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RESUMO

Os virus respiratorios sdo responsaveis por significativa morbidade, mortalidade e perdas
econdmicas globais. O Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) é um dos principais agentes de
infeccBes respiratorias agudas graves em prematuros, idosos e imunocomprometidos. Atualmente, as
formas de tratamento profilatico incluem vacinas aprovadas pela FDA para idosos e gestantes, além do
medicamento Palivizumab, um anticorpo monoclonal que visa a proteina de fusdo. Para ambos 0s
tratamentos, destaca-se que sdo métodos para prevenir ou amenizar um possivel quadro da doenca, 0
gue evidencia a necessidade de um tratamento terapéutico para pacientes com quadros mais graves.
Neste sentido, a proteina M2-1 do hRSV é um fator de antiterminag&o transcricional fundamental para
o ciclo de replicacdo do virus, com suas fungdes mediadas pela interacdo de seu dominio globular
(dgM2-1) com parceiros biolégicos como o RNA e a fosfoproteina viral, caracterizando-se como um
potencial alvo para o desenvolvimento de antivirais. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
investigar possiveis ligantes para o0 dgM2-1 como potenciais antivirais com base em duas vertentes: i) a
aplicagdo de um método sistematizado para identificar novas pequenas moléculas ligantes, como a
abordagem da triagem de fragmentos por RMN, e ii) 0 uso de uma caracteristica fisico-quimica presente
no dgM2-1, sua extensa superficie carregada positivamente, favoravel para interacdo com moléculas de
carga liquida negativa como a suramina. Para a triagem, foram selecionados sete fragmentos mais
promissores de uma biblioteca com ~700, baseado nas medidas de perturbacdo de deslocamento
quimico, tempo de relaxacdo transversal e WaterLOGSY. Esses fragmentos identificados apresentaram
resultados positivos para ao menos dois pardmetros utilizados na triagem, e foram selecionados para
analise de diferenca de transferéncia de saturagdo, entretanto, um foi excluido da analise de **N HSQC
devido a questBes de solubilidade. A partir dos experimentos de STD e HSQC, observou-se que quatro
dos fragmentos selecionados apresentaram interacao satisfatoria, sendo essa proximo aos residuos das
hélices 02, a4, a5 e a6 do dgM2-1, regides importantes para a interagdo do dominio com RNA e a
fosfoproteina viral. Os fragmentos selecionados tiveram sua capacidade de competi¢cdo com o peptideo
P90-110, fragmento da fosfoproteina, testada através de experimentos de anisotropia de fluorescéncia,
para 0s quais trés dos quatro fragmentos apresentaram competicdo com o P90-110, com destaque para
o fragmento P2_CQ7, que proporcionou maior aumento da Ky do complexo dgM2-1/P90-110. Para a
andlise de interagdo dgM2-1/suramina, experimentos de fluorescéncia mostram um melhoramento do
sinal de emissdo da suramina na presenca de concentracBes crescentes de dgM2-1. A partir deste
experimento, a constru¢do de uma isoterma de ligacdo possibilitou a determinacdo da constante de
dissociacdo (K;) de ~13 nM para o complexo dgM2-1/suramina. A andlise termodindmica para 0s
valores de K; nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C revelou uma variacdo de entalpia de ligacdo
significativamente reduzida frente a principal contribuicdo entrdpica para a energia livre de Gibbs,
sugerindo uma contribuigdo eletrostatica importante para a formagdo do complexo dgM2-1/suramina, 0
gue corroborou com o experimento de competicdo com NaCl. Outros experimentos de competicdo de
suramina com RNA e um fragmento da fosfoproteina viral (P96-110) para o sitio de ligagcdo no dgM2-
1 revelaram que a molécula polissulfatada é deslocada por ambos os parceiros biologicos naturais,
indicando que a suramina interage tanto nos sitios de ligagdo do RNA quanto do P96-110. Portanto, o
presente estudo apresenta dados moleculares relevantes para o desenho de novas estratégias de combate
a infeccdes causadas pelo hRSV.

Palavras-chave: RMN; hRSV; dgM2-1; espectroscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

Respiratory viruses are responsible for significant morbidity, mortality, and global economic
losses, with Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) being one of the main agents of severe acute
respiratory infections in premature infants, elderly, and immunocompromised individuals. Currently,
prophylactic treatments include FDA-approved vaccines for the elderly and pregnant women, as well as
the drug Palivizumab, a monoclonal antibody targeting the fusion protein. Both treatments are methods
to prevent or mitigate a possible disease condition, highlighting the need of a therapeutic treatment for
patients with more severe conditions. In this sense, the M2-1 protein of hRSV is a crucial transcriptional
antitermination factor for the virus replication cycle, with its functions mediated by the interaction of its
core domain (cdM2-1) with biological partners, RNA, and viral phosphoprotein, making it a potential
target for the development of antivirals. Thus, the present work aimed to investigate potential ligands
for cdM2-1 as potential antivirals based on two approaches: i) the application of a systematic method to
identify new small molecule ligands, such as the fragment screening approach by NMR, and ii) the use
of a physicochemical characteristic present in M2-1/cdM2-1, its extensive positively charged surface,
favorable for interaction with negatively charged molecules like suramin. For the screening, seven of
the most promising fragments from a library of ~700 were selected, based on chemical shift perturbation
measurements, transverse relaxation time, and WaterLOGSY. These identified fragments showed
positive results for at least two parameters used in the screening and were selected for saturation transfer
difference analysis, for which two did not show satisfactory results and were excluded from the 15N
HSQC stage. From the HSQC experiments, it was observed that the selected fragments interacted in the
a2, o4, ab, and a6 helices of dgM2-1, important regions for the domain's interaction with RNA and the
viral phosphoprotein. The selected fragments had their ability to compete with the P90-110 peptide, a
fragment of the phosphoprotein, tested through fluorescence anisotropy experiments. Three out of the
four fragments showed competition with P90-110, with particular emphasis on the P2_CO07 fragment,
which resulted in the greatest increase in the Kd of the cdM2-1/P90-110 complex. For the cdM2-
1/suramin interaction analysis, fluorescence experiments showed an improvement in suramin emission
signal in the presence of increasing concentrations of cdM2-1. From this experiment, constructing a
binding isotherm enabled the determination of the dissociation constant (Kd) of ~13 nM for the cdM2-
1/suramin complex. Thermodynamic analysis for Kd values at 15, 25, and 35 °C revealed a significantly
reduced binding enthalpy variation against the main entropic contribution to Gibbs free energy,
suggesting an important electrostatic contribution to the cdM2-1/suramin complex formation,
corroborated by the competition experiment with NaCl. Other competition experiments of suramin with
RNA and a fragment of the viral phosphoprotein (P96-110) for the binding site on dgM2-1 revealed that
the polysulfated molecule is displaced by both natural biological partners, indicating that suramin
interacts with both RNA and P96-110 binding sites. Therefore, this study presents relevant molecular
data for designing new proposals for strategies to combat infections caused by hRSV.

Keywords: NMR; hRSV; cdM2-1; fluorescence espectroscopy.
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1 INTRODUCAO
1.1 EPIDEMIOLOGIA E TRATAMENTO

Os virus respiratérios sdo os agentes patogénicos mais frequentes em humanos, com um
impacto significativo na morbidade, mortalidade e grandes perdas econémicas em todo o
mundo, como observado na pandemia de COVID-19 (BOHMWALD et al., 2021; TRAMUTO
et al., 2021). Esses virus sdo altamente adaptados a transmisséo rapida e eficiente por contato
direto, indireto, goticulas e aerossois, derivados de sintomas comuns em doengas respiratorias
como a tosse e 0 espirro, o que facilita a sua circulagdo em escala global, tornando-os agentes
infecciosos com potencial pandémico (BOCCALINI et al., 2023). Entre estes agentes, 0 Virus
Sincicial Respiratério humano (do inglés, hRSV) destaca-se por ser um agente causador de
infeccBes agudas do trato respiratorio (do inglés, ARI), tanto superior quanto inferior, atingindo
principalmente criancas menores que 2 anos de idade e idosos, mas podendo se manifestar na
fase adulta, mesmo que o virus tenha sido contraido na infancia (BOCCALINI et al., 2023;
TRAMUTO et al., 2021).

Quanto aos sintomas, estes costumam ser brandos, caracteristicos de infec¢des do trato
respiratorio superior (do inglés, URTIs) como tosses e espirros, que podem progredir para
infeccbes do trato respiratorio inferior (LRTIs) levando a quadros como bronquiolite,
pneumonia e traqueobronquite (BOCCALINI et al., 2023; TRAMUTO et al., 2021). Estes
quadros mais severos sdo altamente associados a fatores de risco como doenca cardiaca
congénita, pacientes imunossuprimidos, com doencas cronicas do trato respiratorio como a
doenca pulmonar obstrutiva cronica, além de criancas menores que 1 ano de idade e criancas
prematuras (BOCCALINI etal., 2023; PAROLA etal., 2024; TRAMUTO et al., 2021). Estima-
se que 0 hRSV infecte 60% das criangcas em seu primeiro ano de vida, estendendo esse nimero
para quase todas as criancas até o segundo ano de vida (PAROLA et al., 2024). Com alta taxa
de infeccé@o, em 2015 o hRSV foi a causa de 33,1 milhdes de casos de LRTIs em criancas de
até 5 anos de idade, resultando em 3,2 milhdes de criancas hospitalizadas das quais 59.600
vieram a obito, sendo a segunda classificada nas causas de morte em todo 0 mundo e a primeira
colocada nas mortes por doengas respiratorias (PAROLA et al., 2024; REN et al., 2022). No
Brasil, em 2023 foram notificados 67.771 casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (do
inglés, SARS) causados por virus respiratorios, dos quais 22.297 provieram de infec¢Ges por
hRSV, que representam um total de 32,9% dos casos, um numero comparavel ao de infeccbes
por SARS-CoV-2 que representou 34,8% destes casos de SARS (“Boletim InfoGripe - semana
50/2023 - Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz): Ciéncia e tecnologia em salde para a populacao

brasileira”, [s.d.]).
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Com o surto pandémico de COVID-19 e a consequente ado¢do das medidas de controle
sanitario como uso de mascaras, higienizacdo frequente das méos e distanciamento social,
houve uma reducdo significativa no nimero de casos de infeccdo por hRSV. Entretanto, com o
avanco da vacinacgdo e relaxamento das medidas de controle, os casos de infeccdo por hRSV
tem apresentado expressivo aumento em todo 0 mundo em compara¢do com 0s nimeros Vistos
antes da pandemia, o que pode estar relacionado com uma mudanga na sazonalidade do virus
(AGHA; AVNER, 2021; LAVOIE et al., 2021; MATTIA et al., 2021; UJIIE et al., 2021). Nesse
sentido, pesquisadores alertam que o cenario atual pode aumentar a suscetibilidade das pessoas
a doencas causadas pelo hRSV, resultando em grandes surtos com potencial epidémico e/ou
pandémico no futuro (GROVES et al., 2021; KUHN et al., 2002; PRINCETON UNIVERSITY,
2020). Vale citar que em 2008 foi relatado pela primeira vez a transmissdo de virus com
potencial pandémico (entre eles 0 hRSV) de humanos para macacos de grande porte causando
um grande declinio na populag&o destes animais na Costa do Marfim (KONDGEN et al., 2008).
Destaca-se ainda que a Organizagéo das Nagdes Unidas produziu um guia (Preventing the next
Pandemic) que inclui o hRSV como um dos virus que demandam vigilancia (RANDOLPH,
2020).

Atualmente, infeccBes por hRSV sdo tratadas de forma profilatica com o uso do
Palivizumab, um anticorpo monoclonal (mAB) produzido com tecnologia de DNA
recombinante humanizado que age no epitopo do sitio 1l da proteina F do hRSV, em casos de
alto risco como criancas prematuras e com comorbidades pré-existentes (UJIIE et al., 2021).
Estudos in vivo demonstram que este medicamento consegue neutralizar os subtipos A e B do
hRSV e reduzir a carga viral em ratos infectados quando administrado de forma profilética
(AGHA; AVNER, 2021; LAVOIE et al., 2021). Destaca-se, entretanto, que mutacfes neste
sitio especifico podem levar a variantes resistentes ao tratamento com este mAB devido a
pressdo seletiva exercida, como ja reportado pelo hospital Universitari Vall d'Hebron em 2024
onde cepas com mutacBes nos epitopos antigénicos S276N e M2741 do sitio Il surgiram
(MATTIA et al., 2021; PINANA et al., 2024a).

Recentemente duas vacinas foram aprovadas pela Food and Drugs Administration
(FDA), Arexvy (RSVPreF3-ASO1E) e Abrysvo (RSVpreF), desenvolvidas respectivamente
pelas empresas GSK Biologicals e Pfizer. VVoltadas para o uso profilatico em adultos acima dos
60 anos de idade, ambas demonstraram ser formas seguras e baratas de imunizar esta populagédo
(FAUSTHER-BOVENDO et al., 2022; LOAIZA et al., 2024). Destaca-se também que a
Abrysvo também foi aprovada para o uso em recém-nascidos (< 6 meses) pela FDA (LOAIZA

et al., 2024). Entretanto, € importante observar que as vacinas apresentadas ainda nao
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demonstraram total capacidade de protecéo a criancas e recém-nascidos e todos os tratamentos
existentes tém carater profilatico, ou seja, sdo métodos para prevenir ou amenizar um possivel
quadro da doenca. Assim, neste cenario, evidencia-se que o surgimento de um antiviral, voltado
para 0 tratamento terapéutico do quadro, seria benéfico para o tratamento de pacientes em
quadros mais graves (LOAIZA et al., 2024).

1.2 ESTRUTURA VIRAL

O virus do hRSV é um virus de RNA polimorfico, com fita simples de sentido negativo,
pertencente ao género Orthopneumovirus da familia Pneumoviridae e ordem Mononegavirales.
Este virus € dividido em dois subtipos (A e B), e é propenso a sofrer alteracdes genéticas
(LOAIZA et al., 2024; PINANA et al., 2024b). Quanto & sua morfologia, 0 hRSV é um virus
pleomorfico, com seu didmetro variando entre 50 a 250 nm (LOAIZA et al., 2024). O genoma
viral de 15,2 kb é segmentado em 10 partes, traduzidas em 11 proteinas (PAPI et al., 2023;
PINANA et al., 2024b; WALSH et al., 2023).

Destas proteinas, trés sdo responsdveis por formar o ribonucleocapsideo (RNP)
envolvendo o RNA gendmico e as outras proteinas virais, a nucleoproteina (N) e a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), essa por sua vez é composta da proteina L com seu
parceiro molecular, a fosfoproteina (P). Outras trés estdo associadas ao envelope viral e sdo
denominadas: proteina de fusdo (F), glicoproteina de ancoragem ou adesdo (G) e uma pequena
proteina hidrofébica (SH). Considerando esta morfologia, logo abaixo do envelope viral situa-
se a proteina M, desempenhando um importante papel na montagem do virus. Além destas sete
proteinas estruturais, NS1 e NS2 sdo duas proteinas ndo estruturais responsaveis por burlar o
sistema imune da célula infectada (PINANA et al., 2024b; WALSH et al., 2023). Por fim as
duas Gltimas proteinas séo traduzidas do gene M2 e denominadas M2-1 e M2-2. A proteina M2-
1 é descrita como um importante fator transcricional enquanto a M2-2 demonstra papel
inibitorio da transcricdo e replicacdo. Estudos apontam que a M2-2 também desenvolve papel
regulatorio, agindo como um “interruptor” entre o processo de transcricdo e replicacdo. Outros
estudos também apontam que o0 hRSV recombinante sem o gene M2-2 demonstrou uma menor
capacidade de atuacdo no processo transcricional, resultando em uma atenuada do virus
(PINANA et al., 2024b; SHANG; TAN; MA, 2021; WALSH et al., 2023).
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Figura 1. Representacdo da estrutura viral do hRSV. (A) Representacdo do genoma do hRSV, segmentado de
forma a representar as proteinas derivadas deste genoma. (B) Estrutura representativa do virus. Fonte: Adaptado
de (JENKINS et al., 2023).
1.3 PROCESSO TRANSCRICIONAL E O PAPEL DA M2-1 E SEU DOMINIO
GLOBULAR
O reconhecimento eficiente e especifico do molde nucleocapsideo (NC) pela RNA
polimerase é critico para a sintese de RNA viral. Segundo Selvaraj e colaboradores, a M2-1
atua diretamente no processo transcricional, junto das proteinas L e P (complexo RdRp) sendo
este processo dependente da M2-1 para a producdo eficiente de RNA mensageiro viral
(MUNIYANDI et al., 2018). Esta dependéncia foi reportada por Collins e colaboradores em
experimentos realizados na auséncia e na presenca da proteina M2-1, os quais resultaram em
uma variacdo das taxas de RNAs mensageiros completos, onde a presenga da M2-1 resultou em
um maior numero desses RNAs completos, sugerindo a baixa processividade da proteina L e a
necessidade da M2-1 como um fator de processamento e antiterminacg&o, especialmente durante
a sintese de RNAs mensageiros longos (COLLINS et al., 1996).
O processo transcricional € mediado pela fosfoproteina P que se liga a proteina L, N e
M2-1 (ASENJO; VILLANUEVA, 2000; GARCIA et al.,, 1993; KHATTAR; YUNUS;
SAMAL, 2001; MASON et al., 2003). A fosfoproteina P € uma proteina modular que consiste
em um dominio de tetramerizacdo flanqueado por duas regiGes longas preditas como
intrinsecamente desordenadas (CASTAGNE et al., 2004; LLORENTE et al., 2006). Durante a
replicacéo e transcricdo, a proteina P posiciona a polimerase viral no molde NC (proteina N

mais RNA viral) e auxilia na translocacdo do complexo da polimerase ao longo do
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nucleocapsideo helicoidal. No processo de transcricdo, a proteina M2-1 atua como um fator de
processividade e antiterminacéo, evitando que o complexo RdRp (proteinas L e P) se dissocie
ao chegar ao codon de parada e permitindo que a RNA polimerase acesse promotores génicos
distais, portanto, aumentando a eficiéncia de transcri¢do dos genes proximos a extremidade 5’
(BLONDOT et al., 2012; MOLINA et al., 2018).

Estruturalmente, o fator de antiterminagdo M2-1 se arranja em quatro dominios (Figura
2) (TANNER et al., 2014): dominio dedo de zinco, sendo composto por residuos iniciais do N-
terminal que se ligam ao atomo de zinco; dominio de oligomerizacdo, responsavel pela
formacédo do tetramero; dominio globular, envolvido diretamente na interacdo com a P e 0 RNA

viral; e o dominio C-terminal, uma regido ndo estruturada.
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Figura 2. Representacdo bidimensional e tridimensional da proteina M2-1. (A) Esquema do tetramero da proteina
M2-1 do hRSV (BLONDOT et al., 2012). O mondmero é composto por um dominio de ligagdo ao zinco (magenta),
um dominio de oligomerizagao (verde), um dominio globular de ligacdo a proteina P e ao RNA (laranja) e uma
regido ndo estruturada do C-terminal. (B) Estrutura tridimensional da M2-1 do hRSV (PDB: 4C3B,(TANNER et
al., 2014)). Representacdo em cartoon da estrutura tetramérica da proteina com as cadeias coloridas em diferentes
cores. Os 4tomos de zinco séo representados como esferas cinzas. Fonte: (BLONDOT et al., 2012)

Como demonstrado na Figura 3A, o dominio globular da M2-1 (dgM2-1, residuos
Ser58-Lys177) ¢é constituido de seis a-hélices: al (Gly75-Gly85), a2 (Lys92-Glul05), a3
(Ser108-Asp117), a4 (Lys124-Lys140), a5 (Lys143-Argl51) e a6 (Asp155-11e171) e apresenta
duas faces opostamente carregadas (Figura 3B), sendo uma delas positiva e contendo um grande
conjunto basico delimitado pelas hélices 02, a5, e a6, associadas a interacdo da proteina com o
RNA (BLONDOT et al., 2012). Segundo os trabalhos de Blondot e colaboradores (2012) e
Tanner e coautores (2014), o dgM2-1 apresenta alta afinidade por fitas de RNA com polaridade
negativa, ricas em uracilas, e por RNA senso positivo, rico em purina e utilizado como molde
para a formagcdo de RNA mensageiro durante o processo de transcricdo (BLONDOT et al.,
2012; TANNER et al., 2014). Estudos apontam que as hélices a2, 04, a5 ¢ a6 estdo envolvidas

na interacdo com a proteina P e 0 RNA (BLONDOT et al., 2012). Um outro estudo mostrou
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gue mutagdes promovidas nas hélices a2 e a4, substituicdo dos residuos Lys92, Argl26 e
Thrl30 por aspartato, demonstraram menor taxa transcricional. Este mesmo efeito foi
observado quando residuos das hélices a5 ¢ a6 (Lys150, Argl51, Thrl60 e Asn163) foram
substituidos por aspartato (BLONDOT et al., 2012). Sugerindo a importancia das cargas

positivas para a interacdo com 0 RNA.

A

C-terminal

S

N-terminal

Figura 3. (A) Estrutura tridimensional do dominio globular da proteina M2-1 (dgM2-1) do hRSV e suas a-hélices.
Em vermelho: al (Gly75-Gly85); laranja: a2 (Lys92-Glul05); amarelo: a3 (Ser108-Aspl17); azul: a4 (Lys124-
Lys140); ciano: a5 (Lys143-Argl51); magenta: a6 (Asp155-11e171). (B) Superficie de potencial eletrostatico do
dgM2-1 calculada com programa APBS, usando os valores de carga e estados de protonagéo (pH 6,5, 150 mM de
NaCl, 25°C) determinados pelo servidor PDB2PQR juntamente com o programa PROPKA. A barra indica a faixa
de potencial eletrostatico de -5 kT (vermelho) a +5 KT (azul). Fonte: Adaptado de (CARUSO et al., 2020)

Assim, o reconhecimento molecular do RNA e da fosfoproteina P pelo dgM2-1 ¢
fundamental para o ciclo de replicacdo do hRSV. Os pontos especificos da interacdo dgM2-
1/RNA e dgM2-1/P podem ser considerados como potenciais sitios de ligacdo de antivirais,
uma vez que a oclusdo desses sitios poderia promover um bloqueio da atividade desempenhada
pela M2-1 no contexto do complexo co-transcricional viral. Um exemplo dessa estratégia
antiviral foi reportado por Bailly e colaboradores (2016) que demonstrou a atuacédo do alcaloide
esteroidal ciclopamina como um inibidor potente e seletivo da replicagdo in vivo e in vitro do
hRSV. Nesse estudo, os autores propuseram um efeito especifico da ciclopamina na ligacéo do
dgM2-1 ao RNA e a P, o que resultaria na exclusdo do fator de antiterminacdo M2-1 do
complexo co-transcricional viral (BAILLY et al., 2016). Portanto, pode-se destacar que o
dgM2-1 é um promissor alvo para o desenvolvimento de antivirais que objetivam inibir o ciclo

de replicacdo do hRSV.
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1.4 PROSPECGCAO DE FARMACOS

Diante do contexto apresentado, a busca por ligantes como potenciais candidatos
antivirais para o dgM2-1 poderia ser realizada com base em duas vertentes: i) aplicando um
método sistematizado para encontrar novas moléculas, como a abordagem da triagem de
fragmentos por RMN, e ii) fazendo uso de uma caracteristica fisico-quimica fundamental para
uma proteina que se liga a &cido nucleico como o dgM2-1, que é sua extensa superficie
carregada positivamente inerente de um valor de pl igual a 9,0 para 0 dgM2-1, o qual o confere
uma carga liquida positiva em pH neutro (Figura 3B). Ambas as abordagens podem ser
empregadas com a finalidade de identificar compostos que interajam nos sitios de ligacdo do
dgM2-1 com RNA e fosfoproteina viral atuando como potenciais inibidores do ciclo de
replicagéo viral.

Dessa forma, vale destacar que a aplicacdo da técnica de RMN para a abordagem da
triagem de fragmentos é promissora para a descoberta de novos ligantes devido a suas
caracteristicas Unicas. Essa técnica experimental permite uma investigacdo de um conjunto de
pequenos ligantes de uma Unica vez, em um intervalo de tempo razoavel de poucas horas e
proporciona resolucdo de nivel atbmico (DIETHELM-VARELA, 2021). Da mesma forma
também vale destacar que uma estratégia comumente reportada na literatura é a aplicacdo de
polianions como ligantes para proteinas com regides positivamente carregadas como o dgM2-
1. Dentre esses polianions, a molécula polissulfatada suramina merece destaque para essa
aplicacdo, até mesmo como um tipo de molécula modelo (ONO; NAKANE; FUKUSHIMA,
1988; WIEDEMAR; HAUSER; MASER, 2020; WILLSON et al., 1993).

14.1 FRAGMENTOS MOLECULARES

A prospeccéo de farmacos por fragmentos € uma forma de estabelecer um ponto inicial
para a descoberta de novos medicamentos e que ja possui medicamentos aprovados pela FDA
em circulagdo como o pexidartinib, vemurafenib, erdafitinib, venetoclax, sotorasib e asciminib
assim como inimeros candidatos a farmacos sendo estudados (BON et al., 2022). Como base
para identificar ligantes para uma proteina alvo, a triagem de fragmentos por RMN utiliza uma
vasta gama de fragmentos moleculares, pequenas estruturas originadas de moléculas maiores
com caracteristicas semelhantes as dos farmacos existentes, e organizadas em grupos
denominados bibliotecas (BERG et al., 2021; SINGH; TAM; AKABAYOV, 2018). Nestas
bibliotecas os fragmentos sdo dispostos de forma a apresentarem uma alta diversidade para que
abranjam o maior nimero de grupos quimicos possiveis durante a triagem de fragmentos e

seguem a “Regra de 3” proposta por Congreve e colaboradores, destacando que os fragmentos
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com maior probabilidade de interacdo exibem um peso molecular <300 Da, trés ou menos
doadores e aceptores de hidrogénio e um coeficiente de parti¢do < 3 (CARBERY et al., 2022;
CONGREVE et al., 2003). Destaca-se ainda que as bibliotecas sdo organizadas de forma que
os ligantes possam ser analisados em conjunto, sem que interajam entre Si ou que seus sinais de
ressonancia sejam sobrepostos (BERG et al., 2021; SINGH; TAM; AKABAYOV, 2018).

1.4.2 POLIANIONS

O notéavel carater eletrostatico positivo presente no dgM2-1 é favoravel para a interacéo
com as cargas negativas presentes nos grupos fosfato do RNA viral (CARUSO et al., 2020).
Partindo deste conceito, outras estruturas com notavel carater eletrostatico negativo podem
interagir com 0 mesmo hotspot, inibindo a interacdo do dgM2-1 com o RNA viral e atuando
como um inibidor do processo de replicacdo viral. Uma estratégia comum para este tipo de
cendrio, no qual uma proteina em solucdo apresenta carater eletrostatico fortemente positivo, é
0 uso de polidnions como a suramina (Figura 4), uma nafitilurea polisulfatada, altamente
negativa em pH neutro com uma estrutura simetrica contendo dois grupos de &cido naftaleno-
trissulfénico conectados por um ligante central de benzamida, que possui uma ampla gama de
potencial de aplicacdo para doencas parasitarias, virais, cancer, picadas de cobra e autismo
(SALVADOR et al., 2018; WIEDEMAR; HAUSER; MASER, 2020). Destaca-se que
recentemente, Khanna et al. relataram a atividade da suramina em algumas infecgdes virais, nas
quais demonstrou atividade inibitdria para a influenza A, reducéo de proteinas virais em células
infectadas com Chikungunya e inibiu a interacdo do hPIV-3 em células epiteliais (KHANNA,;
NANDI, 2022). Destaca-se também que a suramina é considerada uma molécula com alta
afinidade para as mais diversas proteinas, servindo neste estudo como um protétipo para a
analise da interacdo de polianions com o dgM2-1 (WIEDEMAR; HAUSER; MASER, 2020).
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Figura 4. Representacdo da estrutura molecular da suramina.
Fonte: Adaptado de (ZHANG et al., 1998).
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nas analises realizadas entre do dgM2-1 e os fragmentos, 7 fragmentos foram selecionados
apos a triagem inicial, sendo estes P7_F07, P2_CO07, P6_H03, P1 H11, P7_E12, P2 Hll e
P7_B08 por apresentarem ao menos 2 resultados positivos entre os experimentos empregados
na triagem. Estes fragmentos foram submetidos a experimentos de diferenca de transferéncia
de saturacdo (STD), e com excecdo do fragmento P1 H11, por questdes de solubilidade,
também foram submetidos a experimentos de N HSQC, dos quais a analise conjunta resultou
na selecdo nos fragmentos P2_CO07, P2_H11, P7_F07 e P7_E12. E importante destacar que
estes fragmentos selecionados apresentaram potencial de ligacdo dos parceiros bioldgicos,
fosfoproteina P e 0 RNA viral, no dominio globular da M2-1. Nos experimentos de competi¢cdo
com um fragmento da fosfoproteina P viral, o peptideo P90-110 marcado com rodamina B, 0s
fragmentos P2_CO07, P7_FO7 e P7_E12 demonstraram maior capacidade de interferir na
afinidade do complexo dgM2-1/P90-110, com destaque para o fragmento P2 _CO07 que
proporcionou 0 maior aumento na constante de dissociacdo do complexo dgM2-1/P90-110.
Vale destacar que os compostos utilizados para a prospecgdo realizada neste trabalho séo
fragmentos moleculares, que devido a natureza de sua constituicdo funcionam como estrutura
base para o desenvolvimento de novas moléculas, oriundas da unido desses fragmentos, com
maior capacidade de interacdo e melhor competitividade com os parceiros bioldgicos do dgM2-
1 por seus sitios de interagdo.

Os experimentos relacionados a suramina demonstraram valores de Kq menores do que
os reportados pela literatura, que associados aos resultados de competi¢do entre suramina e
miméticos de seus parceiros biolégicos (RNAv e peptideo P96-110) entende-se que este
polianion possui uma afinidade maior pelo dgM2-1, sugerindo que sua atuagao possa ter um
potencial agdo como antiviral. Entretanto, faz-se necessarios novos estudos para complementar
estes dados, como ensaios de cultura de célula para averiguar se 0 mesmo comportamento pode
ser observado no citoplasma celular.

Quanto as perspectivas, para uma melhor caracterizagdo dos fragmentos selecionados,
serdo realizados experimentos de melhoramento de emissdo de fluorescéncia com o0s
fragmentos P2_CO07, P2_H11, P7_FO07 e P7_E12, a fim de determinar suas constantes de
dissociacdo (Kq) com destaque para o composto com melhor competi¢do que apresenta uma
fluorescéncia intrinseca. Para a suramina, serdo realizados experimentos de STD e ®N HSQC
a fim de melhor caracterizar aspectos estruturais de interacdo como os residuos do dgMz2-1

envolvidos na formacéo deste complexo.
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