas de saude publica
contra o virus sincicial respiratorio humano (DOMACHOWSKE et al., 2021; LI et al.,
2022; MIKHEL et al., 2024; SIMOES et al., 2018).

O fato de a ribavirina ainda ser o unico antiviral de amplo espectro aprovado
contra o hRSV, reforga a necessidade de identificar novas opc¢des terapéuticas. Nesse
cenario, o estudo de metabdlitos de plantas como candidatos antivirais tem ganhado
destaque como uma via promissora para o desenvolvimento de novos farmacos.
Compostos como as chalconas e seus derivados, surgem como candidatos potenciais
para preencher essa lacuna terapéutica, oferecendo novas perspectivas no combate
as infecgdes respiratoérias graves causadas pelo hRSV (DHALIWAL et al., 2022;
OZKAN et al., 2023).

POTENCIAL ANTIVIRAL DE CHALCONAS
As 1,3-difenil-prop-2-en-1-onas, denominadas chalconas, sao compostos
aromaticos da classe dos flavonoides, amplamente encontrados em plantas, incluindo

frutas e vegetais. Esses compostos sdo metabdlitos especializados, que embora néo
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estejam diretamente envolvidos no crescimento ou reproducdo da planta, sdo
produzidos em resposta a patégenos, atuando na defesa vegetal e contribuindo para
a pigmentacao de flores e frutos (AGRA et al., 2024; VILLA et al., 2024). Dentre as
chalconas, selecionamos para o estudo a trans-chalcona que apresenta dois anéis
aromaticos nao-substituidos, A e B, conectados por uma cadeia de trés carbonos
(carbonila a, B-insaturada) (Figura 4), que devido a essa organizagao estrutural facilita
modificagdes estruturais, permitindo o melhoramento das propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas desses compostos, as posicionando como candidatos antivirais
promissores (ELKHALIFA et al., 2021; RANI et al., 2019).

Figura 4: Estrutura quimica da trans-chalcona

o]

Fonte: Elaborada pelo autor.

A relevancia das chalconas no desenvolvimento de novos farmacos, tanto para
a medicina humana quanto veterinaria, fundamenta-se na simplicidade de sua sintese,
que geralmente apresenta altos rendimentos e relativo baixo custo econdmico, e na
sua excepcional versatilidade farmacologica. As propriedades desses compostos
abrangem atividades antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatoérias,
antimalaricas, antifungicas e antivirais (GUPTA; JAIN, 2015; JANKOVI et al., 2020;
KIM et al., 2013; MICHALKOVA et al., 2023; SINHA et al., 2022). Estudos recentes
demonstram que metabdlitos especializados como chalconas e flavonoides, entre
outros exibem eficacia inibitéria contra uma vasta gama de patégenos, incluindo
coronavirus, influenza, dengue, herpes e os virus das hepatites B e C, reforgcando o
papel desses compostos como ferramentas essenciais para preencher os hiatos no
arsenal antiviral (ELKHALIFA et al., 2021; VILLA et al., 2024).

Dentro da classe das chalconas, a isoliquiritigenina (ISL), um metabdlito
extraido das raizes de espécies do género Glycyrrhizae, exemplifica como esses
compostos podem modular vias biolégicas complexas para superar limitacbes de

tratamentos terapéuticos convencionais. A ISL apresenta uma afinidade especifica
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com o fator de transcricdo NRF2, um regulador chave na resposta antiviral e na
modulagao de inflamagdes (WANG et al., 2023). Pesquisas investigaram a atividade
da ISL contra uma série de agentes etiolégicos, como os virus da Estomatite Vesicular
(VSV), Influenza A (H1N1), Encefalomiocardite (EMCV) e Herpes Simplex tipo (HSV-
mas estende-se a protegao celular via ativagdo NRF2 associado a redugdo de
respostas inflamatoérias. Esse mecanismo regulatério das chalconas demonstra que
esses metabolitos especializados podem oferecer uma abordagem terapéutica de
“hospedeiro-alvo”, que € menos suscetivel ao desenvolvimento de resisténcia viral
(WANG et al., 2023).

Em um estudo, a busca por solugdes para a insuficiéncia de antivirais
especificos levou ao isolamento de substancias da resina de vermelha de Dracaena
cinnabatri, e foram identificadas os compostos 2,4'-dihidroxi-4-metoxi-dihidrochalcona
e 2,4'-dihidroxi-4-metoxi-chalcona, que demonstraram uma inibigdo robusta dos
antigenos HBsAg e HBeAg do virus da hepatite B (HBV) em células de HEpG2.2.15,
com valores de Cls, de 20,56 e 6,36 ug/mL, indicando-os como um promissores
antivirais (MOTHANA et al., 2022).

No estudo de Kim e colaboradores, a isobavachalcona e a 4’-O-
metilbavachalcona, isoladas de Psoralea corylifolia revelaram-se um inibidor eficaz da
protease do SARS-CoV, com um IC;5, de 7,3 e 10,1 uM, evidenciando o potencial das
chalconas em atingir sitios cataliticos especificos de proteinas virais (KIM et al., 2014).

Em relacdo a modulacao da resposta imunoldgica e ao combate especifico a
virus respiratorios, onde a caréncia de tratamentos eficazes € mais acentuada, as
chalconas e flavonoides tém demonstrado resultados promissores. Essas classes de
metabdlitos surgem como potenciais alternativas ou adjuvantes a ribavirina visando
contornar limitagdes como a toxicidade e custos econdmicos. Flavonoides como a
baicalina, derivada de Scutellaria baicalensis, possuem acao sistémica, modulando a
resposta de células T CD4+, T CD8+ e células NK, além de reduzir os niveis de INF-
vy em infecgdes por influenza A (CHU et al., 2015). A baicalina foi capaz de inibir a
replicagédo do hRSV, em células epiteliais bronquicas (BEAS-2B) e HEp-2, elevando a
expressao de interferons tipo | e bloqueando a traducéo de proteinas estruturais como
a M e nao estruturais NS1 e NS2 (QIN et al., 2022; ZHANG et al., 2019).
Adicionalmente, a licochalcona A (LCA) demonstrou, em modelos in vitro e em

camundongos, uma capacidade dual de inibir o titulo viral do hRSV e atenuar
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significativamente a inflamag&o pulmonar. No mesmo estudo, a equinatina também foi
testada em uma unica concentragdo e apresentou resultados promissores quanto a
reducao da carga viral (LI et al., 2023). No entanto, enquanto a LCA foi detalhada, a
equinatina n&o foi o objeto de aprofundamento mecanistico dos autores. Essa lacuna,
somada ao resultado preliminar positivo da substancia, serviu como base para a
selecao da equinatina neste trabalho.

Com base em precedentes de busca por novas terapias, a equinatina destaca-
se também como um metabdlito interessante para o enfretamento das lacunas de
tratamento em infecgbes respiratorias graves causadas pelo hRSV. Quimicamente
classificada como 4,4'-dihidroxi-2-metoxichalcona, esse composto apresenta em sua
estrutura dois anéis aromaticos (A e B) conectados por uma cadeia q, B-insaturada de
trés carbonos, com formula molecular C16H1404 (figura 5). A presenca de dois grupos
hidroxila e um grupo metoxila confere caracteristicas estruturais relevantes,

associadas ao seu potencial biologico.

Figura 5: Estrutura quimica da equinatina.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como um dos principais componentes bioativos da formula tradicional Huashi
Baidu (Q-14), reconhecida por seus efeitos no manejo clinico durante a pandemia de
COVID-19, a equinatina demonstrou uma capacidade inibitéria superior a 90% contra
o0 SARS-CoV-2. Seu mecanismo envolve a inibicdo da protease principal viral (Mpro)
e um indice de seletividade superior a 5, 0 que garante seletividade entre a eficacia e
a citotoxicidade (XU et al., 2023). A relevancia da aplicagao da equinatina estende-se
ao hRSV, embora mais estudo com a molécula isolada ainda sejam necessarios para
aprofundar seu perfil farmacocinético. Extratos de Glycyrrhiza uralensis, ricos em
equinatina, ja demonstram atividade anti-RSV significativa em modelos celulares HEp-
2 e A549 (YEH et al., 2013). Portanto, a evidéncia de sua agéo contra outros virus
envelopados de RNA, como o SARS-CoV-2, aliada a atividade comprovada dos
extratos que a contém, sustenta a hipétese de que a equinatina e o esqueleto

estrutural da trans-chalcona representam um caminho viavel para o desenvolvimento
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de uma terapia especifica, segura e eficaz contra o hRSV (XU et al., 2023; YEH et al.,
2013).
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CONCLUSOES

Em concluséo, os resultados mostram que derivados de chalconas apresentam
perfis antivirais distintos frente a infeccdo pelo hRSV, destacando-se a equinatina
como uma substancia promissora para o tratamento de infec¢des. Enquanto a frans-
chalcona apresentou efeito limitado no controle da infecgao, a equinatina promoveu
inibicao antiviral robusta, sustentada e dependente da concentragcdo em ambos os
tempos analisados, conforme confirmado por diferentes abordagens experimentais. A
concordancia entre os ensaios baseados em fluorescéncia e luminescéncia indicaram
que a equinatina nao apenas reduz a infecgao viral, mas também interfere de forma
consistente na progressdo do ciclo replicativo do hRSV. Adicionalmente, a
manutengao do efeito antiviral ao longo do tempo sugere que sua atividade pode estar
associada tanto a inibicdo direta da replicacdo viral quanto a promocdo de um
ambiente celular menos permissivo a infeccdo, conforme descrito previamente na
literatura. Esses achados reforcam o potencial da equinatina como candidata
promissora para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o hRSV.
Ademais, investigacdes futuras envolvendo modificagdes estruturais das chalconas
avaliadas poderdo contribuir para o aumento da poténcia antiviral e do indice de

seletividade, favorecendo o avango de novos candidatos terapéuticos.

CONSIDERAGOES FINAIS

Como perspectiva para o aprofundamento das conclusdes apresentadas, a
realizacdo do ensaio de brotamento viral podera contribuir para a melhor
compreensao do mecanismo de ag¢ao da equinatina frente ao hRSV. A partir do ensaio
de brotamento, sera possivel verificar se a equinatina interfere em proteinas virais
envolvidas nas etapas finais do ciclo replicativo, especialmente na montagem e

liberagdo das particulas virais.
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