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Resumo

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (HRSV) € um patégeno de grande relevancia
clinica, sendo uma das principais causas de morbidade respiratéria em criancas, idosos
e individuos imunocomprometidos. Apesar de sua importancia, as opcodes terapéuticas
disponiveis permanecem limitadas, destacando a urgéncia de identificar novas
estratégias antivirais. Neste contexto, este estudo teve como objetivo a triagem
computacional de potenciais ligantes dirigidos aos sitios de interacdo do substrato (GTP)
e do cofator catalitico (SAM) no dominio metiltransferase (MTase) da RNA polimerase
(proteina L) do HRSV. Modelos estruturais do dominio MTase foram construidos
utilizando os servidores Swiss-Model, Alphafold, RosettaFOLD, RosettaTR e I-TASSER,
tendo como base a estrutura cristalografica 4UCI do virus ortélogo Metapneumovirus
humano (HMPV). A selecdo dos modelos estruturais mais robustos foi baseada em
métricas de RMSD e analises conformacionais a partir dos graficos de Ramachandran.
A estabilidade conformacional dos modelos foi avaliada por simulacdes de dinamica
molecular conduzidas no software GROMACS, garantindo a consisténcia estrutural para
as etapas subsequentes. A triagem virtual de compostos, realizada nos bancos de dados
ZINC15 e PubChem, possibilitou a identificacdo de moléculas com alta similaridade aos
ligantes naturais do dominio MTase. Os compostos selecionados foram submetidos a
analises fisico-quimicas utilizando as plataformas SwissADME e pkCMS, que forneceram
insights detalhados sobre sua viabilidade como candidatos antivirais. Estudos de docking
molecular realizados com os programas AutoDock e Vina, determinaram o padréo de
interacdo entre os ligantes e os sitios de interesse. Por fim, novas simula¢des de dinamica
molecular e célculos de energia livre de ligacdo, conduzidos pelo método MM-PBSA,
confirmaram a estabilidade das interacbes nos complexos e permitiram comparar o
desempenho dos compostos como potenciais candidatos antivirais contra 0 HRSV. Os
resultados deste trabalho destacam a identificacdo de compostos promissores como
potenciais agentes antivirais dirigidos ao HRSV. Este estudo reforca a relevancia de
abordagens computacionais integradas como ferramentas de extrema valia na busca por
terapias antivirais inovadoras, além de fornecer uma base solida para o desenvolvimento

de estratégias terapéuticas direcionadas especificamente ao dominio MTase.



Abstract

Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is a clinically significant pathogen and
one of the leading causes of respiratory morbidity in children, elderly individuals, and
immunocompromised patients. Despite its importance, the available therapeutic options
remain limited, emphasizing the urgent need to identify new antiviral strategies. In this
context, the present study aimed to perform a computational screening of potential ligands
targeting the substrate (GTP) and catalytic cofactor (SAM) binding sites of the
methyltransferase (MTase) domain of the HRSV RNA polymerase. Structural models of
the MTase domain were generated using Swiss-Model, Alphafold, RosettaFOLD,
RosettaTR, and I-TASSER, based on the crystallographic structure 4UCI of the
orthologous virus Human Metapneumovirus (HMPV). The selection of the most robust
structural models was based on RMSD metrics and conformational analyses using
Ramachandran plots. The conformational stability of the selected models was validated
through molecular dynamics simulations performed in the GROMACS software, ensuring
structural consistency for subsequent steps. Virtual screening of compounds was
conducted in the ZINC15 and PubChem databases, identifying molecules with high
similarity to the natural ligands of the MTase domain. The selected compounds were
subjected to physicochemical analyses using the SwissADME and pkCMS platforms,
providing detailed insights into their viability as antiviral candidates. Molecular docking
studies, carried out with AutoDock and Vina, elucidated the interaction patterns between
the ligands and the target binding sites. Finally, additional molecular dynamics simulations
and binding free energy calculations using the MM-PBSA method confirmed the stability
of the complexes and enabled the comparison of the compounds’ performance as
potential antiviral candidates against HRSV. The results of this study highlight the
identification of promising compounds as potential antiviral agents against HRSV. This
work underscores the importance of robust and integrated computational approaches as
precious tools in the search for innovative antiviral therapies, providing a solid foundation

for the development of therapeutic strategies specifically targeting the MTase domain.
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1.1. Introducéo

O Virus Sincicial Respiratério humano (HRSV, do inglés Human Respiratory
Syncytial Virus) € um patégeno viral de grande importancia médica, sendo um dos
principais agentes causadores de doencas respiratérias agudas, tais como bronquiolite e
pneumonia em criancas em todo o mundo. Esse virus também é responsavel pela
morbidade respiratéria em idosos, pessoas imunocomprometidas e com doencas
cardiorrespiratérias. O principal grupo de risco relacionado com o HRSV é formado por
criancas que apresentam imunodeficiéncia congénita, displasia broncopulmonar, doenca
cardiaca, hipertensdo, prematuridade e baixo peso no nascim(MORRIS; BLOUNT;
SAVAGE, 1956)ento (FALSEY, 2005; HALL et al., 2009; PL; JEJ, 2007; RICCETTO et
al., 2009).

No ano de 1955, uma epizootia respiratoria caracterizada por tosse, espirro e
secrecdo mucopurulenta foi relatada em uma colbnia de aproximadamente 20
chimpanzés no Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) Washington, D.C, USA.
Foi isolado pela primeira vez, a partir de um swab de garganta de um chimpanzé fémea,
o Virus Sincicial Respiratorio (RSV), chamado neste momento de Agente da Coriza do
Chimpanzé (Chimpanzee Coryza Agent — CCA) (MORRIS; BLOUNT; SAVAGE, 1956).
Nos anos seguintes, esse virus também foi isolado em bebés com doencas respiratorias
graves (CHANOCK; FINBERG, 1957; CHANOCK; ROIZMAN; MYERS, 1957) e, desde
entdo, demonstrou-se um patdégeno ubiquo que infecta quase todas as criancas até os 2
anos de idade, com metade delas apresentando ao menos duas infeccdes durante esse
periodo (GLEZEN et al., 1986). A partir de seu isolamento em 1956 o0 agente passou a
ser denominado Virus Sincicial Respiratério Humano (HRSV) por refletir seu tropismo
quase que exclusivo pelo trato respiratério humano e sua capacidade de formar sincicios
em culturas celulares (MORRIS; BLOUNT; SAVAGE, 1956).

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez em 1964 por Candeias, em um
estudo com um grupo de 24 criancas que apresentavam quadros respiratorios graves,
como bronquiolite e broncopneumonia em um hospital da cidade de Sao Paulo
(CANDEIAS, 1967). Quatro amostras obtiveram sucesso no isolamento viral em culturas
de células Hela, apresentando efeito citopatico ao fim do 7° dia e todas foram
neutralizadas pelo soro homodlogo padrdo, confirmando a infeccdo por HRSV
(CANDEIAS, 1967).
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Um levantamento realizado em 2015 revelou que ocorreram cerca de 3,2 milhdes
de hospitalizacfes, das quais 59.600 criancas menores de cinco anos morreram devido
a infeccdo por HRSV (SHI et al., 2017). Vale ressaltar que apesar de sua importancia
pediatrica, o virus também acomete adultos, principalmente idosos e
imunocomprometidos (FALSEY, 2005). Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria no Brasil aprovou a vacina Arexvy, da empresa GlaxoSmith Kline, indicada para
prevencdo da doenca do trato respiratorio inferior causada pelo HRSV para uso em
adultos com 60 anos de idade ou mais (GOV, 2023; Consultas - ANVISA, 2023).
Entretanto, ainda ndo h4 uma vacina para imunizagdo de recém-nascidos e criancas
aprovada no Brasil. Ja com relacdo a medicamentos, 0 Unico tratamento licenciado
comumente oferecido € o anticorpo monoclonal direcionado a proteina de fusdo F,
Palivizumab, que é administrado as criancas de alto risco durante a estacdo de maior
incidéncia de infecgbes, reduzindo a ocorréncia da forma mais severa da doenca. No
entanto, esse medicamento € de alto custo e tem apresentado reacdes adversas
(MORRIS et al., 2009b).

Os sintomas clinicos comumente observados da infec¢do por HRSV, semelhante
a outras doencas do trato respiratorio inferior, emergem principalmente como resultado
da obstrucéo das vias aéreas, onde residuos celulares inflamatérios, fibrina, agregados
linféides e muco levam a um fluxo aéreo restrito que resultam em sibilancia e hipoxia
(JOHNSON et al., 2007).

1.2. Epidemiologia e Impacto do Virus Sincicial Respiratorio Humano (HRSV)

O Virus Sincicial Respiratério humano (HRSV) continua sendo um desafio
significativo para a saude publica, afetando predominantemente o trato respiratorio e
apresentando uma incidéncia sazonal com maior prevaléncia durante os meses de
outono e inverno em regides de clima temperado. A identificacdo do virus em 1956 por
Chanock e colaboradores marcou o inicio de décadas de investigacdes dedicada a
compreensao da sua biologia e patogénese, bem como ao desenvolvimento de
estratégias eficazes de prevengcdo e tratamento (CHANOCK; FINBERG, 1957,
CHANOCK; ROIZMAN; MYERS, 1957).

Nos ultimos anos, estudos epidemioldgicos destacaram a importancia do HRSV
como uma das principais causas de infeccOes respiratorias agudas em criangas,

particularmente nos paises em desenvolvimento, onde a falta de recursos adequados
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para diagndstico e tratamento contribui para uma taxa de mortalidade ainda mais
alarmante (WHO, 2017). Dados do Ministério da Saude no Brasil revelam uma carga
significativa de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) causada por HRSV,
especialmente em criangas menores de quatro anos de idade, destacando a necessidade
continua de vigilancia e intervencéo eficaz(GOV — Ministério da Saude”, [s.d.]).

Além disso, estudos epidemioldgicos globais demonstraram que as epidemias do
Virus Sincicial Respiratorio humano (HRSV) coincidem frequentemente com epidemias
de gripe, destacando a importancia de abordagens abrangentes de controlo e prevencao
para reduzir a morbidade e mortalidade associadas as infec¢des virais respiratorias (SHI
et al., 2017; THOMPSON et al., 2003).

1.3. Disseminagéao, Patogénese e Fatores de Risco

A disseminacdo do HRSV ocorre principalmente a partir de trés principais vias:
grandes particulas ou goticulas de muco ou saliva, autoinoculacdo por toque em
superficies contaminadas e inalacdo de pequenas particulas. Estas rotas de transmissao
direta e indireta contribuem para a propagacao eficiente do virus na comunidade (HALL
et al., 1981, 2009). O HRSV ¢ altamente contagioso e pode sobreviver em superficies
por vérias horas, facilitando sua transmissdo em ambientes comunitarios e hospitalares
(GRIFFITHS; DREWS; MARCHANT, 2017).

Uma vez dentro do organismo, o HRSV inicia sua replicacdo no epitélio das vias
aéreas superiores e posteriormente se espalha para o trato respiratério inferior, onde a
replicacdo viral € mais eficiente. A formacao de sincicios entre células hospedeiras € uma
caracteristica marcante na patogénese do HRSV, levando a inflamacéo grave das vias
aéreas e, em alguns casos, a obstrucdo das vias aéreas inferiores, principalmente em
individuos imunocomprometidos ou com doencas pulmonares pré-existentes
(DEVINCENZO et al., 2010; HEWITT et al., 2015).

A resposta imunologica ao HRSV envolve tanto a imunidade inata quanto a
adaptativa. Inicialmente, a infec¢@o viral € detectada por células epiteliais respiratérias e
células imunoldgicas residentes, como macréfagos e células dendriticas. Estas células
reconhecem componentes virais através de receptores de reconhecimento de padrdo
(PRRs), como os Toll-like receptors (TLRs) e os receptores do tipo RIG-I, que
desencadeiam a producado de citocinas pro-inflamatorias e interferons (GOMEZ et al.,
2014; JUNG; KIM; LEE, 2020; LUKACS et al., 2006; TALEB et al., 2018). Estes
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mediadores inflamatérios recrutam células imunoldgicas adicionais para o local da
infeccéo, incluindo neutrofilos, linfocitos T e células natural killer (NK).

Os linfécitos T CD8+ desempenham um papel crucial na eliminacdo de células
infectadas pelo virus, enquanto os linfécitos T CD4+ auxiliam na coordenagdo da
resposta imunoldgica, promovendo a producao de anticorpos pelas células B e a ativagéo
de macréfagos. No entanto, uma resposta imunolégica mal orquestrada contribui
ativamente para a patogénese da doenca. De fato, estudos em modelos animais
demonstraram que a deplecéo de células T CD4+ pode atenuar a inflamac¢ao pulmonar
induzida pelo HRSV, sugerindo que a resposta exagerada de células T CD4+ pode atuar
diretamente no agravo aos danos teciduais causados pela infeccdo (COLLINS;
GRAHAM, 2008; JOHNSON et al., 2007).

Além disso, mesmo uma resposta imunoldgica adaptativa ao HRSV pode ser
insuficiente para conferir imunidade duradoura aos individuos. A producéo de anticorpos
neutralizantes especificos contra o HRSV é geralmente modesta e a memoria
imunologica gerada apés a infeccdo primaria pode ndo ser robusta o suficiente para
prevenir infec¢des subsequentes, resultando em reinfecgdes frequentes ao longo da vida
(COLLINS; GRAHAM, 2008).

Fatores de risco como idade e estado imunologico desempenham um papel crucial
na suscetibilidade e gravidade das infec¢cdes por HRSV. A diminuicdo dos titulos de
anticorpos maternos apos o0s primeiros meses de vida coloca particularmente as criancas
em risco de desenvolverem formas graves da doenca do trato respiratorio inferior apds a
primeira infeccdo por HRSV (KAMPMANN et al.,, 2023; OPENSHAW et al., 2017).
Embora adultos geralmente apresentem quadros mais leves da infeccdo, individuos
idosos e/ou imunocomprometidos continuam vulneraveis a complicacfes graves da
doenca (FALSEY et al., 2008; OTHUMPANGAT et al., 2009). Vale ressaltar que co-
infeccbes com outros patdégenos respiratorios bem como predisposicdes genéticas
especificas também influenciam a gravidade da doenca (LEHTINEN et al., 2006). Além
disso, fatores ambientais e socioeconémicos, como viver em ambientes superlotados,
exposicdo a poluentes, habitos tabagistas entre outros, também podem aumentar a
vulnerabilidade ao HRSV (ROBERTSON et al., 2005).
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1.4. Tratamento e Perspectivas Futuras

Atualmente, o tratamento convencional para o0 HRSV baseia-se principalmente em
medidas de suporte, como administracdo de corticosterdides, broncodilatadores e
oxigenoterapia. No entanto, a eficacia destas intervencgdes € limitada e, dessa forma, urge
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para combater a infec¢do pelo
HRSV. Pesquisas recentes concentraram-se no desenvolvimento de terapias antivirais
direcionadas especificamente ao HRSV, incluindo o uso de inibidores da replicacao viral
e anticorpos monoclonais. Medicamentos como Virazol (ribavirina) e Synagis
(palivizumab) demonstraram beneficios clinicos, mas continuam a apresentar desafios
em termos de eficacia, custo e administracdo (COLLINS; MURPHY, 2006; SILVA et al.,
2009; TALEB et al., 2018; WALSH et al., 2023).

O desenvolvimento de vacinas contra o VSR enfrenta diversos desafios, incluindo a
presenca de anticorpos maternos em lactentes, que podem neutralizar a resposta
imunoldgica induzida pela vacina (COLLINS; MURPHY, 2006; KAMPMANN et al., 2023,
TALEB et al., 2018). Além disso, a imaturidade do sistema imunolégico em recém-
nascidos e a possibilidade de potenciacéo da doenca induzida pela vacina (VAERD) sao
barreiras adicionais (DELGADO; POLACK, 2004). Diversas abordagens tém sido
exploradas para desenvolver uma vacina eficaz contra o HRSV. Essas incluem o uso de
vacinas de subunidade, vacinas de virus atenuado, vacinas de vetores virais e vacinas
baseadas em particulas semelhantes a virus (VLPs) (COLLINS; MURPHY, 2006; SILVA
et al., 2009; TALEB et al., 2018; WALSH et al., 2023). A vacinagdo com proteinas de
fusao prefusionadas (F) tem mostrado um potencial significativo devido a sua capacidade
de induzir uma resposta imunoldgica robusta sem os riscos associados as vacinas de
virus atenuado.

Estudos recentes destacam os avancos no desenvolvimento de vacinas contra o
HRSV. Um estudo avaliou a eficacia de uma vacina baseada na proteina F prefusionada
em adultos mais velhos, um grupo particularmente vulneravel ao HRSV devido a
imunossenescéncia (PAPI et al., 2023). Os resultados demonstraram que a vacina
induziu uma resposta imunoldgica significativa, com niveis elevados de anticorpos
neutralizantes sem evidéncias de eventos adversos graves, indicando sua seguranca e

potencial eficdcia nesta populacdo. Outro estudo investigou a eficacia de uma vacina
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bivalente de proteina F prefusionada administrada a gestantes para prevenir a infeccédo
por RSV em lactentes (KAMPMANN et al., 2023). Os resultados mostraram que a
vacinacdo materna foi bem tolerada e resultou em niveis elevados de anticorpos
especificos contra o0 HRSV nos neonatos, oferecendo protecdo passiva durante os
primeiros meses de vida, quando os bebés sdo mais vulneraveis a infeccao viral.

As investigacbes em andamento fornecem informacgcdes importantes sobre o0s
mecanismos de replicacdo viral e resposta imunoldgica a infec¢cdo pelo HRSV, o que
pode levar ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e vacinas mais
eficazes. Novas estratégias, incluindo o desenvolvimento de vacinas dirigidas a
diferentes grupos populacionais, sdo também uma prioridade para reduzir o fardo das
doencas associadas ao HRSV e melhorar a saude populacional (COCKERILL; GOOD;
MATHEWS, 2019; FALSEY et al., 2008; GIRMA, 2024; KAMPMANN et al., 2023; PAPI
et al., 2023).

Em resumo, o HRSV continua sendo um importante desafio para a saude publica,
exigindo uma abordagem integrada e multidisciplinar envolvendo investigacdo basica,
clinica e epidemioldgica. Os investimentos continuos em pesquisa e desenvolvimento
sao essenciais para alavancar a compreensao e controle desta infec¢do viral e melhorar

os resultados clinicos e a qualidade de vida dos pacientes afetados.

1.5. Classificacao e Estrutura Viral

O HRSV é classificado como membro da ordem Mononegavirales, a qual possui
outros representantes de importancia médica, como o virus da raiva (familia
Rhabdoviridae) e o virus Ebola (familia Filoviridae). Esta incluso na familia

Pneumoviridae, que apresenta dois géneros: o Metapneumovirus que infectam

mamiferos e passaros; e o Orthopneumovirus, ao qual pertence o Virus Sincicial
Respiratorio, da espécie Orthopneumovirus humano. Dentro da espécie tem-se também
0 Orthopneumovirus bovino e o Orthopneumovirus murino (KING et al., 2012).

Trata-se de um virus de RNA de fita simples e polaridade negativa, nao
segmentado e acondicionado em um envelope lipidico. Seu genoma é composto por
15.222 nucleotideos organizado em 10 genes que obedecem a seguinte ordem: 3’ — NS1
—NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5. Cadaum dos 10 genes codificados pelo

HRSV contém uma ORF (Open Reading Frame), com excecdo de M2 que possui duas,
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codificando as proteinas M2-1 e M2-2, totalizando 11 proteinas codificadas pelo virus,
entre proteinas estruturais e ndo estruturais (GOULD; EASTON, 2007; HUANG; WERTZ,
1982).

No envelope viral, derivado da membrana plasméatica da célula hospedeira por
brotamento, encontram-se trés glicoproteinas de superficie que formam projecdes
semelhantes a espiculas de 10-14 nm de comprimento e 8-11 nm de espacamento entre
si (COLLINS, [s.d.]; PL; JEJ, 2007). S&o elas a proteina de adesédo (G), a proteina de
fusdo (F) e a pequena proteina hidrofobica (SH).

Na face interna do envelope viral, encontra-se a proteina de matriz (M) que possui
256 residuos de aminoacidos e desempenha papel-chave na montagem e liberacéao viral
através da formacdo de um endoesqueleto helicoidal que fornece suporte para o
complexo ribonucleoproteico (RNP) e as glicoproteinas do envelope viral também
organizadas de forma helicoidal (GHILDYAL et al., 2002, 2005).

O nucleocapsideo presente nos virions do HRSV é composto pelo RNA gendémico
associado as proteinas N, P, L e M2-1(COLLINS, 1991; PL; JEJ, 2007). A proteina
nucleocapsidica N, de 391 residuos de aminoacidos e massa molecular de 43,4 kDa, €
central nesse processo, estando associada ao RNA gendmico e desempenhando papel
fundamental na estruturacdo do nucleocapsideo (COLLINS, 1991; PL; JEJ, 2007). O
complexo proteina N-RNA, essencial para a sintese de RNA viral, desempenha multiplas
fungdes, incluindo a prevencdo de estruturas secundarias na molécula de RNA e a
protecdo contra a degradacgéao por nucleases (COWTON; MCGIVERN; FEARNS, 2006)(.

A interacdo dessas proteinas com o RNA viral é suficiente para iniciar a replicacéo
do material genético (COLLINS; HUANG; WERTZ, 1984; YU; HARDY; WERTZ, 1995).
Contudo, a presencga da proteina M2-1 é indispensavel para uma transcricao eficiente do
genoma pela RNA polimerase viral haja visto que a M2-1 atua na transcrigio como um
fator de processamento e antiparada e M2-2 age como um “interruptor” molecular entre
a transcricdo e replicacdo viral (ASENJO; VILLANUEVA, 2016; BERMINGHAM,;
COLLINS, 1999; LAMB; PARKS, 2007; SPANN et al., 2004).

Por sua vez, a fosfoproteina P, com 241 residuos de aminoacidos e massa
molecular de aproximadamente 35 kDa, desempenha um papel vital na transcricdo e
replicacdo do HRSV (COLLINS, 1991; SIMABUCO et al., 2011a, 2011b). Constituinte da
polimerase viral, a proteina P parece facilitar a interacdo entre a proteina L (polimerase)
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e o complexo proteina N-RNA, como observado em virus relacionados (TRAN et al.,
2007).

Ha também duas proteinas néo estruturais, NS1 e NS2, com 139 e 124 residuos
de aminoécidos, respectivamente, que atuam na resposta imunologica do hospedeiro
agindo como antagonistas de interferons (INF) tipo | e Ill, suprimindo a resposta
imunologica do hospedeiro ao inibir a atuacdo de multiplas proteinas ligadas a cascata
de sinalizacdo disparada pelo reconhecimento de padr6es moleculares associados a
patégenos (PAMPSs), ganhando tempo para uma replicacdo viral efetiva. (GIRMA, 2024;
LUKACS et al., 2006; SPANN et al., 2004).

(-) strand RNA genome

NS1 NS2
s @EHTNTH P HOMOIR{G K Hma] s
leader Trailer
Fusion protein (F)
Large polymerase
protein (L)
. Small hydrophobic
Phosphoprotein (P)
Attachment _—"

glycoprotein (G)

Figura 1. Representacdo esquemética do HRSV apresentando a organizagdo gendémica e
estrutura viral com suas 9 proteinas estruturais.
Fonte: Adaptado de JUNG; KIM; LEE, 2020.

Ja a RNA polimerase (proteina L) do HRSV, sua maior proteina com 2165 residuos
de aminoécidos e foco deste trabalho, é crucial para a replicacdo do genoma viral e
transcricdo do RNA mensageiro viral. Desempenhando dois papeis distintos, ndo apenas
polimeriza o RNA, mas também sintetiza estruturas CAP5’ metiladas (RAHMEH et al.,
2010). Em organismos eucarioticos, a adicao da estrutura CAP5’ desempenha multiplos

papéis bioldgicos como i) protegéo contra a degradagédo do mRNA por exonucleases 5'-
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3’, ii) garantia de um reconhecimento eficiente do mRNA por fatores de iniciacdo de
traducdo, iii) direcionamento de splicing do pré-RNA mensageiro e exportacdo para fora
do nucleo, e iv) reconhecimento ou identificacdo do RNA como proprio ou estranho,
incluindo transcritos virais (SUTTO-ORTIZ et al., 2021, 2023). Dessa forma a presenca
de uma estrutura CAPS’ metilada ao RNA mensageiro viral atua como uma etiqueta de
identificacdo que dentre outros mecanismos permite ao organismo viral camuflar a sua
presenca e evadir o sistema imune do hospedeiro. De fato, o CAP5’ protege os RNA
mensageiros contra exonucleases 5-3’ e promove o transporte e a traducdo do RNA,
enquanto a metilagdo 2’0 impede a deteccio por sensores de imunidade celular (DAFFIS
et al., 2010; DECROLY et al., 2011; ZUST et al., 2011).

A proteina L do HRSV é composta por seis dominios conservados (CR-l a CR-VI).
Cada um desses dominios esta associado a fun¢des especificas: i) CR-l a CR-Ill estao
relacionados a atividade de polimerase e poliadenilagdo; ii) CR-IV é um dominio menos
caracterizado em termos de funcao especifica, mas acredita-se que ele desempenhe um
papel estrutural crucial na organizacdo e coordenacdo funcional entre os dominios
cataliticos da proteina L, facilitando a interacdo e posicionamento adequado durante o
processo de replicacéo e transcricdo do RNA viral iii) CR-V esta envolvido na adi¢cdo do
CAP5’ ao mRNA; iv) CR-VI é responsavel pela metilagdo do CAP5’.

RdRP PRNTase 1,599 MTase 2,005
N +
N- CR-l 1l CR-llI CR-IV CR-V CR-VI mmm-C
GDNQ HR K-D-K-E kk-g

Figura 2. Organizagcdo dos dominios da proteina L do HMPV juntamente com o dominio C-

terminal. Em verde esta representado o dominio CR-VI, que contém o motif K-D-K-E tipico de

atividades 2°0O-Mtases. O dominio C-terminal esta representado em vermelho, contendo o motif

K-K-G (azul). Os limites de CR-Il a -V s&o aproximados. CR-Ill contém o motif assinatura GDNQ

para atividades de polimerase (RdRP) e CR-V contém o motif H-R para atividades de PRNTase.
Fonte: Adaptado de PAESEN et al., 2015.

O dominio CR-VI da proteina L do HRSV apresenta uma dobra tipica de
metiltransferase (MTase) dependente de S-adenosilmetionina (SAM), essencial para a
metilagéo das posi¢cdes N7 e 2'0O do cap do mRNA. No estudo da estrutura por raios-X

de uma porgéo da proteina L do HMPV, que inclui o dominio CR-VI, foi identificado um
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sitio de ligagdo a SAM e uma nova cavidade que pode acomodar um nucleosideo
(PAESEN et al., 2015b). Este dominio também exibe atividades de trifosfatase de
nucleotideos, sugerindo que o CR-VI desempenha mudltiplas fungdes cataliticas. A
sequéncia motif K-D-K-E, conservada entre as metiltransferases, facilita a transferéncia
do grupo metil (LI et al., 2008; LIANG, 2020; SUTTO-ORTIZ et al., 2021, 2023).

Neste racional, temos que o0s sitios de interacéo da proteina L sdo essenciais para
suas funcdes cataliticas e desempenho de suas atividades como polimerase. Os sitios
de interacdo presentes neste dominio incluem: i) sitio de ligacdo a SAM, crucial para a
metilacdo; ii) nova cavidade, acomoda nucleosideos durante o processo de metilagédo; e
i) sitio de fosfodiesterase, facilita a atividade trifosfatase.

O processo de adigdao do CAP5’ envolve a adicdo cotranscricional de uma
guanosina (G) ao primeiro nucleotideo (N1) da cadeia de RNA nascente por meio de uma
ponte trifosfato 5'-5', resultando em uma estrutura GpppNz1. Normalmente, isso é seguido
pela metilacdo do nitrogénio 7 (N7) da guanosina, dando origem a mGpppNi1, e do
oxigénio 2’ (2°0O) da ribose N1 (mGpppNim). O processo de metilacdo do CAPS’ é
catalisado pelo dominio metiltransferase (MTase) da proteina L dependente do cofator
S-adenosilmetionina (SAM), que ao se posicionar ao lado do &omo alvo no RNA
(substrato), permite a transferéncia direta de um grupamento metil, convertendo o SAM
em S-adenosilomocisteina (SAH) (PAESEN et al., 2015a). Dada a importancia deste
mecanismo na infecgdo viral, este contexto revela na proteina L da HRSV tanto
diretamente por sua atividade de sintese de RNA bem como sua atividade como MTase
um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos antivirais com alta
especificidade.

A proteina L do HMPV, um ortélogo préximo doHRSV, cuja estrutura ja é
conhecida pelo método de difracdo de raios-X, compartilha muitas similaridades
estruturais e funcionais com a proteina L do HRSV. O dominio CR-VI do HMPV também
contém a sequéncia motif K-K-G, que lembra o motif de guanililtransferase (GTase) dos
eucariotos, sugerindo que esses virus podem usar uma atividade GTase para a adi¢cao
de CAP (SUTTO-ORTIZ et al.,, 2021, 2023). Apesar das semelhancas estruturais e
funcionais entre estas proteinas ortélogas, a estrutura cristalina do dominio CR-VI+ do
HMPV revelou um mecanismo de metilagdo sequencial onde a 2'0O-metilagdo precede a
N7-metilacdo, uma ordem também observada no virus da estomatite vesicular (VSV), que

difere mecanisticamente do HRSV, mas ainda fornece insights valiosos sobre a estrutura
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e mecanismos envolvidos no processo de replicagao viral (RAHMEH et al., 2010; SUTTO-
ORTIZ et al., 2021). De fato, estudos comparativos entre as proteinas L do HRSV e
HMPV destacam semelhancas evolutivas preservadas como a conservacao de seus
dominios funcionais, sitios de ligacéo e atividades enziméticas (KING et al., 2012; PL;
JEJ, 2007; SILVA et al., 2009). Na Figura 3, é apresentada uma comparagao entre 0s
dois dominios CR-VI, evidenciando tanto a conservacao de residuos como a distribuicao
de cargas na superficie, informac¢des que fundamentam os estudos de ligagcdo ao SAM e
ao substrato. Essas comparagdes sao fundamentais para entender a funcionalidade das
proteinas L e identificar alvos para o desenvolvimento de inibidores antivirais especificos,
destacando a importancia dos sitios de interacdo como pontos criticos para intervencdes
terapéuticas no combate as infeccdes virais.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo contribuir com a busca por ligantes
como potenciais candidatos antivirais especificamente que tenham como alvo os sitios
de ligacao de substrato (RNA) e de cofator catalitico (SAM) do dominio metiltransferase
(MTase) da RNA polimerase do Virus Sincicial Respiratério humano a partir de
abordagens computacionais usando ferramentas de modelagem, docking e dinamica
molecular, assim como célculos de energia livre de ligagéo tedrica via MM-PBSA.
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Figura 3. Comparacéo entre os dominios CR-VI + C-terminal do HMPV e HRSV em torno
dos sitios de ligacdo do substrato e do cofator catalitico (SAM). A esquerda, o modelo do
HMPV, baseado na estrutura cristalografica determinada por difracao de raios-X (PDB: 4UCI),
apresenta a distribuicdo de cargas na superficie (azul: cargas positivas; vermelho: cargas
negativas), com os ligantes representados em amarelo. A direita, 0 modelo do HRSV, gerado por
homologia, exibe residuos conservados destacados em vermelho escuro (idénticos) e rosa
(semelhantes), permitindo a comparacao entre os dois modelos quanto a conservacao estrutural
e funcional do dominio.
Fonte: Adaptado de PAESEN et al., 2015.
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