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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) é o principal causador de bronquiolite e
pneumonia em recém-nascidos e criangas menores de cinco anos, podendo afetar idosos e
imunocomprometidos. Atualmente, a ribavirina é o Unico antiviral licenciado, sendo utilizada
exclusivamente em casos graves devido a sua inespecificidade e aos efeitos colaterais associ-
ados. As vacinas recentemente desenvolvidas ainda sao pouco distribuidas, e os anticorpos
profilaticos, como Palivizumabe e Nirsevimabe, representam alternativas de alto custo. A chal-
cona e seus derivados possuem diversas atividades farmacolégicas, com potencial agao anti-
viral contra varias infecgoes virais. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antiviral po-
tencial de diferentes grupos de derivados de chalcona contra a infeccao por hRSV em cultura
celular e elucidar seu mecanismo de agao. Trinta e uma moléculas de chalcona foram testadas
em células HEp-2 em concentracdes nao citotoxicas antes e depois da infecgdo por hRSV, e
sua atividade virucida foi avaliada por meio do ensaio MTT. Os derivados que apresentaram ini-
bicao viral foram investigados utilizando ensaios de reducao de placas para identificar estagios
especificos do ciclo viral. A avaliagao das alterag6es metabdlicas dos derivados com efeito ini-
bitério mais promissor foi realizada por RMN "H. Os resultados mostraram que os derivados
G1543 e G1544 possuem potencial inibitério no reconhecimento de receptores celulares pela
proteina de ligacao G do virus, com ECs, estimados em 5 pM para ambos. Os derivados S1218
e V1438 apresentaram efeito inibitério na etapa de fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica da célula hospedeira, possivelmente agindo na proteina F, com ECs, estimados em
5 e 27 UM, respectivamente. Os derivados G1541, L1323 e S1215 atuaram pés-entrada, com
ECso estimados em 28, 10 e 12 uM, respectivamente. A andlise das alteragGes metabdlicas re-
velou que o derivado L1323 estimula vias do metabolismo celular durante a infeccao, impe-
dindo o brotamento de novas particulas infecciosas, enquanto o derivado G1541 pode ter como
mecanismo a apoptose celular de em células infectadas por hRSV, ao desacelerar o metabo-
lismo energético e lipidico. Conclui-se que os derivados de chalcona podem impedir a infecgao
por hRSV por diferentes mecanismos durante o ciclo replicativo, sendo compostos promissores

no tratamento das infeccdes por hRSV.

Palavras-chave: Antivirais. RSV. Virus Respiratério. Chalcona. HEp-2.



ABSTRACT

The Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the main cause of bronchiolitis and
pneumonia in newborns and children under five years old, and it can also affect the elderly and
immunocompromised individuals. Currently, ribavirin is the only licensed antiviral, used exclu-
sively in severe cases due to its non-specificity and associated side effects. The recently devel-
oped vaccines are still poorly distributed, and prophylactic antibodies, such as Palivizumab and
Nirsevimab, represent high-cost alternatives. Chalcone and its derivatives possess various
pharmacological activities, with potential antiviral action against several viral infections. This
study aimed to evaluate the potential antiviral effect of different groups of chalcone derivatives
against hRSV infection in cell culture and elucidate their mechanism of action. Thirty-one chal-
cone molecules were tested in HEp-2 cells at non-cytotoxic concentrations before and after
hRSV infection, and their virucidal activity was assessed by MTT assay. The derivatives that
showed viral inhibition were investigated using plaque reduction assays to identify specific
stages of the viral cycle. The evaluation of metabolic alterations of the most promising inhibitory
derivatives was carried out by '"H NMR. The results showed that the derivatives G1543 and
G1544 showed inhibitory potential in the recognition of cellular receptors by the virus binding G
protein, with estimated ECs, of 5 uM for both. Derivatives S1218 and V1438 presented inhibitory
effects at the stage of fusion of the viral envelope with the host cell plasma membrane, possibly
acting on the F protein, with estimated ECs, of 5 and 27 uM, respectively. The derivatives G1541,
L1323, and S1215 acted post-entry, with estimated ECs, of 28, 10, and 12 uM, respectively. The
analysis of metabolic alterations revealed that the L1323 derivative stimulates cellular metab-
olism pathways during infection, preventing the budding of new infectious particles, while the
G1541 derivative may act through the mechanism of inducing apoptosis in hRSV-infected cells
by slowing down energy and lipid metabolism. Itis concluded that chalcone derivatives can pre-
vent hRSV infection through different mechanisms during the replication cycle, making them

promising compounds for the treatment of hRSV infections.

Keywords: Antivirals. RSV. Respiratory viruses. Chalcone. HEp-2.
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tideos e aminoacidos, enquanto a proteina de canal ibnico (SH; do inglés “Small hydropho-
bic”) é a com menor numero.

Figura. 2. Organizacao estrutural do hRSV. A fita simples de RNA é envolvida pela nucleopro-
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coidal. No envelope lipidico, derivado da célula hospedeira, estdo inseridas as proteinas F, G
e SH, formando o envelope viral. A proteina M une o nucleocapsideo ao envelope viral for-
mando por uma matriz cilindrica.

Figura 3. Ciclo replicativo do Virus Sincicial Respiratério humano. (A) Ancoragem e fusdo com
a célula hospedeira. (B) Replicacao do material genético. (C) Sintese de novas proteinas vi-
rais e atuacgao das proteinas nao-estruturais pela mitocéndria. (D) Processamento das pro-
teinas de superficie pela Via de Secretora do Reticulo Endoplasmatico e Aparato de Golgi e
acumulo na membrana apical. (E) A proteina M age no nucleo para atrasar a resposta trans-
cricional. (F) Montagem do virus pela unido do nucleocapsideo ao complexo de glicoprotei-
nas e brotamento do virus maduro. (G) Propagacao do virus entre células adjacentes.

Figura 4. Anélise epidemioldgica de cepas do hRSV de 2012 a 2022 na Austria. A linha azul
representa o nimero de casos positivos semanais. A barras indicam a porcentagem dos sub-
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a pandemiaem 2021.
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G1543 e (B) G1544 em ensaio adsorcgéao, e os derivados (C) G1543 e (D) G1544 ensaio de
internalizagcao, em diferentes concentracoes.

Figura 11. Inibicdo da infecgdo por hRSV em células HEp-2 tratadas com os derivados (A)
G1541 e (B) G1543 em ensaio de brotamento, em diferentes concentragoes.
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Figura 12. Inibicdo da infeccao por hRSV em células HEp-2 tratadas com os derivados (A)
L1321, (B) L1327 e (C) L1323 em ensaio de pds-infecgao, e o derivado (D) L1323 em ensaio
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em ensaios (A) virucida, (B) adsorcéo e (C) internalizagdo, em diferentes concentragdes.

Figura 17. Inibicao da infecgcdo por hRSV em células HEp-2 tratadas com o derivado (A)
V1432 em ensaio de pds tratamento, e (B) V1435 em ensaio virucida, em diferentes concen-
tracoes.

Figura 18. Inibigado da infecgdo por hRSV em células HEp-2 tratadas com o derivado V1438
em ensaios (A) virucida, (B) adsorcao e (C) internalizacao, em diferentes concentragoes.

Figura 19. Metabdlitos significativamente alterados em culturas de células HEp-2 durante a
infecgao por hRSV. O grafico de Volcano Plot combina os resultados da Andlise de Mudanga
de Dobras (Fold Change, FC) e do Teste t de Student em um unico grafico, permitindo a sele-
cao de caracteristicas significativas com base na relevancia bioldgica e significancia estatis-
tica.

Figura 20. Heatmap comparativo dos perfis metabdlicos de amostras de células HEp-2 sem
infeccao e infectadas por hRSV. As cores variam de azul (niveis mais baixos) a vermelho (ni-
veis mais altos), indicando as concentracoes relativas dos metabdlitos.

Figura 21. Andlise Discriminante de Projecoes Latentes (PLS-DA) do perfil metabélico du-
rante o tratamento com L1323, utilizando os componentes principais (PC1 e PC2) para per-
mitir a visualizagéo das diferencas metabdlicas entre os grupos. Cada ponto no grafico repre-
senta uma amostra individual, diferenciada por cores correspondentes a cada grupo.

Figura 22. Heatmap comparativo dos perfis metabdlicos de amostras de células HEp-2 sem
infeccao e infectadas por hRSV durante o tratamento com L1323.

Figura 23. Analise Discriminante de Proje¢des Latentes (PLS-DA) do perfil metabdlico du-
rante o tratamento com G1541, utilizando os componentes principais (PC1 e PC2) para per-
mitir a visualizagao das diferengas metabdlicas entre os grupos. Cada ponto no grafico repre-
senta uma amostra individual, diferenciada por cores correspondentes a cada grupo.

Figura 24. Heatmap comparativo dos perfis metabdlicos de amostras de células HEp-2 sem
infeccao e infectadas por hRSV durante o tratamento com G1541.
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1. INTRODUGAO
1.1.Virus Sincicial Respiratério humano: ciclo replicativo e epidemiologia

O hRSV (do inglés, “human Respiratory Syncytial Virus”) pertencente a ordem Monone-
gavirales, familia Pneumoviridae, género Orthopneumovirus, caracterizado por ser um virus
respiratoério, envelopado, ndo-segmentado e com material genético constituido por uma fita
simples de RNA de polaridade negativa ((-) ssRNA) (MENG et al.,, 2014; RIMA et al., 2017). Os
subtipos A (hRSV-A) e B (hRSV-B) originam-se pela variabilidade antigénica na glicoproteina de
superficie viral G, conservando seu genoma e estrutura viral (SATO et al., 2005; TIAN et al.,
2017). O genoma é composto por aproximadamente 15.000 nucleotideos, organizados em 10
genes, os quais codificam 11 proteinas que desempenham fungdes especificas durante o ciclo

replicativo (Figura 1) (CROWE & WILLIAMS, 2014).

Fig. 1. Organizagédo gendmica do hRSV. A sequéncia génica inicia-se com as proteinas ndo-estruturais 1
e 2 (NS1 e NS2), seguido pelas proteinas do nucleocapsideo (N e P), de matriz (M), do envelope lipidico
(SH, G e F) e de transcrigcao/replicagcao (M2-1/2 e L). Para cada gene, sdo conhecidas as sequéncias de
nucleotideos (nt) e aminodacidos (aa) decodificados apds a tradugéo. A polimerase (L; do inglés “Large
protein”) é a proteina com maior nimero de nucleotideos e aminoacidos, enquanto a proteina de canal
ibnico (SH; do inglés “Small hydrophobic”) € a com menor nimero.

532 503 1203 914 958 410 932 1903 961 6578 (nt)
N : - |
1] S S | |

139 124 391 241 256 64 298 574 284 2165 (aa)

Fonte: LEADGENEBIO, 2023

Sua estrutura consiste em um nucleocapsideo helicoidal envolvido por um envelope li-
pidico derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira, unidos por uma matriz cilin-
drica ou alongada (Figura 2) (COLLINS, 1991). O material genético é protegido pelo nucleocap-
sideo formado pela nucleoproteina N, envolvendo o RNA e moldando a replicacao (TAWAR et
al., 2009). O complexo transcricional é formado pela interagao entre a nucleoproteina N, a fos-
foproteina P, e a polimerase L, além do fator anti-terminal de transcricao M2-1. Este fator liga a
fita de RNA a proteina P, que atua como cofator transcricional, unindo-se as proteinas N e L

para formar o complexo da polimerase (SELVARAG et al., 2018; HU et al., 2020; DECOOL et
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al., 2021; SA et al., 2022). A replicacdo do material genético pelo complexo da polimerase ne-
cessita da sintese de um genoma intermediario, uma fita simples de (+) RNA (antigenoma), me-
diada pela proteina M2-2, que impede o reconhecimento dos cddons de inicio e fim em cada

gene (CHENG etal., 2005).

Figura. 2. Organizacao estrutural do Virus Sincicial Respiratério humano. A fita simples de RNA é envol-
vida pela nucleoproteina N, que por sua vez une-se as proteinas M2-1, P e L, constituindo o nucleocap-
sideo helicoidal. No envelope lipidico, derivado da célula hospedeira, estdo inseridas as proteinasF, G e
SH, formando o envelope viral. A proteina M une o nucleocapsideo ao envelope viral formando por uma
matriz cilindrica.

Canalidnico (SH)

Nucleoproteina (N)

(-) ssSRNA | \ /

\ ! Y RNApolimerase(L)

Fosfoproteina (P)

Proteina de fusdo (F) —__
Proteina de
¢/ ancoragem (G)

Bicamada lipidica \
Proteina de matriz (M)

Fator anti-terminal de
transcricdo (M2-1)

Fonte: Adaptado de QIU et al., 2022.

No envelope lipidico, ha trés proteinas de superficie: as proteinas G, F e SH. A proteina
G é responsavel por reconhecer a célula hospedeira, a proteina F por liberar o nucleocapsideo
no citoplasma, e a proteina SH pela formacao de canais idbnicos (MCLELLAN et al., 2013; ARA-
UJO et al,, 2016). A glicoproteina G tem a fungao de reconhecer os receptores celulares e an-
corar a particula infecciosa. Em seguida, a proteina de fusao F, apds a clivagem da sua forma
pré-fusao por enzimas proteoliticas celulares, promove a fusdo do envelope com a membrana,
liberando o nucleocapsideo no citoplasma (CHANG et al., 2012; McLELLAN et al.,, 2013). As
glicoproteinas de superficie passam por processamento pds-traducional, no qual utilizam-se
da via secretora do reticulo endoplasmatico e complexo de golgi para atingir seu estado nativo

(COLLINS & MOTTET, 1992). Apds a secrecao, as glicoproteinas acumulam-se emregidesricas
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em colesterol na membrana apical, iniciando a exocitose da membrana plasmatica, formando

o complexo de glicoproteinas (MCCURDY & GRAHAM, 2003; LILJEROOS et al., 2013).

Casos de reinfeccoes por hRSV sao recorrentes devido a variacao antigénica na prote-
ina G, com variabilidade de 53% dentre os subtipos A e B, e de até 20% dentre as cepas do
mesmo subgrupo (SALTER et al., 2011; HU et al,, 2020; LEE et al., 2022). Diversos receptores
séo descritos na literatura por possibilitar sua adsor¢édo do hRSV, como anexina Il, receptor 1
de quimiocina CX3 (CX3CR1), receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF), lectinas de-
pendentes de célcio, Toll-like receptor 4 (TLR4), molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1),
nucleolina e proteoglicanos de sulfato de heparan (HSPGs), sendo alguns especificos de deter-

minadas cepas (GRIFFITHS et al., 2017).

Aproteina de fusao F é a proteina mais estudada do hRSV, devido ao seu potencial como
alvo de vacinas, anticorpos profilaticos e agentes terapéuticos. In vivo, a proteina F induz anti-
corpos neutralizadores, além de possuir sitios-alvos para o desenvolvimento de antivirais, de-
vido suas mudancas conformacionais durante o processo de infeccao (COSTELLO etal., 2012;
PEEPLES, 2022). Sua estrutura funcional organiza-se em trimeros, embebida no envelope lipi-
dico do virus maduro em sua forma pré-fusao (F1), sendo bem conservada entre os subtipos.
Na extremidade N terminal, cada subunidade F1 apresenta uma sequéncia peptidica hidrofo-
bica que se insere na membrana alvo, permitindo a fusdo. Apds a montagem de novas particu-
las virais, a proteina F promove a propagacao de virus para células vizinhas, através da fusao
das membranas plasmaticas, formando células multinucleadas (SEEMUNGAL & WEDZICHA,
2003).

A proteina de matriz M é responsavel por unir o envelope viral ao complexo ribonucleo-
proteico no virus maduro (COLLINS, 1991). Em sua forma oligomérica, a proteina M desempe-
nha fungdes que coordenam todo o processo de montagem e brotamento de novas particulas
virais, além de atrasar a resposta transcricional no nucleo da célula na fase inicial da infecgcao
(GHILDYAL et al., 2003). A proteina de matriz forma corpusculos de inclusao para transportar
o material genético e as proteinas estruturais recém-sintetizadas até a regido apical da mem-
brana onde formou-se o complexo de glicoproteinas. A proteina M agrupa-se naregido do exos-

somo iniciado pela proteina F, unido o nucleocapsideo para formar o virus maduro, que brota
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da célula hospedeira e se espalha pelo sistema respiratério (GHILDUAL et al., 2002; HU et al.,
2020).

As proteinas nao-estruturais (NS1 e NS2) sao responsaveis por bloquear a resposta
imunoldgica do organismo. Diferente das demais proteinas, as proteinas NS1 e NS2 nao estao
presentes no virus maduro, sendo expressas em grande quantidade na célula hospedeira no
inicio da infecgado, atuando em suas formas monomeéricas, diméricas e oligoméricas (PRETEL
etal.,, 2013). Arespostaimune inata é rapidamente ativada contra a infecgao, porém, a proteina
NS1 interfere na via de sinalizagao dos interferons (INF 1), através da ligagao desta proteina
viral a proteina de sinalizagao antiviral mitocondrial (MAVS), interrompendo a interagdo com o
gene linduzido pelo acido retindico (RIG-I) e o IFN a jusante e a resposta inflamatéria, enquanto
a NS2 é capaz de se ligar diretamente ao RIG-| para evitar sua interagdo com MAVS e inibir a
sinalizacao de IFN a jusante. Adicionalmente, a proteina NS1 impede a maturacao de células
dendriticas e atrasa a apoptose celular, o que leva a uma resposta imunoldgica desregulada,
causando infiltracao massiva de neutrdfilos e eosindfilos e a resposta imune mediada por cé-
lulas Tn2, tornando a infecgdo mais grave. Estes fatores impedem o estabelecimento de uma
memo©ria adequada de células T, tornando as reinfecgoes por hRSV possiveis ao longo da vida

(BOYAPALLE et al., 2012; CHATTERIEE et al., 2017).

Em suma, o ciclo replicativo inicia-se quando o virus atinge o epitélio respiratério e an-
cora a célula hospedeira, possibilitando a fusao do envelope viral com a membrana plasmatica.
A liberagao do nucleocapsideo no citoplasma inicia a replicacdo do material genético a partir
de uma RNA intermedidrio (antigenoma), juntamente com a transcricao para sintese das pro-
teinas virais, com as proteinas NS1 e NS2 senso sintetizadas abundantemente nas primeiras
horas de infeccao, atuando através da via de sinalizagdo MAVS, na mitocondria. As proteinas
do envelope viral (G, F e SH) necessitam de processamento pds-traducional, utilizando a via
secretora do Reticulo Endoplasmatico e Aparato de Golgi, e acumulando na membrana apical
em regides ricas em colesterol. O nucleocapsideo recém-sintetizado envolvido por um corpus-
culo de inclusdo formando pela proteina M e transportado até a regiao da membrana onde for-
mou-se o complexo de glicoproteinas, fazendo a montagem do virus maduro. A proteina M age
no nucleo celular para atrasar a resposta transcricional da células hospedeira, impedindo vias

sinalizadoras no inicio da infecgdo. A propagacao da infeccao pode ocorrer pelo brotamento
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das particulas no epitélio respiratério ou pela fusao das membranas de células adjacentes (Fi-

gura 3.) (HU et a.l,, 2020).

Figura 3. Ciclo replicativo do Virus Sincicial Respiratério humano. (A) Ancoragem e fusdo com a célula
hospedeira. (B) Replicagdo do material genético. (C) Sintese de novas proteinas virais e atuagao das
proteinas nao-estruturais pela mitocondria. (D) Processamento das proteinas de superficie pela Via de
Secretora do Reticulo Endoplasmatico e Aparato de Golgi e acimulo na membrana apical. (E) A proteina
M age no nucleo para atrasar a resposta transcricional. (F) Montagem do virus pela unido do nucleoca-
psideo ao complexo de glicoproteinas e brotamento do virus maduro. (G) Propagagao do virus entre cé-
lulas adjacentes.
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Fonte: Adaptado de HU et al., 2020.

Propagacdo paracélulasadjacentes

O virus afeta principalmente recém-nascidos, criancgas (< 5 anos), idosos (> 65 anos) e
imunocomprometidos. Dados epidemiolégicos (2019) estimam 33 milhdes de casos de infec-

¢ao por hRSV anualmente em todo o mundo, com 3,6 milhdes de admissdes em hospital,
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sendo 64% destas criangas menores de 5 anos (HALL et al., 2010; LI et al., 2022). Estima-se
gue nos primeiros meses de vida todas as criancas sejam expostas, com aproximadamente
130 mil mortes, que, em 70% dos casos, sao criancas de até 5 anos. A mortalidade correlaci-
ona-se a imaturidade pulmonar e imunoldgica, além de fatores externos, como aspectos cli-
maticos e socioeconémicos, sendo prevalentes em paises emergentes e em estacdes frias

(CARROLL et al., 2009; NAIR et al., 2010; Ll et al., 2022).

Em recém-nascidos e criangas, a infecgcdo pode acometer todo o trato respiratério,
sendo sua etiologia no trato superior caracterizada por tosse, dificuldade respiratéria, coriza,
dispneia e febre (KIM et al., 2007). A forma grave da doenga ocorre quando o trato inferior é
acometido, causando infecgdes respiratérias agudas (IRAs), sendo a bronquiolite e pneumonia
as doengas mais comumente associadas (WU et al., 2007). A bronquiolite pode levar a obstru-
cao dos lumens brénquicos, restringindo o fluxo de ar e, consequentemente, levando ao aprisi-
onamento de gases pulmonares, taquipneia grave, expansao toracica, aumento da frequéncia
respiratdria e insuficiéncia pulmonar. A pneumonia ocorre pela inflamacgao do epitélio alveolar,
dificultando as trocas gasosas e danificando o tecido pulmonar, o que pode levar a morte (SEE-

MUNGAL et al., 2003; PICKLES & DEVICENZO, 2015; HEWITT et al., 2016; HU et al., 2020).

O diagndstico clinico da infecgdo por hRSV é feito pela observagao dos sintomas carac-
teristicos, sendo o método RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) o mais adequado para
confirmacao da infecgao, e, em casos graves, sdo necessarios exames de imagem para avalia-
¢éo do pulmao (BORCHERS et al., 2013; GRIFFITHS et al., 2017). Comorbidades contribuem
significativamente para o desenvolvimento de IRAs, como prematuridade, baixo peso ao nascet,
deficiéncias imunoldgicas, anormalidades genéticas e cromossOmicas, neoplasias e ma for-

macao cardiaca ou pulmonar (GRIFFITHS et al., 2017).

A exposic¢ao ao virus na infancia ndo garante imunizacao na vida adulta, sendo comuns
reinfecgoes, frequentemente diagnosticados como resfriado comum em adultos saudaveis por
acometer apenas o trato superior, causando febre leve, coriza, congestao nasal, tosse e chiado
no peito, sem complicagdes graves, por até duas semanas (WALSH et al., 2004; HABIBI et al.,
2015; HU et al., 2020). Em idosos, a infeccao é variavel e inespecifica, comumente associada
adoencas cardiovasculares e respiratorios preexistentes. Assim como em adultos, os sintomas

sao gerais para infecgbes respiratérias, com a possibilidade de coinfecgdes por outros
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patégenos pulmonares (FALSEY & WALSH, 2012). Estima-se cerca de 16 mil mortes de idosos
e imunocomprometidos anualmente em decorréncia da infecgao por hRSV, com maior preva-
léncia que o virus influenza em alguns paises (THOMPSON et al., 2003; VAN ASTEN et al., 2012;
SUNDARAM et al., 2014).

A progressao para casos severos da doencga pode ter efeitos a longo prazo, existindo in-
dicios de uma correlagao direta entre individuos que desenvolveram a IRA precocemente e o
surgimento de casos de chiados ao respirar e asma na vida adulta, devido ao desenvolvimento
de anormalidades funcionais nos pulmdes durante o curso da infecgao. Manifestagdes extra-
pulmonares, como convulsdes, apnéia central, letargia, dificuldades de alimentagao ou deglu-
ticao, estrabismo e encefalopatia, também estao associadas a formas graves da doencga (SI-

GURS et al., 2010; BOHMWALD et al., 2016).

A transmissao ocorre através do contato com goticulas nos olhos, nariz ou boca, exi-
gindo contato proximo com um individuo infectado pelo RSV ou autoinoculagao pela face ou
pele, através de fomites contaminados. A transmissao de goticulas pode ocorrer pelo nariz e
boca de um individuo infectado ao tossir ou espirrar, infectando diretamente outro individuo ou
contaminando superficies que podem manter o virus viavel por curtos periodos (HABER, 2018;
KALER etal., 2023). Os subtipos A e B circulam simultaneamente, com periodos de maior pre-
valéncia para um dos subtipos, independente da regido (IMAZ et al., 2000). Apds a pandemia de
SARS-CoV-2, devido as intervencdes nao farmacéuticas, como uso de mascaras e isolamento
social, a sazonalidade dos casos de hRSV mudou, o que resultou em epidemias “fora de época”,
com alteracéo do subtipo predominante em alguns locais, como observado em um estudo feito
na Austria, que sofreu com epidemias de hRSV pés-pandemia (Figura 4) (REDLBERGER-FRITZ
etal, 2023; VIRANT et al., 2023).

No Brasil, os boletins epidemioldgicos nacionais de 2023 registraram 24 mil casos de
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) em criangas de até quatro anos causadas por
hRSV, resultando em 270 6bitos. Na populacéo idosa, com idade superior a 60 anos, o0 virus
apresentou maior taxa de mortalidade, com 614 casos de SRAG e 129 débitos registrados (Mi-
nistério da Saude, 2023). Estes dados ressaltam a gravidade e o impacto do virus nas faixas
etarias mais vulneraveis, ocasionando lotagoes e situagdes de emergéncia em hospitais infan-

tis durante os meses com maior incidéncia (FIOCRUZ, 2023; FIOCRUZ, 2024).
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Figura 4. Analise epidemioldgica de cepas do hRSV de 2012 a 2022 na Austria. A linha azul representa
0 numero de casos positivos semanais. A barras indicam a porcentagem dos subgrupos A (verde) e B
(azul) diagnosticados anualmente. E possivel observar a alternancia na prevaléncia dos subtipos ao
longo dos anos, e o adiantamento da sazonalidade do hRSV apds a pandemia em 2021.
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Fonte: Adaptado de REDLBERGER-FRITZ et al., 2023

1.2.Vacinas, anticorpos monoclonais e agentes terapéuticos

O hRSV foi descoberto em 1956, quando duas criangas foram hospitalizadas com Sin-
drome Respiratdria Aguda Grave (SRAG) nos Estados Unidos. Inicialmente, foram diagnostica-
das com o virus CCA (do inglés, “Chimpazee Coriza Agent”), identificado em populacoes de
chimpanzés com sintomas gripais no mesmo ano. Posteriormente, devido a capacidade de for-
mar sincicios em células epiteliais respiratérias, o virus foi renomeado para Virus Sincicial Res-
piratorio (BLOUNT et al., 1956; CHANOCK & FINBERG, 1957). Desde sua descoberta, o virus
apresenta desafios para desenvolvimento de vacinas, relacionado a imunizacao incompleta e
nao duradoura. A primeira tentativa ocorreu logo apds sua descoberta, na década de 70, utili-
zando o virus inativo com formalina para administragoes de trés doses em criangas pequenas,
o que desencadeou manifestagdes mais severas da doenca (KIM et al., 1969). Diversos estudos
concentraram-se no desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes, com dezenove vacinas e
dois candidatos a anticorpos monoclonais de nova geragcao em fase de teste clinico. Os alvos

principais no desenvolvimento de vacinas sao as glicoproteinas G e F, sendo que a F é a mais
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promissora por ser mais conservada e apresentar multiplos epitopos neutralizantes em relacao

a G (TALEB et al., 2018; HIRVE et al., 2020; PEEPLES, 2022).

Apods 60 anos sem vacinas efetivas, em 2023 a FDA (Food and Drug Administration)
aprovou as vacinas Abrysvo e Arenxy nos Estados Unidos. A Abrysvo, da empresa Pfizer, € uma
vacina bivalente, administrada em dose uUnica em mulheres gravidas durante a 322 e 36° se-
mana de gestacao por via intramuscular, garantindo 69% de eficacia para o recém-nascido nos
primeiros 6 meses de vida. A Arenxy, da empresa GSK (GlacoSmithKline), é voltada para imuni-
zagao de idosos (> 65 anos) com 82% de eficacia na prevengao da infecgao no trato respiratério
inferior (TOPALIDOU et al., 2023). Ambas geram poucos efeitos adversos, sendo comum fadiga,
mialgia, cefaleia e artralgia, por poucos dias apds a aplicacdo. Similarmente, a ativacao daimu-
nidade ocorre a partir da apresentagao de um antigeno recombinante baseado na proteina de
fusdo F em sua forma de pré-fusao (RSVpreF). Para a Arenxy, administrada em dose Unica, é
necessaria a reconstrugao do antigeno liofilizado por um adjuvante (ASO1E) no momento da

aplicagcdo (KAMPMANN et al., 2023; PAPI, 2023).

Na auséncia de vacinas distribuidas globalmente, os tratamentos para as formas graves
da infecgao ficam restritos a anticorpos monoclonais e antivirais de amplo espectro (GRIF-
FITHS et al., 2017). Atualmente, ha dois anticorpos monoclonais humanizados disponiveis no
mercado para prevengao da infecgdo por hRSV, o Palivizumabe (Synagis®) e Nirsevimabe (Be-
yfortus®), que compartilham semelhangas quanto a sua aplicagao, por via intravenosa, e com
poucos efeitos adversos. O antigeno para ambos anticorpos € a glicoproteina F, neutralizando e
impedindo a fusdo do virus com a membrana da célula hospedeira (SUN et al., 2023). A eficacia
comprovada dos anticorpos monoclonais, principalmente do Palivizumabe, amplamente distri-
buido, torna seu uso necessario para prevencao da infeccao em bebés e criangas. O desafio
para o uso frequente do Palivizumabe esta do seu alto custo, variando entre US$ 1.661 a US$
2.584 por dose de acordo com o peso (15mg/Kg), por periodos mensais. Diante desse cenério,
o uso de Palivizumabe fica restrito as criangas prematuras ou de até dois anos com doencgas
cardiacas congénitas ou pulmonares crénicas (HAMPP et al., 2011; McLAURIN et al., 2016; XIE
etal, 2019).

O Nirsevimabe, desenvolvido pela AstraZeneca, € uma variante do Palivizumabe, recen-

temente licenciado pela FDA nos Estados Unidos e Unido Europeia e pela Anvisa (Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil (ANVISA, 2023). Sua eficacia mostra-se significativa-
mente maior que do Palivizumabe em testes pré-clinicos e clinicos, a partir da neutralizagdo do
sitio pré-fusdo da proteina F. Seu custo € menor comparado ao Palivizumabe, em média US$
495 por dose, administrada em dose Unica de 50mg (< 5 Kg) ou 100mg (> 5 Kg), nas estagoes
em que o hRSV prevalece, com durabilidade de até 5 meses, protegendo recém-nascidos no
primeiro contato com o hRSV (GRIFFIN et al., 2020; ESPOSITO etal., 2022; VOIRIN et al., 2022).
Outros dois anticorpos monoclonais, o Motavizumabe e o Suptavumabe, foram desenvolvidos
a partir de variag6es no Palivizumabe. Entretanto, ndo foram licenciados no mercado devido aos
efeitos adversos graves e pouca eficiéncia quando comparado ao Palivizumabe (CINGOZ, 2009;

SIMOES et al., 2021).

ARibavirina, um anélogo de nucleotideo (guanosina), é o Unico antiviral de amplo espec-
tro licenciado para tratamento da infeccao por hRSV, prescrita apenas em casos graves devido
ao alto custo (US$ 169/més) e efeitos colaterais. Seu mecanismo de acao consiste em impedir
areplicacao do virus, a partir da intercalagao de mRNA virais recém-sintetizados na célula hos-
pedeira, além de atividades imunomoduladoras, como observado no tratamento da infecgao
por HCV (Virus da Hepatite C), pela via de sinalizacao IFN-a (PATTERSON, 1990; STEVENSON
etal, 2011; DOMACHOWSKE et al., 2021). A administragdo pode ser por via oral, inalagéo ou
intravenosa, por periodos que variam de acordo com a gravidade da infeccdo. Comumente, o
uso de Ribavirina pode incluir outros medicamentos para amenizar os sintomas dainfecgéo por
hRSV, como broncodilatadores, corticoides, antibidticos e suporte respiratério. Dentre os efei-
tos colaterais, os mais comuns incluem anemia, disturbios gastrointestinais (ndusea, diarreia e
dores abdominais), fadiga, anomalias hepaticas e agravamento de sintomas respiratérios,
como tosse, falta de ar e chiado ao respirar, principalmente quando administrada via inalagao

(DOMACHOWSKE et al., 2021; TEJEDA et al., 2022).

Diante do uso controverso e inespecifico da Ribavirina, o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos mostra-se necessario para o tratamento de infecgoes por hRSV de forma
segura. Com os avangos no conhecimento do ciclo replicativo e estrutura do hRSV nos ultimos
anos, a pesquisa de novos farmacos antivirais passou por avangos, com a descoberta de novos
alvos moleculares e com o desenvolvimento da sintese organica, o que tem resultado em subs-
tancias bioativas mais eficazes e/ou menos tdxicas, que podem ser utilizadas como modelos

de novos farmacos (ANAND et. al., 2019). Antivirais podem dirigir-se a alvos moleculares do
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virus ou da célula hospedeira. Quando dirigido a alvos virais, como proteinas e acidos nucleicos,
podem interferir em etapas essenciais para o sucesso da propagac¢ao da infecgdo no hospe-
deiro, como na adsorc¢ao, replicagao/transcricao, maturacao e brotamento de novas particulas.
A acao de antivirais na célula hospedeira pode bloquear a entrada ou modular as vias metabd-

licas envolvidas em respostas antivirais e inflamatoérias (IANEVSKI et al., 2022).

Os agentes antivirais sdo apresentados por diversas formas moleculares, incluindo pe-
guenas moléculas, peptideos, anticorpos neutralizantes, interferons (IFNs), sistemas CRISPR-
Cas, si/shRNA e outros polimeros de acidos nucleicos (NAPs) (IANEVSKI et al., 2022). Dentre
as alternativas mais exploradas atualmente, o uso de pequenas moléculas de origem natural
como agentes terapéuticos tem demonstrado resultados promissores, e serao avaliadas neste

estudo.
1.3. Potencial farmacoldgico dos derivados de chalcona

Chalconas sado pequenas moléculas presentes na natureza a partir do metabolismo se-
cundario de plantas, onde desempenhando fungdes na pigmentacao nas pétalas das flores e
frutos ao expressar a cor amarela-alaranjada, e defesa contra patégenos (DIXON & PAIVA,
1995; RUDRAPAL et al., 2021). Sua estrutura quimica consiste em dois anéis aromaticos (A e
B) conectados poruma cadeia alifatica de trés carbonos (i.e. 1,3-difenilprop-2-en-1-ona) Figura
5, que possibilita a adi¢do de radicais, sendo a molécula percursora da familia dos flavonoides,
um extenso grupo de moléculas com atividade farmacolégica (LEE et al., 2015; RAJENDRAN et
al., 2022). Sua estrutura quimica permite explorar modificagdes para o desenho de farmacos
com atividades bioativas, podendo ocorrer de forma natural ou sintética (GOMES et al., 2017;

ZHUANG et al., 2017).

Figura 5. Estrutura quimica da molécula de chalcona.

SOy

Fonte: Elaborado pelo autor (via SwissADME®).

As aplicacodes terapéuticas dos derivados de chalcona na medicina humana e animal

mostraram potencial promissor para uma ampla gama de doencas, relacionadas as
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propriedades anticancerigenas, anti-inflamatérias, antioxidantes, hepatoprotetoras, cardiopro-
tetoras, neuroprotetoras, antidiabéticas, antiparasitarias, antimicrébicas e antivirais dessas
moléculas, pela modulacao de multiplas vias de sinalizagao celular e processamento celular
essencial (WANG et al., 2020; ELKHALIFA et al., 2021; SINHA et al., 2022; BURGAOGLU et al,
2022; SANTIAGO-SILVA et al., 2023).

Diversos estudos evidenciam a eficiéncia da agao antiviral das chalconas frente a infec-
¢oes virais humanas, como SARS-CoV, HIV, virus influenza, rinovirus humano (HRV), virus her-
pes simplex (HSV), virus da dengue (DEN), citomegalovirus humano (HCMV), virus da hepatite
B (HBV), virus da hepatite C (HCV), febre do Vale do Rift (RVF) e virus da encefalite equina ve-
nezuelana (VEEV). A Figura 6 esquematiza os alvos e mecanismos de ag¢ao antiviral de deriva-
dos de chalcona para os agentes virais mencionados (AL- NAKIB et. al., 1987; LIN et. al., 2005;
KIAT et. al., 2006; ALl et. al., 2007; DAO et. al., 2011; MONSERAT et. al., 2011; KRALJ et. al.,
2013; ADIANTI et. al., 2014; HAMEED et. al., 2016; MATHAIYAN et. al., 2018; JO et. al., 2019;
MATHAYAN et. al., 2019; PATIL et. al., 2019; ELKHALIFA et. al., 2020).

Ensaios antivirais realizados com derivados de chalcona em cultura celular resultaram
em diferentes mecanismos de a¢do a partir da inibigdo, supressao ou interacdo com diferentes
alvos proteicos ou vias metabdlicas celulares (ELKHALIFA et al., 2021). Xanthohumol, um de-
rivado de chalcona, teve efeito inibitério para familia de Coronavirus em testes in silico com
células VERO-E6 (rim de macaco verde africano) infectadas com as cepas betacoronavirus
(SARS-CoV-2) e alphacoronavirus (PEDV), inibindo a principal proteina (M?°) em ambas as ce-
pas, que desempenha papel fundamental na replicacéo e transcrigdo viral (LIN et al, 2021). Em
outro estudo com SARS-CoV-2, foram sintetizados e testadas a atividade antiviral de nove de-
rivados de chalcona isolados da planta Angelica keiskei, conhecida como “folha do amanha”.
As atividades inibitorias substanciais de uma chalcona alquilada contra as proteases PLpro e
3CLpro possibilitou o desenvolvimento de drogas anti-SARS (PARK et al., 2015).

Em um estudo realizado por Dao e colaboradores, os derivados de chalcona mostraram
fortes efeitos inibitérios em neuraminidases de cepas virais de influenza (H1N1, HON2, HIN1-
WT e H274Y) expressas em células 293T, isoladas de epitélio renal (DAO et. al., 2011). Em ou-
tro estudo, realizado em células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7.5) para a busca
de antivirais contra HCV (Virus da Hepatite C), evidenciou a Licochalcona-A e Isoliquiritigenina,

derivados de chalcona, como potenciais inibidores pds-infec¢cdo (ADIANTI et. al.,, 2014). O
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extrato de sementes de Pongamia pinnata, uma arvore comum de manguezais, inibiu a replica-
¢ao do virus da hepatite B (HBV) em células Hep-G2 (cancer de figado humano) in silico. Duas
moléculas (glabaarachalcona e isopongachromene), isolados deste extrato, ligaram-se a DNA

polimerase do HBV através em triagem virtual (MATHAYAN et al., 2019).

Figura 6. Sitios alvos e mecanismos de agao de derivados da chalcona contra agentes virais.

Q. . L.
- HBV <8 HCMV -8 CoV
Xhibridizagédo do DNA X receptor US28 I X protease cisteina I
() DNA polimerase X Ubiquitinagao da p53
l receptor quiomicina CXCR4
<@ HCV -
* -8 HIV
X Replicagio 3 —
| Aminotransferases : R R x:.k/lr"t pr;:teases
y atente
| Fator de crescimento p1 B R R R 2 P .
i S / Prevencio
uperéxido dismutase \ % promotor HIV
| Glutationa peroxidase | ‘ % allcosldace
X reacdo oxidativa R X R g
R R
, CHALCONA '
';*,- Dengue o ’/,‘.:Influenzas
X Proteases (NS2B e NS3pro) [ X Neuraminidases
-8 Rhino

8- HSV, RVF, VEEV nsidl

73 Proteina do
capsideo

X Proteases

X replicagao viral

Legenda: X Inibigso | Supressao/diminuicao D Reversao v/ Fungio ativada { interacaoligacao
Fonte: Adaptado de ELKHALIFA et al., 2020.

As atividades imunorreguladoras e moduladoras de vias inflamatdrias dos derivados de
chalcona podem ser a chave para amenizar os sintomas causados pela infecgao por hRSV, uma
vez a viruléncia do hRSV é menor quando comparado a outros virus respiratorios, mas o au-
mento da carga viral leva a uma resposta imunoldégica desregulada, em resposta a acao das
proteinas nao-estruturais (JOHNSON E GRAHAM, 1999; MCNAMARA et al., 2003; DEVIN-
CENZO et al., 2010). Dentre as vias descritas, a agdo de chalconas em receptores Toll-like 4
(TLR4), induzida por lipopolissacarideo (LPS), bloqueou a fosforilagdo de p65/RelA NF-kB, re-
sultando na inibicao da translocacao nuclear e atividade de acdo de NF-kB em células micro-

gliais BV2 (LEE et al., 2012).

Pequenas moléculas de origem natural, como flavonoides, sucessores das chalconas,

foram descritas como anti-RSV por modular fatores imunoldgicos. No estudo feito com
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Baicalina em células HEp-2 (carcinoma de laringe humano), houve inibicao da replicacao do
RSV a partir da regulacao translacional positiva de interferons tipo | (IFNs), IFN-a e IFN-(, além
de inibir a transcrigao das proteinas nao-estruturais (NS1 e Ns2) (QIN et al., 2022). Em outro
estudo com células HEp-2, a Luteolina inibiu a replicagao do RSV, a partir da fosforilagao au-
mentada de STAT1, resultando no aumento da producéo de ISGs (genes estimuladores de in-
terferons). Adicionalmente, a regulacao negativa de SOCS1 (supressor de sinalizacéo de cito-
cinas), através da indugao da expressao de microRNAs, aumentou seu efeito inibitdrio, impe-

dindo uma resposta inflamatdria desregulada (WANG et al., 2020).

Diante das evidéncias do potencial antiviral e imunomodulador dos derivados de chal-
cona, e a necessidade de novos agentes terapéuticos antivirais para o tratamento seguro e efi-
caz contra o Virus Sincicial Respiratério humano, este estudo buscou triar diferentes grupos de
derivados de chalcona em cultura celular, a partir de testes in vitro e investigacdo dos mediado-
res metabdlicos e proteicos, a fim de propor novos antivirais com potencial para desenvolvi-

mento de farmacos.
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5. CONCLUSOES

Derivados de chalcona apresentam diferentes mecanismos antivirais contra a infecgéo
por hRSV em células HEp-2, interferindo em varias etapas do ciclo replicativo. Os derivados
G1543 e G1544 impedem o reconhecimento de receptores celulares pela proteina de superfi-
cie G do virus, enquanto os derivados S1218 e V1438 blogueiam a fusado do envelope viral com
a membrana plasmatica da célula hospedeira, impedindo a entrada do virus. Os derivados
G1541, L1323 e S1215 atuam pds-entrada. As alteracdes metabdlicas indicam que o derivado
L1323 estimula vias do metabolismo celular durante a infec¢ao, impedindo o brotamento de
novas particulas infecciosas, enquanto o derivado G1541 pode ter como mecanismo a apop-
tose celular de em células infectadas por hRSV, ao desacelerar o metabolismo energético e li-
pidico. Os derivados de chalcona apresentam efeito inibitdrio consideravel contra a infecgao
por hRSV. Outras investigacdes poderao elucidar plenamente seus mecanismos de acao e pro-

mover o desenvolvimento de novos antivirais contra hRSV baseados nesses compostos.
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