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Resumo 

 

O Vírus Sincicial Respiratório humano (hRSV) é um dos principais causadores de doenças 

respiratórias agudas como bronquiolite e pneumonia em crianças e idosos. Atualmente, as patologias 

causadas pelo hRSV não são bem entendidas e os resultados de desenvolvimento de vacinas não são 

satisfatórios. Dentre as proteínas codificadas por esse vírus, a nucleoproteína N é importante na 

proteção do RNA viral formando o nucleocapsídeo (NC) e por sua atuação como molde para a 

replicação e transcrição pelo complexo da polimerase viral. O reconhecimento eficiente e específico 

do NC pela polimerase é mediado pela fosfoproteína P. Isso deve-se à interação de resíduos do C-

terminal da proteína P em um bolso hidrofóbico no domínio N-terminal da proteína N (N-NTD). O 

presente estudo consiste em uma caracterização biofísica da proteína recombinante N-NTD e uma 

investigação da ligação de flavonoides ao bolso hidrofóbico no N-NTD utilizando abordagens 

experimentais e computacionais. Os espectros de dicroísmo circular (CD) mostraram que o N-NTD 

é composto majoritariamente de estruturas em -hélice e seu processo de desenovelamento térmico 

é caracterizado por uma temperatura de melting (  ) de 44,2 ± 0,3 °C e variação de entalpia de 

van’t Hoff de desnaturação (    
 ) de 620 ± 52 kJ·mol

-1
. Os resultados de calorimetria de varredura 

diferencial para a temperatura de desenovelamento estão de acordo com os dados de CD, indicando 

uma    de 43,16 ± 0,05 °C. A variação de entalpia calorimétrica (     
 ) de 213,9 ± 0,6 kJ·mol

-1
 

calculada para a desnaturação térmica do N-NTD indica que o processo não é reversível e há a 

formação de agregados, uma vez que      
      

 . Os experimentos de diferença de transferência 

de saturação por ressonância magnética nuclear (STD-RMN) indicaram uma ligação específica e 

seletiva da hesperetina ao N-NTD visto que outros flavonoides testados não apresentaram interação 

com o domínio. O mapeamento dos epítopos de ligação da hesperetina sugere que seu anel benzeno 

conjugado com o anel heterocíclico encontra-se mais interiorizado no sítio de ligação do domínio N-

NTD. Os experimentos de deslocamento via STD-RMN do dipeptídeo C-terminal (Asp-Phe) da 

proteína P pela hesperetina sugerem que esse flavonoide liga-se ao bolso hidrofóbico da proteína N. 

Os experimentos de competição por anisotropia de fluorescência corroboram com os dados de 

deslocamento via STD-RMN e também indicam que a hesperetina compete pelo bolso hidrofóbico 

no N-NTD. Os dados de simulação computacional sugerem um modo de ligação compatível com as 

analises experimentais, mostrando que a hesperetina interage no bolso hidrofóbico do N-NTD, com 

uma orientação semelhante a ligação do dipeptídeo. Em conclusão, os resultados sugerem que a 

hesperetina liga-se ao bolso hidrofóbico no sítio de interação nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV, 



 

 

caracterizando esse composto polifenólico como um potencial candidato à ação antiviral que inibiria 

o processo de replicação viral, o que poderia proporcionar o desenvolvimento de uma nova 

estratégia de combate ao vírus. 

 

 

Palavras chaves: nucleoproteína, hRSV; hesperetina; interação proteína-flavonoide; RMN.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is a major cause of acute respiratory diseases 

such as bronchiolitis and pneumonia in children and the elderly. Currently, the pathologies caused 

by hRSV are not well understood and results on vaccine development are not satisfactory. Among 

the proteins encoded by this virus, nucleoprotein N is important in protecting viral RNA forming the 

nucleocapsid (NC) and for its role as a template for replication and transcription by the viral 

polymerase complex. The efficient and specific recognition of NC by polymerase is mediated by 

phosphoprotein P. This is due to the interaction of residues of the C-terminal of protein P in a 

hydrophobic pocket in the N-terminal domain of protein N (N-NTD).The present study consists of a 

biophysical characterization of the recombinant protein N-NTD and an investigation of the binding 

of flavonoids to the hydrophobic pocket in N-NTD using different experimental and computational 

approaches. The CD spectra revealed that N-NTD is composed mostly of -helix structures and its 

thermal unfolding process is characterized by a melting temperature (  ) at 44.2 ± 0.3 °C and 

unfolding van’t Hoff enthalpy change (    
 ) of 620 ± 52 kJ·mol

-1
. The results of differential 

scanning calorimetry for the unveiling temperature are in accordance with the CD data, indicating a 

Tm of 43.16 ± 0.05 °C; however, the     
  of 495 ± 5 kJ·mol

-1 
presented a discrepance with respect 

to that determined by circular dichroism. A calorimetry enthalpy change (     
 ) of 213.9 ± 0.6 

kJ·mol
-1

 was calculated for the thermal denaturation of the N-NTD, indicating that the process is not 

reversible and there is the formation of aggregates since      
      

 . The nuclear magnetic 

resonance saturation transfer difference experiments (STD-NMR) indicated a specific and selective 

binding of hesperetin to N-NTD since other flavonoids were tested and these didn’t present 

interaction with the protein. The epitope mapping of hesperetin suggests that its benzene ring 

conjugated with the heterocyclic ring is most buried in the binding site of N-NTD. The displacement 

experiments via STD-NMR of the C-terminal dipeptide (Asp-Phe) of protein P by hesperetin 

suggest that this flavonoid binds to the hydrophobic pocket of protein N. The competition 

experiments for fluorescence anisotropy corroborate with data from displacement via STD-NMR 

and also indicate that hesperetin competes for the hydrophobic pocket in N-NTD. The computer 

simulation data suggest a connection mode compatible with the experimental analyzes, showing that 

hesperetin interacts in the hydrophobic pocket of the N-NTD, with an orientation similar to the 

dipeptide binding. In conclusion, the results suggest that hesperetin binds to the hydrophobic pocket 

at the nucleoprotein /phosphoprotein interaction site of hRSV, characterizing this polyphenolic 



 

 

compound as a potential candidate for antiviral action that would inhibit the viral replication 

process, which could provide the development of a new strategy to fight the virus. 

 

 

Keyword: nucleoprotein; hRSV; hesperetin; protein-flavonoid interaction; NMR. 
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Figura 21: (A) Representação da superfície da ligação do domínio N terminal da nucleoproteína 

com a hesperetina (ciano) e o dipeptídeo Asp-Phe (verde) representados em modelos de sticks e 

balls. (B) Figura confeccionada no programa Pymol com os dados de docking do sítio 

hidrofóbico do N-NTD (representado em cartoon) com a hesperetina (stick ciano) e o dipeptídeo 

(stick verde) mostrando o mesmo local de interação e orientação do flavonoide e do dipeptídeo. 

(C) Dados do docking ilustrando o microambiente de ligação da hesperetina no bolso 

hidrofóbico do N-NTD mostrando os cinco contatos polares formados entre o flavonoide e os 

resíduos Glu128, Ser131 e Arg132; resíduos de aminoácidos representados por modelo stick e 

balls. (D) Mapa das interações não covalentes envolvidas na ligação da hesperetina ao bolso 

hidrofóbico do N-NTD, calculado pelo programa LigPlot. O complexo apresentou quatro pontes 

de hidrogênio estabelecidas entre a cadeia principal e lateral da Arg132 e grupos hidroxilas e 

carbonila da hesperetina, e uma entre as cadeias laterais da Ser131 e Glu128 e grupos hidroxilas 

no anel A do flavonoide.............................................................................................................. 
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Figura 22- (A) A figura representa a estrutura química do flavonoide quercetina, da classe dos flavonóis. 

O círculo em vermelho evidência a dupla ligação do anel heterocíclico, presente em todos os flavonoídes 

do grupo dos flavonóis. (B) Estrutura química do flavonoide apigenina da família das flavonas; o círculo 
em vermelho mostra a dupla ligação do anel C, também existente nessa classe de flavonoides. (C) 

Esquema da estrutura química da hesperidina, o qual o círculo em azul mostra os dois açúcares rutinose 

do anel aromático A. (D) Estrutura química do composto polifenólico hesperetina. A seta preta do 

esquema identifica a falta da dupla ligação no anel C, motivo pelo qual torna a estrutura do flavonoide 
não planar........................................................................................................................................................ 
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CD- dicroísmo circular 

  - capacidade calorífica aparente 

DSC- Calorimetria de varredura diferencial 
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hRSV- Vírus Sincicial Respiratório Humano 

Hsp- hesperetina 
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    - intensidade de diferença de transferência de saturação  
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Ni-NTA- resina de afinidade por níquel 

N-CTD- dominío C terminal da nucleoproteína do hRSV 

N-NTD- dominío N terminal da nucleoproteína do hRSV 

NS1- proteína não estrutural 1 do hRSV 

NS2- proteína não estruturall 2 do hRSV 

OME- óxidos de metal 

P-CTD- dominío C terminal da fosfoproteína do hRSV 
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P-NTD- dominío N terminal da fosfoproteína do hRSV 

RNP- complexo ribonucleoproteíco 

STD- diferença de transferência de saturação 
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 - elipticidade molar 

   - energia livre de Gibbs de desnaturação 

     
 - variação de entalpia de calorimétrica de desnaturação 

    
 - variação de entalpia de desnaturação de van’t Hoff 

   - variação de entropia de desnaturação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 
1        INTRODUÇÃO...................................................................................................................................... 14 

1.1     Vírus Sincicial Respiratório humano e a nucleoproteína N............................................................... 14 

1.2     Abordagens experimentais.................................................................................................................... 21 

1.2..1 Dicroísmo circular (CD)........................................................................................................................... 21 

1.2.1.1  Desnaturação térmica de proteína por CD............................................................................................. 23 

1.2.2 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)......................................................................... 24 

1.2.3   Diferença de transferência de saturação por RMN..................................................................................    26 

1.2.4   Anisotropia de fluorescência................................................................................................................... 

1.2.5   Docking molecular................................................................................................................................... 

28 

30 

2        OBJETIVO GERAL E ESPECÍFICOS............................................................................................... 33 

3        METODOLOGIA................................................................................................................................... 34 

3.1     Expressão e purificação da proteína em meio de cultura LB................................................................... 34 

3.2     Dicroísmo circular.................................................................................................................................... 35 

3.3     Calorimetria de varredura diferencial (DSC)........................................................................................... 36 

3.4     Diferença de transferência de saturação por RMN................................................................................... 37 

3.5    Análise da interação N-NTD/hesperetina por anisotropia de fluorescência............................................. 

3.6    Docking molecular............................................................................................................... ..................... 

39 

40 

4        RESULTADOS....................................................................................................................................... 41 

4.1     Produção da proteína recombinante......................................................................................................... 41 

4.2     Caracterização biofísica do N-NTD por dicroísmo circular (CD)........................................................... 42 

4.3     Desnaturação térmica por calorimetria de varredura diferencia (DSC)................................................... 44 

4.4     Caracterização da interação N-NTD/flavonoides por STD- RMN.......................................................... 45 

4.5     Caracterização da interação N-NTD/Hsp por anisotropia de fluorescência............................................. 50 

4.6 Caracterização estrutural e de estabilidade térmica do complexo N-NTD/hesperetina por 

CD....................................................................................................................................................................... 

4.7    Docking molecular............................................................................................................... ...................... 

 

52 

53 

5       DISCUSSÃO............................................................................................................................................ 55 

6       CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS...................................................................................................... 58 

          REFERÊNCIAS..................................................................................................................................... 59 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

1. Introdução 

1.1. Vírus Sincicial Respiratório humano e a nucleoproteína N 

O Vírus Sincicial Respiratório humano (human Respiratory Syncytial Virus - hRSV) é o 

principal agente causador de doenças agudas do trato respiratório, como pneumonia e bronquiolite 

em crianças com idade igual e abaixo de cinco anos, em todo o mundo. Esse vírus também é 

responsável pelo aumento da taxa de mortalidade em idosos imunocomprometidos, submetidos a 

transplantes de células hematopoiéticas e com doença cardiorrespiratória. O principal grupo de risco 

relacionado com o hRSV é formado por crianças as quais apresentam imunodeficiência congênita, 

displasia broncopulmonar, doença cardíaca, hipertensão, prematuridade e baixo peso ao nascimento 

(COLLINS; CROWE JR, 2007; HALL et al., 2009; OTHUMPANGAT et al., 2009; FALSEY et al., 

2005; RICCETTO et al., 2009; YE, et al., 2019). 

As infecções por hRSV podem causar desde hospitalizações com quadros clínicos graves e 

até a morte. Um levantamento epidemiológico global relatou que 33,1 milhões de episódios de 

infecções por hRSV ocorreram em 2015 no mundo todo, sendo 3,2 milhões de hospitalizações e 

59.600 mil mortes de crianças menores de cinco anos (SHI et al., 2017). 

De acordo com dados coletados por equipes sentinelas da Secretaria de Vigilância em Saúde, 

em 2018 130 de 218 casos registrados no Brasil de infecções agudas respiratórias foram causadas 

por hRSV. No ano passado (2019), de 534 casos registrados 187 foram provocados pelo vírus 

sincicial respiratório humano, 178 por influenza e o restante por outros vírus respiratórios, como 

Parainfluenza e Adenovírus. As pesquisas demonstraram que o hRSV tomou uma proporção 

significativa em 2019, infectando mais que o vírus influenza, o qual é responsável por várias 

pandemias no último século (MITRA et al., 2019; SVS, 2019).  

  As reinfecções por hRSV são comuns ao longo da vida e até o presente momento não há 

vacina  contra o vírus (MARINHEIRO et al., 2009). O único tratamento licenciado comumente 

oferecido é o anticorpo monoclonal direcionado à proteína F, Palivizumabe, que é administrado às 

crianças de alto risco durante a estação de maior incidência de infecções, reduzindo a ocorrência da 

forma mais severa da doença. Entretanto, esse medicamento é de alto custo e tem apresentado 

reações adversas expressivas (MORRIS et al., 2009; LIU et al., 2007; MARTÍNEZ et al., 2007). 

O hRSV é um vírus da ordem Monogavirales, família Pneumoviridade, de RNA de sentido 

negativo, fita simples não segmentado organizado em um envelope lipídico apresentando uma 

simetria helicoidal e tamanho médio de 120 a 300 nm. Seu genoma é composto por 15.222 

nucleotídeos, distribuídos em 10 genes, os quais codificam 11 proteínas. Dessas 11 proteínas, duas 
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(M2-1 e M2-2) são expressas pelo gene M2. A Figura 1A mostra um esquema da organização 

genômica do vírus (COLLINS; CROWE JR, 2007; YE, et al., 2019). 

No envelope viral encontram-se três glicoproteínas de superfície que se projetam a partir da 

bicamada lipídica: a proteína de adesão (G), a proteína de fusão (F) e a pequena proteína hidrofóbica 

(SH). A proteína G é responsável pelo reconhecimento da célula hospedeira, enquanto que a 

proteína F realiza a fusão do vírus transmitindo seu material genético para dentro da célula 

hospedeira e também promove a agregação de células multinucleadas produzindo os sincícios 

(COLLINS; CROWE JR, 2007). A proteína SH é um importante fator de virulência visto que essa 

altera a permeabilidade da membrana celular (PEREZ et al., 1997). Na face interna do envelope 

viral encontra-se a proteína de matriz (M) que tem o papel-chave na montagem e liberação do vírus, 

associando o complexo ribonucleoproteíco (RNP) com as glicoproteínas do envelope viral 

(GHILDYAL et al., 2002 e 2005). O complexo ribonucleoproteíco (RNP) é formado pelo 

nucleocapsídeo (NC), o RNA viral fortemente ligado à nucleoproteína N e a RNA polimerase 

dependente de RNA (RNA dependent RNA polymerase – RdRp) que é composta da proteína L com 

seu cofator, a fosfoproteína P (COLLINS; KARRON, 2013). As proteínas do gene M2 encontram-se 

envolvidas na construção da forma ativa do complexo RNP, sendo que a M2-1 atua na transcrição 

como um fator de processamento e antiparada, e M2-2 age como um “interruptor” molecular entre a 

transcrição e replicação viral (ASENJO; VILLANUEVA, 2016; LAMB; PARKS, 2006; 

BERMINGHAM; COLLINS, 1999). Há também duas proteínas não estruturais 1 e 2 (NS1 e NS2) 

que atua na resposta imunológica do hospedeiro suprimindo a indução de interferons alfa, beta e 

lambda (SPANN et al., 2004; MUNNIR et al., 2008). A Figura 1B mostra um esquema para o 

arranjo das proteínas do hRSV. 
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Figura 1: (A) Organização genômica do hRSV, demonstrando a sequência dos genes responsáveis pela codificação das 

proteínas virais. (B) Modelo representativo do hRSV. 

 

Fonte adaptada: COLLINS; CROWE JR, (2007). 

 

O genoma do hRSV é revestido pela nucleoproteína viral (N) para forma o nucleocapsídeo 

(NC), o qual serve como molde para a síntese de RNA pela RNA polimerase dependente de RNA. O 

NC é uma hélice flexível com um número variável de proteínas N por volta da hélice (Figura 2A e 

2B) (TAWAR et al., 2009). Tawar et al., (2009) descreveram a estrutura de cristalização por raios-X 

de um complexo like-NC do hRSV como um anel decamérico de proteínas N em complexo com 

RNA de origem celular (Figura 2C e 2D). A estrutura mostrou que a proteína N tem uma região 

central, a qual é dividida em dois domínios N e C-terminal nomeados N-NTD (resíduos 28–254) e 

N-CTD (resíduos 254–360), com o RNA ligado em um “sulco” entre esses domínios. Em particular, 

uma -hélice “braço”-N inserido no núcleo hidrofóbico da proteína N 5’ vizinha fornece uma 

importante interação estabilizadora. 
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Figura 2. (A) Tomografia do nucleocapsídeo (NC) do hRSV. Uma seção central através de um tomograma de uma 

estrutura de ribonucleoproteína do tipo NC do hRSV revela a presença de anéis e hélices curtas. (B) Reconstrução 

tridimensional de 26 Å de resolução calculada a partir de imagens criogênicas. A hélice contém 9,8 unidades de proteína 

N por volta e tem um passo de 69 Å. Uma subunidade proteica é destacada, colorida por domínios, enquanto as outras 

estão em cinza, em representação de superfície. Um complexo anelar de ribonucleoproteína decamérica. Uma 

subunidade N é colorida de acordo com os domínios: amarelo e vermelho indicam N-NTD e N-CTD, respectivamente, e 

os braços N e C são azuis. O RNA é mostrado em ciano. (C) Visão abaixo do eixo do anel. A polaridade do RNA é 

indicada dentro do anel. (D) Vista lateral. 
 

 

Fonte: TAWAR et al. (2009). 

 

As proteínas P, N e L são os componentes moleculares mínimos para a replicação e 

transcrição in vitro de vírus de RNA. O reconhecimento eficiente e específico do molde NC pela 

RpRd é crítico para a síntese de RNA viral. Esse reconhecimento é mediado pela fosfoproteína P, 

uma proteína multifuncional capaz de interagir com múltiplas macromoléculas parceiras. Estudos 

mostram que a proteína P do hRSV forma homoligômeros que adotam um estado tetramérico 

(ASENJO; VILLANUEVA, 2000) e ligam-se à proteína L (KHATTAR et al., 2001), N (GARCÍA 

et al., 1993) e M2-1 (MASON et al., 2003). Durante a replicação e transcrição, a fosfoproteína 

posiciona a proteína L no molde NC e ajuda na translocação do complexo da polimerase ao longo do 

nucleocapsídeo helicoidal. Acredita-se que a proteína P desempenha um papel de chaperona, 
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mantendo a nucleoproteína N recém-sintetizada em uma forma solúvel monomérica (N0) e 

direcionando-a para o encapsulamento especialmente com os RNAs genômicos e anti-genômicos do 

vírus (KOLAKOFSKY et al., 2004). 

A fosfoproteína P é uma proteína modular que consiste de um domínio de tetramerização 

flanqueado por duas regiões longas preditas como intrinsecamente desordenadas, nomeadas de 

domínios N e C-terminal (P-NTD e P-CTD, respectivamente) (CASTAGNE et al., 2004; 

LLORENTE et al., 2006). Tran et al. (2007) mostraram que os nove resíduos do C-terminal 

(Asp233–Phe241) da proteína P são essenciais para sua ligação ao nucleocapsídeo NC e, 

consequentemente, para a síntese de RNA viral. Em particular, a mudança do último resíduo de 

aminoácido Phe241 do C-terminal de P para alanina anula tanto a ligação com a proteína N como 

também a síntese de RNA viral (GALLOUX et al., 2012). Galloux e colaboradores (2012) 

identificaram, por uma abordagem racional usando deleções e mutações sítio dirigidas da proteína 

N, que um bolso hidrofóbico em seu domínio N-NTD corresponde a região de ligação do P-CTD. 

Nessa região de ligação foram identificados resíduos com cadeias laterais hidrofóbicas e básicas 

(Lys46, Met50, Ile53, Ser131, Arg132, Tyr135, Arg150, His151), tanto dentro do bolso como na 

superfície exposta do N-NTD, os quais são críticos para a interação N/P e síntese de RNA (Figura 

3). Pela técnica de cristalografia de raios-X, Ouizougun-Oubari e coautores (2015) revelaram as 

interações entre o dipeptídeo Asp240-Phe241 do C-terminal da fosfoproteína com o N-NTD (Figura 

3C). É possível observar a partir dessas estruturas determinadas que a Phe241 está completamente 

enterrada no bolso hidrofóbico do N-NTD localizado entre as hélices I2 (resíduos Ser131, Arg132 

e Tyr135) e N1 (resíduos Met50 e Ile53) e o loop no qual encontra- se a hélice 310 η1 (resíduos 

Arg150 e His151). Essa região correlaciona perfeitamente com os resíduos críticos para a atividade 

da polimerase do hRSV determinada in vitro por Galloux e colaboradores em 2012. A Figura 3C 

mostram que Phe241 está envolvida em uma rede intrincada de interações de hidrogênio, sugerindo 

que esse resíduo é fundamental para o reconhecimento do P-CTD pelo N-NTD. O grupo aromático 

da fenilalanina 241 da proteína P ajusta-se perfeitamente ao bolso hidrofóbico e sua posição é a 

mesma em ambos os complexos do N-NTD com Phe241 e Asp240-Phe241 determinados por 

Ouizougun-Oubari et al. (2015). Um dos lados do anel aromático da Phe241 faz uma interação de 

empilhamento π-π com o grupo imidazólico da His151 da proteína N. O outro lado do anel 

benzênico da Phe241 empilha contra a parte alifática da cadeia lateral de R132. 
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Figura 3. (A) Localização na superfície do monômero da proteína N os resíduos identificados como sendo críticos para 

a síntese de RNA e envolvidos na interação com a proteína P. Os resíduos são coloridos de acordo com suas 

propriedades bioquímicas (azul, resíduos básicos; vermelho, resíduos hidrofóbicos; resíduos magenta, neutros). (B) 

Vista lateral do nucleocapsídeo helicoidal modelado a partir do anel usando um espaçamento de 70 Å de acordo com os 

dados relatados anteriormente por Tawar et al. (2009). Domínios estruturais são coloridos; isto é, o N-CTD e o N-NTD 

estão em vermelho e amarelo, respectivamente, e o braço C e o braço N estão em azul claro. Resíduos críticos para a 

interação com o P-CTD são mostrados em roxo, e o RNA é mostrado em preto. A barra indica 100 Å. Detalhes do bolso 

de ligação do P-CTD (dipetídeo Asp-Phe) (C) e o scaffold BPdC (D) no N-NTD. O N-NTD está representado em 

cartoon, com estruturas secundárias nomeadas. Resíduos envolvidos na ligação por meio de interações eletrostáticas 

(linhas tracejadas) ou forças de van der Waals são mostradas na representação do bastão e coloridas pelo tipo de átomo. 

O peptídeo e o scaffold BPdC é representado como sticks. O inserto em (D) mostra o alinhamento do peptídeo com o 
scaffold BPdC. 

 

Fonte: Ouizougun- Oubari et al. (2015). 

 

As interações entre proteínas podem ser difíceis de perturbar com moléculas de baixa massa 

molecular, se essas ocorrerem ao longo de uma extensa superfície de contato entre essas 

macromoléculas. Pontos específicos de interação proteína-proteína apresentando regiões confinadas 

e bem definidas com aspectos topológicos profundos como bolsos hidrofóbicos oferecem um maior 

potencial para a descoberta de moléculas bloqueadoras desse tipo de interação. A informação 

descrita sobre a interação do C-terminal da proteína P do hRSV com a proteína N (ou o 
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nucleocapsídeo) sugere que essa interação pode ocorrer em tal hotspot. Ouizougun- Oubari et al. 

(2015) determinaram estruturas cristalinas do N-NTD em complexo com compostos de baixa massa 

molecular selecionados por screening in silico. Esses compostos que compartilham o scaffold 1-

benzil-1H-pirazol-3,5-dicarboxilato (BPdC) mostraram afinidades similares àquela do P-CTD e 

competiu eficientemente com o P-CTD para ligação in vitro pelo deslocamento da Phe241 do bolso 

hidrofóbico (Figura 3D). Uma molécula derivada a partir do scaffold BPdC com a mais alta 

afinidade para N-NTD foi capaz de inibir especificamente a replicação do hRSV em ensaios de 

cultura celular (OUIZOUGUN-OUBARI et al., 2015). 

Diante dos resultados experimentais apresentados, pode-se destacar que o bolso hidrofóbico 

do N-NTD no qual ocorre a ligação da Phe241 do P-CTD é um promissor alvo para o 

desenvolvimento de antivirais com objetivo de inibir a replicação do hRSV. Nesse contexto, os 

flavonoides apresentam-se como potenciais candidatos para a interação no hotspot hidrofóbico do 

N-NTD, pois estudos realizados por Kaul e colaboradores (1985) mostraram que os flavonoides 

quercetina e hesperetina são capazes de inibir aproximadamente 90% da replicação do hRSV em 

ensaios de cultura celular. Entretanto, nenhum mecanismo molecular foi proposto para os efeitos 

biológicos observados (KAUL et al., 1985). 

Os flavonoides são uma ampla coleção de moléculas hidrofóbicas que contêm um esqueleto 

de carbono C6–C3–C6 (fenil-benzopirano) (Figura 4). As várias classes desses polifenóis diferem 

quanto ao nível de oxidação e/ou saturação presente no anel heterocíclico C. Dentre as várias classes 

podem ser citadas as flavanas, flavanonas, flavonas, flavonóis e flavanóis (flavan-3-ol, flavan-4-ol e 

flavan-3,4-diol). Os compostos individuais dentro de uma classe diferenciam-se pelo padrão de 

substituição dos anéis A e B, tais como: substituintes hidroxilas (OH) e metilações (OMe), 

glicosilações e acilações (GROTEWOLD, 2006). Esses compostos polifenólicos são metabólitos 

secundários que ocorrem naturalmente nas plantas e fungos, e são parte integrante da dieta humana e 

sua fácil absorção pelo corpo humano promove uma significativa visibilidade no ramo farmacêutico, 

a qual confere a essas moléculas uma característica atrativa no desenho de novas estratégias 

terapêuticas (WALLE, 2004). 

Estudos mostraram que uma variedade de extratos fenólicos revelaram-se capazes de inibir 

espécies fúngicas e bacterianas, incluindo Candida albicans, Candida tropicalis, Staphylococcus 

aureus e Salmonella typhimurium, assim como apresentaram ação inibitória contra o hRSV 

(ZEGUIN et al., 2019; KAUL et al., 1985).  
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Figura 4. Estrutura molecular base dos flavonoides. 

                                                                

                                           Fonte: GROTEWOLD (2006). 

 

Conforme o contexto apresentado o presente estudo realizou uma abordagem de técnicas 

experimentais (espectroscopia de fluorescência e Ressonância Magnética Nuclear) que permitiu 

investigar importantes aspectos biofísico-químicos da interação entre flavonoides e o bolso 

hidrofóbico do N-NTD que poderá contribuir para o desenvolvimento de uma nova estratégia de 

tratamento contra a infecção causada pelo hRSV. Esses estudos de interação entre flavonoides e o 

domínio N-terminal da nucleoproteína do hRSV poderão proporcionar avanços consideráveis no 

desenvolvimento de novas estratégias de combate as infecções causadas pelo hRSV.  

 

1.2.  Abordagens experimentais e computacional. 

1.2.1.  Dicroísmo circular (CD) 

 Os ensaios de dicroísmo circular foram utilizados para analisar as estruturas secundárias da 

proteína N-NTD no momento em não estava ligada e quando complexada a hesperetina, a fim de 

verificar as características das estruturas secundárias da proteína, assim como observar se o 

flavonoide induzia alguma modificação estrutural no N-NTD quando o complexo era formado. 

 A técnica de dicroísmo circular mensura a diferença de absorção de luz circularmente 

polarizada entre duas componentes com igual magnitude, uma com rotação à direita (R) e outra a 

esquerda (L). O sinal de CD pode ser observado em moléculas quirais, as quais apresentam em sua 

estrutura quatro carbonos com quatro substituintes diferentes. Os instrumentos de CD são 

conhecidos como espectropolarímetros e reportam a diferença de absorção de luz polarizada a 

esquerda e a direita (∆A= AL - AR); entretanto, essa diferença é reportada em termos de elipticidade 

(θ medida em graus). O espectro de CD é coletado em função de comprimentos de onda (KELLY et 

al., 2005). 

A técnica CD reporta que quando a luz polarizada passa por um meio circularmente dicróico, 

a absorção diferencial das duas componentes circulares converte a luz plana polarizada em luz 
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elipticamente polarizada, o vetor elétrico traça uma elipse ao invés de oscilar em um plano ou 

formar um círculo. Quando os vetores elétricos dos dois componentes circulares estão na mesma 

direção, a soma de suas magnitudes origina o eixo maior da elipse, e quando eles estão em direções 

opostas, a diferença de suas magnitudes origina o eixo menor da elipse. O sinal de CD é 

caracterizado pela razão dos eixos menor e maior da elipse, que é a tangente de um ângulo θ, 

chamado de elipticidade expresso pela relação: 

                                                                
          

          
                                                    (1) 

O sinal de CD, assim como em outras espectroscopias, origina-se da interação da radiação 

eletromagnética com a molécula em estudo. As diferentes bandas espectrais de absorção das 

moléculas são atributos intrínsecos das características estruturais das mesmas. Por exemplo, em 

proteínas os cromóforos de interesse são as ligações peptídicas, as quais absorvem luz com 

comprimentos de onda menores do que 240 nm (KELLY et al., 2005). 

As proteínas apresentam espectros característicos para cada tipo de estrutura secundária que 

as compõem; como por exemplo, as proteínas α-helicoidais têm bandas com elipticidade negativa 

em 222 e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm. As proteínas com majoritária estrutura β (fitas 

e/ou folhas-β) exibem bandas de elipticidade negativa em 215 nm e banda positiva em 195 nm. As 

estruturas proteicas desordenadas ou irregulares (random coil) têm elipticidade positiva por volta de 

210 nm e uma banda negativa perto de 195 nm (Figura 1) (GREENFIELD, 2007). 

Figura 5. Espectros de referência de estruturas secundárias de proteínas. As linhas vermelha, azul e verde representam 

espectros compostos majoritariamente de estruturas alfa hélice, estrutura beta e random coil, respectivamente. 

 

                                                           Fonte adaptada: GREENFIELD (2007).  

 

Com base nos perfis espectrais de dados de CD de estruturas secundárias de proteínas 

conhecidas, há algoritmos que utilizam os espectros de CD-UV para fornecer uma estimativa das 

estruturas secundárias de proteínas de interesse. Em geral, os procedimentos utilizam como base de 
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dados, uma biblioteca de estruturas de proteínas determinadas por cristalografia de raios-X (KELLY 

et al., 2005), as quais são comparadas com as amostras analisadas e, por fim, é feita uma estimativa 

da porcentagem das estruturas secundárias ( -hélice, estrutura-β, voltas e irregulares) da proteína de 

interesse. Para essas análises de deconvolução espectral dos dados CD são comumente utilizados os 

programas: CONTIL, SELCON3 e CDSSTR, os quais se encontram presentes no pacote CDpro 

(MATSUO et al., 2007; KELLY et al., 2005). 

 

1.2.1.1. Desnaturação térmica de proteína por CD 

A desnaturação de uma proteína exibe características importantes para o entendimento dos 

mecanismos de enovelamento e estabilidade (MATSUO et al, 2007). Quando uma proteína 

desenovela ela perde suas estruturas altamente ordenadas e, consequentemente, há uma mudança no 

seu sinal de dicroísmo circular. As mudanças no sinal de CD de uma proteína em função da 

temperatura, em comprimentos de onda característicos, podem ser utilizadas para determinar 

parâmetros termodinâmicos de sua desnaturação, tais como: variação de entalpia de van’t Hoff 

(    
 ), variação de entropia de desenovelamento (   ), variação da energia livre de Gibbs de 

desnaturação (   ) e a temperatura de melting (  ). Em adição, a análise dos espectros de CD 

obtida como função de temperatura pode ser útil para determinar se uma proteína tem intermediários 

de desenovelamento/enovelamento ou se seu processo de desnaturação é reversível/irreversível.  

A fração de proteína desnaturada (  ) de um processo de desenovelamento pode ser 

calculada de acordo com a seguinte equação: 

                                                                       
    

     
                                                              (2) 

sendo que  ,    e    são sinais de dicroísmo circular da proteína em cada temperatura investigada, 

na primeira (proteína nativa) e na última (proteína desnaturada) temperatura, respectivamente. 

Portanto, a fração de proteína nativa pode ser calculada por        . A temperatura na qual 

      é denominada a temperatura de melting ou de desnaturação (  ). Usando um modelo de 

transição de dois estados (nativa ↔ desenovelada) para a desnaturação térmica de uma proteína e 

calculando a constante de equilíbrio desse processo entre estado nativo e desenovelado como 

   
       , a variação de entalpia de van’t Hoff para o processo de desnaturação (    

 ) pode ser 

determinada pela seguinte relação: 

                                                               
 

 
 

 

     
  

    
 

 
,                                                         (3) 
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e a variação de entropia de desenovelamento pode ser calculada por         
    . 

 

1.2.2. Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) é uma técnica experimental utilizada para 

medir a absorção ou liberação de energia térmica por uma amostra durante o aumento ou diminuição 

controlada de temperatura. Na prática, a técnica de DSC pode ser usada para determinar a 

temperatura térmica de transição (ou também conhecida como temperatura de melting) de amostras 

em solução, em estado sólido ou em suspensões. (COOPER, 2001).  

Em particular, a técnica de DSC pode ser utilizada para estudar a termodinâmica de 

desenovelamento ou reenovelamento de proteínas, assim como a estabilidade de suas estruturas. Em 

um experimento de DSC é possível quantificar a energia térmica necessária para aumentar a 

temperatura de uma solução e, dessa forma, fornecer informações sobre alterações estruturais que 

ocorreram durante o processo de desenovelamento induzido termicamente de uma proteína de 

interesse (JACOBS et al., 2019).  

Atualmente, a microcalorimetria tornou-se parte integrante do roteiro padrão de técnicas 

disponíveis para estudos biofísico-químicos de biomoléculas em solução, gerando, por exemplo, 

informações importantes sobre a estabilidade estrutural de proteínas durante os processos de 

desenovelamento térmico (COOPER, 2001). Em um experimento de DSC, uma solução de proteína 

é aquecida a uma taxa constante na célula calorimétrica ao lado de uma outra célula de referência 

idêntica contendo tampão. Diferenças na absorção de energia térmica entre as células de amostra e 

de referência as quais são necessárias para manter a temperatura iguais em ambas células, 

correspondem a diferenças na capacidade calorífica aparente (  ) que fornecem informações diretas 

sobre os processos energéticos induzidos termicamente na amostra. Importantes parâmetros 

termodinâmicos para um processo de desenovelamento térmico de uma proteína podem ser 

extraídos de um experimento de DSC, tais como: a variação de entalpia calorimétrica (     
 ), a 

variação de entalpia de van’t Hoff (    
 ) que pressupõe um modelo de dois estados (nativo ↔ 

desnaturado, como visto no item 1.2.1.1), a variação da capacidade calorífica a pressão constante  

entre o estado nativo e desenovelado (   ), a temperatura de melting (  ) e, por fim, a variação de 

entropia de desnaturação (   ) associada com o ponto de desnaturação térmica (JACOBS et al., 

2019).    

Para uma proteína globular, o termograma de DSC apresenta três regiões principais: a linha 

de base pré-desnaturação, o pico (transição) de desenovelamento endotérmico e a linha de base pós-
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desnaturação (Figura 6). Quando a proteína começa a se desenovelar, o    aumenta à medida que 

mais energia térmica (calor) é absorvida na desnaturação da proteína, atingindo um pico em uma 

correspondente temperatura de ponto médio do processo que também é conhecida como temperatura 

de melting (  ), antes de reduzir até a linha de base em altas temperaturas. Essa linha de base pós-

desnaturação, representando a capacidade calorífica relativa da proteína desenovelada, a qual 

geralmente é encontrada com valores maiores do que a linha de base pré-desnaturação (COOPER, 

2001). 

 

Figura 6. (A) Esquema de dados brutos de um termograma de proteína. (B) Espectro de DSC de proteína mostrando o 

processo endotérmico na fase pré- desnaturação, a transição (pico) e na fase pós- desnaturação, o processo tornando- se 

exotérmico, mostrando um declínio no termograma decorrente da agregação da amostra.         

 

                                                          Fonte adaptada: COOPER (2001). 

 

A temperatura de melting (  ) é definida como a temperatura na qual 50% das moléculas de 

proteína estão desenoveladas ou, em um equilíbrio dinâmico ideal de dois estados, seria a 

temperatura na qual qualquer molécula de proteína permanece 50% do seu tempo em um estado 

nativo e outros 50% em um estado desenovelado. 

A variação de entalpia calorimétrica (     
 ) é determinada a partir da integral do 

termograma que, após correção da linha de base, representa a absorção total de energia térmica pela 

proteína em estudo. Essa absorção de energia térmica depende da quantidade de amostra presente no 

volume da célula do equipamento de DSC. A      
  é uma medida livre de modelo da entalpia 

absoluta do processo de desnaturação térmica (COOPER, 2001). 

A variação de entalpia de van’t Hoff (    
 ) é uma estimativa independente da entalpia da 

desnaturação, baseada em um modelo de dois estados (nativo ↔ desnaturado) assumido para o 
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processo. Em termos práticos, calcula-se uma área parcial no pico do termograma da proteína em 

qualquer temperatura e, em seguida, divide-se esse valor pela área total do termograma, resultando 

em uma medida da fração de proteína desenovelada. O sinal calorimétrico é utilizado da mesma 

maneira que qualquer outro método indireto para o cálculo da     
 , como por exemplo a técnica de 

CD mencionada anteriormente (COOPER, 2001). Assumindo um modelo simples de dois estados, 

como na seção 1.2.1.1, pode-se relacionar a variação de temperatura da fração desenovelada com a 

variação de entalpia usando a equação de van’t Hoff (Equação 3). Essa abordagem baseia-se apenas 

nas proporções de áreas sob o termograma e não requer qualquer informação sobre concentração da 

amostra (COOPER, 2001). 

Nas análises de DSC, valores iguais de     
  e      

  confirmam a ocorrência predominante 

de um modelo de dois estados, sendo que valores diferentes sugerem a formação de agregados 

(     
      

 ) e existência de estados intermediários (     
      

 ) no processo de 

desnaturação térmica de uma proteína. Na prática, a maioria das proteína apresentam a formação de 

agregados após um processo de desnaturação térmica (     
      

 ). Essa agregação é 

normalmente exotérmica e irreversível, causando distorções da linha de base pós-desnaturação no 

termograma da proteína (Figura 6). O processo de agregação é um fenômeno cinético dependente da 

concentração de proteína na célula do DSC e também da taxa de varredura de aquecimento do 

equipamento (COOPER, 2001). 

 

1.2.3 Diferença de transferência de saturação por RMN 

A ressonância magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta bastante utilizada para estudar 

moléculas em solução. Ela pode ser utilizada para investigar a interação de proteínas com outras 

moléculas de interesse biológico, tais como: proteínas, ligantes e ácidos nucleicos. A RMN tem se 

tornado uma técnica essencial para estudos que caracterizam eventos de reconhecimento molecular, 

como por exemplo, as interações de pequenos ligantes com proteínas. 

Dentre algumas metodologias da RMN destaca- se os experimentos de diferença de 

transferência de saturação (Saturation Transfer Difference – STD), nos qual é possível investigar a 

interação proteína/ligante observando apenas os sinais da pequena molécula. O experimento de 

STD-RMN é baseado no efeito nuclear de Overhauser e na observação dos sinais de ressonância do 

ligante. Pode ser usado como técnica de screening experimental, buscando identificar pequenas 

moléculas que se ligam a uma proteína de interesse ou como uma ferramenta útil para identificar 
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porções (prótons) do ligante importantes para a interação no sítio da macromolécula (VIEGAS et 

al., 2011). 

O experimento de STD-RMN utiliza-se do princípio de equilíbrio químico do processo de 

interação entre proteína e pequeno molécula, no qual há uma constante troca entre o estado ligado e 

livre do ligante. Basicamente, um experimento de STD-RMN envolve subtrair um espectro no que a 

proteína foi seletivamente saturada (espectro de on-ressonance, o qual é obtido pela irradiação em 

uma região espectral que contém apenas ressonâncias da proteína, normalmente entre 0 e 1,0 ppm) 

denominada intensidade de saturação (    ) de um espectro sem saturação da macromolécula 

(espectro de off- ressonance), com sinal de intensidade   . No espectro de diferença (        

    ), somente os sinais (dos prótons) do ligante que receberam transferência de saturação da 

proteína (via difusão spin, através do efeito nuclear Overhauser) permanecem (Figura 7) (VIEGAS 

et al., 2011). 

 

Figura 7. Exemplo esquemático de um experimento de diferença de transferência de saturação por ressonância 

magnética nuclear (STD-RMN). A troca entre o ligante livre e ligado permite a transferência de magnetização 

intermolecular da proteína para a molécula pequena. 

 

Fonte adaptada: VIEGAS et al (2011). 

 

 Além da observação direta da interação do ligante com a proteína alvo, o espectro de STD-

RMN confere uma imagem dos epítopos de interação, ou seja, dos prótons (
1
H) que direcionam a 

interação proteína/ligante. No mapa de epítopos do ligante são identificados os hidrogênios que 

estabelecem contatos com a proteína em distâncias menores do que 5,0 Å, e aqueles que estiverem 

mais perto da proteína têm sinais mais intensos devido a uma maior eficiência da transferência de 

saturação (VIEGAS et al., 2011). O efeito STD (       ) consiste da razão entre as intensidades de 
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ressonância no espectro de referência e suas correspondentes ressonâncias no espectro de STD. 

Esse efeito pode ser melhor analisado utilizando o conceito de fator de amplificação (      ), o 

qual é obtido multiplicando         de um dado hidrogênio por pela razão entre uma certa 

concentração total de ligante      e de proteína     , como apresentado matematicamente a seguir: 

                                           
       

  
   

    

    
  

    

  
   

    

    
                                     (4) 

 

1.2.4 Anisotropia de fluorescência 

A luminescência é a emissão de luz proveniente de uma substância que origina- se do 

decaimento de estados eletronicamente excitados. Ela é formalmente dividida em duas categorias 

denominadas fluorescência e fosforescência, as quais dependem da natureza do o estado excitado. A 

fluorescência é a emissão de luz a partir de um estado singleto excitado, no qual o elétron no orbital 

excitado é pareado (por um spin oposto) ao segundo elétron no orbital do estado fundamental. Por 

outro lado a fosforescência é a emissão de luz via estado tripleto excitado, no qual o elétron no 

orbital excitado tem a mesma orientação como do elétron no estado fundamental (LAKOWICZ, 

1999). 

Dentre as diferentes aplicações da técnica de fluorescência, a anisotropia de fluorescência 

merece destaque, pois fornece informações relevantes como, por exemplo: tumbling molecular 

(movimento rotacional) e viscosidade dos ambientes moleculares. As medições de anisotropia 

também podem ser empregadas para investigar interações moleculares entre proteínas e de proteína 

com ligantes/peptídeos e para estudar a fluidez de membranas (LAKOWICZ, 1999). 

Os experimentos de anisotropia de fluorescência baseiam-se no princípio de excitação 

fotosseletiva de fluoróforos por luz polarizada. Os fluoróforos absorvem preferencialmente fótons 

cujos vetores elétricos são alinhados paralelamente ao momento de transição do fluoróforo. O 

momento de transição tem uma orientação definida com relação ao eixo molecular. Em uma solução 

isotropica, os fluoróforos são orientados aleatoriamente. Sob excitação com luz polarizada, um fóton 

excita seletivamente as moléculas de fluoróforos cujo dipolo de transição de absorção é paralelo ao 

vetor elétrico da excitação. Essa excitação seletiva resulta em uma população parcialmente orientada 

de fluoróforos e em uma emissão de fluorescência parcialmente polarizada. A emissão também 

ocorre com a luz polarizada ao longo de um eixo fixo no fluoróforo (Figura 8) (LAKOWICZ, 1999). 
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Figura 8. Efeitos da excitação polarizada e difusão rotacional em emissão de anisotropia. As setas verdes representam 

os fluoróforos fotoselecionado por uma luz polarizada. As setas vermelhas representam os fluoróforos em orientação 

aleatória de uma solução isotrópica, por exemplo. O círculo com setas vermelhas, no canto direito inferior da figura, 

evidência as orientações paralela (      e perpendicular       que a luz polarizada pode assumir. 

 

                                         Fonte adaptada: Lascowics (1999). 

 

Nos experimentos de anisotropia de fluorescência a amostra é excitada com luz polarizada 

verticalmente. O vetor elétrico da luz de excitação é orientado paralelamente a vertical. A 

intensidade de emissão é medida através de um polarizador. Quando o polarizador de emissão é 

orientado em paralelo para a direção da excitação polarizada a intensidade observada é chamada     . 

Da mesma forma, quando o polarizador é perpendicular à excitação, a intensidade é chamada    . 

Estes valores de intensidade são usados para calcular a anisotropia, descrita como: 

                                                                 
      

       
                                                                    (5)    

Os espectrofluorímetros mais utilizados são em formato-L com o monocromador de emissão 

postado perpendicularmente em relação ao monocromador de excitação. Esses fluorímetros em 

formato-L apresentam um único canal de emissão. Assumindo que a amostra é excitada com luz 

polarizada verticalmente e sendo a emissão observada através de um monocromador, esse 

normalmente apresenta uma eficiência de transmissão diferente para a luz polarizada verticalmente e 

horizontalmente. A rotação (de horizontal para vertical e vice-versa) do polarizador de emissão 

proporciona como consequência medidas de intensidades incorretas que necessitam de correção. 

Essa correção é realizada pela incorporação de uma constante denominada de fator instrumental G 

na Equação 5. O fator instrumental G pode ser determinado experimentalmente para cada 

equipamento e, dessa forma, a anisotropia de fluorescência é melhor determinada pela seguinte 

relação (LAKOWICZ, 1999):    
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                                                                  (6) 

1.2.5 Docking molecular 

O planejamento e a descoberta de novos fármacos dentro da área de desenho de fármacos 

envolve a compreensão dos mecanismos do reconhecimento molecular receptor- ligante, além de ser 

um dos principais desafios da biologia molecular. Dessa maneira, realizar uma abordagem detalhada 

e automatizada do processo de reconhecimento molecular receptor- ligante, utilizando métodos 

computacionais, reduz o tempo e alto custo para o desenvolvimento de novos fármacos. Atualmente, 

o desenvolvimento racional de novos medicamentos tornaram os métodos computacionais uma parte 

importante e indispensável de pesquisas associadas à química medicinal e teórica computacional. 

Um dos principais métodos utilizados na pesquisa de desenvolvimento racional de novos fármacos é 

o docking molecular, e vem atraindo o interesse de universidade, indústrias farmacêuticas e 

empresas de biotecnologia em todo o mundo (MORGON et al., 2007). 

O fundamento do docking molecular receptor-ligante consiste na predição do modo de 

ligação de uma pequena molécula ligante (inibidor) na região de ligação (sítio ativo) de um alvo 

molecular, e na quantificação da afinidade entre o receptor e o ligante. Alvos moleculares podem ser 

proteínas, enzimas, ácidos nucleicos, correlacionados a uma patologia para qual pretende-se 

desenvolver um tratamento. O reconhecimento molecular trata-se de processo dinâmico de grande 

complexidade que envolve muitas interações intermoleculares entre o receptor, o ligante e o 

solvente. No decorrer do processo de docking molecular tanto o receptor como o ligante sofrem 

diversas modificações conformacionais, implicando em centenas de milhares de graus de liberdade 

(MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007). 

O reconhecimento receptor-ligante depende de características estruturais e físico-químicas 

das moléculas que estão interagindo, sendo que as características estruturais definem os arranjos 

espaciais moleculares, posições espaciais moleculares, rotação de ligações covalentes das moléculas 

envolvidas e as características físico-químicas especificam o grau de afinidade e especificidade entre 

as moléculas interagentes, dados por interações intermoleculares como interações hidrofóbicas, 

ligações de hidrogênio e ligações covalentes (MORGON et al., 2007).  

Diversos programas de modelagem molecular estão disponíveis para a pesquisa científica, 

tais como: GOLD, DOCK, AutoDock, AutoDock Vina, FlexX, LUDI, ChemScore e outros. O 

AutoDock Vina foi o programa de modelagem molecular usado neste trabalho, visto que esse é um 

dos mais utilizado pela comunidade científica para as pesquisas de reconhecimento molecular e 
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também proporciona resultados confiáveis e de boa concordância com os dados experimentais 

(TROTT; OLSON, 2010). 

O AutoDock Vina (referido por diante como Vina) é uma nova geração de programa de 

docking molecular desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa que criou o AutoDock 

(GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996; MORRIS et al., 2009). Em testes comparativos com o 

AutoDock, o Vina alcançou uma “velocidade computacional” aproximadamente duas ordens de 

grandeza maior do que o AutoDock, quando relacionado a interação de uma única molécula e 

também melhorou significativamente a acurácia das predições de modo de ligação. Vale mencionar 

que a realização de docking molecular realizada pelo Vina tornou o procedimento mais simples e 

automatizado, uma vez que esse programa requer mínima preparação das estruturas moleculares da 

proteína e do ligante, e os cálculos de mapas grade (grid maps) e de clusterização/análise dos 

modelos de ligação gerados são executados automaticamente sem expor o usuário para intermediar 

detalhes. Portanto, pode-se dizer que o AutoDock Vina é uma versão simplificada e otimizada do 

AutoDock; entretanto, deve-se ressaltar que as funções de pontuação ou scoring desses programas 

são diferentes. Geralmente, os programas de docking molecular como o AutoDock fazem uso de 

uma função scoring que pode ser entendida como uma tentativa de aproximar os potenciais 

químicos padrão do sistema, aplicando termos físicos como por exemplo as interações de van der 

Waals e as energias Coulomb ponderados empiricamente. Por outro lado, a função scoring do Vina 

é empregada como um método de “aprendizagem de máquina” (machine learning) do que 

diretamente baseada na natureza física do problema (TROTT; OLSON, 2010).  

A forma funcional geral da parte dependente de conformação da função scoring do Vina é 

arquitetada para trabalhar com: 

                                     (7) 

sendo que a soma é sobre todos os pares de átomos que podem se mover em relação uns aos outros, 

normalmente excluindo interações 1-4, ou seja, átomos separados por 3 ligações covalentes 

consecutivas. Cada átomo   é atribuído um tipo   , e um conjunto simétrico de funções de interação 

      da distância interatômica    . Esse valor   pode ser visto como uma soma de contribuições 

intermoleculares e intramoleculares,              . O algorítmo de otimização tenta encontrar o 

mínimo global de   e outras conformações de reduzido scoring, as quais são então classificadas. 

A energia livre de ligação predita é calculada a partir da parte intermolecular da conformação 

de menor scoring, descrita como 1: 

                              ,             (8) 
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sendo que   pode ser uma função suave possivelmente não linear e arbitrariamente crescente. No 

resultado final, outras conformações de reduzido scoring são também recebem formalmente valores 

de  , mas para controle da classificação, usa-se o valor de        do mode de ligação com menor 

scoring,                 . 

 As funções de interação       são definidas em relação à distância da superfície         

   
    

: 

                
                    (9) 

sendo que    é o raio de van der Waals do átomo tipo t. Na função scoring do Vina,      
 é uma 

soma ponderada de interações estéricas (ponderação × função: −0,0356 × gauss1,−0,00516 × gauss2 

e 0,840 × repulsão), idêntica para todos os pares de átomos, interação hidrofóbica entre átomos 

hidrofóbicos (ponderação: −0,0351), e, quando aplicável, ligação de hidrogênio (ponderação: 

−0,587). Os termos estéricos são dados por: 

                                        (10) 

                                                       (11) 

                    
      
          

              (12) 

O termo hidrofóbico é igual a 1, quando        ; 0, quando        , e é linearmente 

interpolado entre esses valores. O termo de ligação do hidrogênio é igual a 1, quando         ; 

0,quando    , e é linearmente interpolado no entre esses valores. Nesta implementação, todas as 

funções de interação       são restringidas em        . A Figura 9 mostra a função scoring 

resultante para diferentes combinações dos termos estéricos, hidrofóbico e de interação de pontes de 

hidrogênio. 

 A função independente de conformação g foi escolhida como sendo: 

                        
      

       
              (13) 

sendo que      é o número de ligações rotativas ativas entre átomos pesados no ligante e   é o fator 

de ponderação associado (0,0585) (TROTT; OLSON, 2010). 
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Figura 9: Combinações dos termos de funções scoring ponderadas utilizadas no programa AutoDock Vina. Interações 

estéricas em preto, interações estéricas e hidrofóbicas em vermelho, e interações estéricas e pontes de hidrogênio em 

laranja, as quais foram ponderadas com os fatores apresentados no texto. 

                         
                                                     Fonte adaptada: TROTT & OLSON (2010). 

 

2. Objetivos gerais e específicos. 

O objetivo geral do presente trabalho consiste em realizar uma caracterização biofísica do 

domínio recombinante N-terminal da proteína N do hRSV e investigar sua interação com 

flavonoides. Para isso foram utilizadas técnicas experimentais de dicroísmo circular (CD), 

calorimetria de varredura diferencial (DSC), diferença de transferência de saturação por ressonância 

magnética nuclear (STD-NMR), anisotropia de fluorescência e simulações de docking molecular. 

Os objetivos específicos foram: 

1) Expressar o domínio recombinante N-terminal da proteína N (N-NTD) do hRSV em meio 

LB (Luria- Bertani) e, em seguida, purificar por cromatografia de afinidade e exclusão molecular;  

2) Checar a integridade das estruturas secundárias da proteína recombinante ao final do 

processo de purificação utilizando a técnica de dicroísmo circular (CD). Empregar A espectroscopia 

de CD também para investigar o processo de desenovelamento térmico do N-NTD na ausência e 

presença de flavonoide. 

3) Estudar o processo de desnaturação térmica do N-NTD também por calorimetria de 

varredura diferencial (DSC). 

4) Investigar a interação entre o N-NTD e flavonoides (apigenina, baicalina, crisina, 

hesperidina, hesperetina, morina, nairigina, quercetina e rutina) pela técnica de diferença de 

transferência de saturação por ressonância magnética nuclear (STD-NMR), sendo empregada como 
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uma metodologia de screening experimental para identificar flavonoides que apresentam uma 

ligação ao N-NTD.  

5) Determinar os epítopos de ligação e constante de dissociação (Kd) por STD-NMR para os 

flavonoides (hesperetina, único que se ligou ao domínio) que apresentaram interação com o N-NTD 

na etapa screening experimental. 

6) Realizar experimentos de competição do flavonoide hesperetina com o dipeptídeo C-

terminal (Asp-Phe) da fosfoproteína P pelo bolso hidrofóbico no N-NTD pela técnica de STD-

NMR.Verificar se a hesperetina se liga ao sítio hidrofóbico de interação nucleoproteína/ 

fosfoproteína do hRSV. 

7) Utilizar a técnica de anisotropia de fluorescência também nos experimentos de competição 

do flavonoide hesperetina com o pepetídeo fluorescente C-terminal da fosfoproteína P (6FAM-

DSDNDLSLEDF, nomeado Pep11) pelo hotspot hidrofóbico no N-NTD.   

8) Realizar simulações computacionais para a verificação da interação do complexo N-

NTD/hesperetina e a identificação do sítio de ligação do flavonoide na proteína. 

9) Correlacionar os resultados obtidos com dados da literatura com a finalidade de melhor 

descrever os achados relevantes do presente trabalho, o que possibilitou caracterizar o bolso 

hidrofóbico no N-NTD como um possível alvo para ligação de flavanonas (como hesperetina) com 

potencial antiviral contra hRSV. 

  

3. Metodologia 

3.1. Expressão e purificação da proteína em meio de cultura LB  

O gene do domínio N-terminal da proteína N (N-NTD) (resíduos 31–252) clonado no vetor 

pD441-CH (ATUM, USA) foi transformado e expresso em Escherichia coli BL21 (DE3). A 

construção do plasmídeo incluiu no C-terminal do gene da proteína uma sequência de seis resíduos 

de histidina (6xHis tag). A transformação do vetor pD441-CH em células competentes foi inoculada 

pelo método de esgotamento em placa de Petri contendo meio de cultura LB, ágar e quantidade 

suficiente de canamicina, sendo mantida incubada overnight a 37 ºC. Em seguida, algumas colônias 

selecionadas foram pré-incubadas em 2 mL de meio de cultura LB contendo canamicina. Após 

crescimento bacteriano das colônias selecionadas, metade dos 2 mL de meio de cultura foi 

transferido para 50 mL de um meio novo e permitiu-se crescer overnight a 37 °C. Para a expressão 

proteica em meio LB, a cultura bacteriana do passo anterior foi transferida para 1.0 L de meio de 

cultura fresco e cresceu a 37 °C até atingir a densidade óptica em 600 nm (DO600) desejada de 0,6, 
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quando foi induzida a expressão utilizando 0,4 mM de IPTG durante 16 horas a 28 °C. Após 

expressão da proteína, as culturas foram centrifugadas em 5.000×g por 30 minutos a 4 °C e foram 

ressuspensas utilizando o tampão A (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 mM 2-Mercaptoetanol, 500 mM 

NaCl, 0,5 mM PMSF, 5% (v/v) glicerol e 0,5 mM EDTA). Depois de uma hora de incubação no 

gelo com 1,0 mg/mL de Lisozima (Sigma Aldrich), as células foram lisadas por sonicação. O extrato 

celular bruto foi subsequentemente centrifugado a 40.000×g por uma hora a 4 °C. O sobrenadante 

foi transferido para uma coluna de cromatografia de afinidade contendo a resina Ni-NTA, pré-

equilibrada com o tampão A. Inicialmente, a resina foi lavada com concentrações de imidazol de 5 a 

40 mM para remoção dos contaminantes e, em seguida, a proteína de interesse foi eluída em 

concentrações de imidazol de 60 mM a 1 M. As frações de eluição contendo o domínio N-NTD 

foram concentradas e injetadas na coluna de exclusão molecular (Superdex 200 10/300, ), pré-

equilibrada com o tampão B (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 6,5, 100 mM NaCl, 1,0 mM DTT e 0,5 

mM EDTA). A pureza das amostras foi verificada a cada passo do processo de purificação 

utilizando géis de SDS-PAGE 15% corado com coomassie azul brilhante R. As frações contendo a 

proteína purificada foram agrupadas e concentradas. A concentração do domínio N-NTD foi 

determinada espectroscopicamente por medidas de absorção UV-Vis (Cary-3E, Varian, Palo Alto, 

CA) utilizando o coeficiente de extinção molar calculado pela ferramenta ProtParam do webserver 

ExPASy (http://web.expasy.org/protparam), 11.920 M
-1

·cm
-1

 em 280 nm. Os flavonoides que foram 

utilizados no presente projeto foram adquiridos em projetos anteriores a este. Atualmente o grupo de 

pesquisa dispõe de um banco de compostos polifenólicos (apigenina, baicalina, crisina, hesperidina, 

hesperetina, morina, naringina, quercetina e rutina). As concentrações estoques dos flavonoides 

também foram determinadas espectroscopicamente por medidas de absorção UV-Vis (Cary-3E, 

Varian, Palo Alto, CA). 

 

3.2 Dicroísmo circular 

Os experimentos de dicroísmo circular (CD) foram realizados em um espectropolarímetro 

Jasco J-815 (Jasco, USA) equipado com um sistema Peltier para controle de temperatura, sendo 

utilizada cubeta de quartzo de caminho óptico de 1,0 mm. Os espectros de CD-UV far da proteína 

foram coletados no intervalo de 260–190 nm com velocidade de varredura de 50 nm/min, tempo de 

resposta de 1,0 segundo, largura de banda espectral de 1,0 nm, resolução espectral de 0,2 nm e 

número de acumulações igual a 10. A contribuição do espectro de CD do tampão (50 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 6,5, 100 mM NaF, 1,0 mM DTT e 0,5 mM EDTA) foi subtraída do espectro 
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da proteína N-NTD. Todos os espectros de CD foram registrados como miligraus (θ) e, em seguida, 

foram expressos em termos de elipticidade molar [Θ] em unidades de deg·cm
2
·dmol

-1
 a seguinte 

expressão: 

                                                           
       

          
                                                  (14) 

Sendo que     é a concentração molar de proteina N-NTD (3,5 μM),   é o número de resíduos de 

aminoácidos (228) e   é o caminho óptico da cubeta (cm). A porcentagem de estruturas secundárias 

do domínio N-NTD foi estimada com o software CONTINLL do pacote de programas CDPro, 

usando o conjunto de referência de proteínas SMP56 (SREERAMA & WOODY, 2000). 

 As desnaturações térmicas do N-NTD (3,0 μM) e do complexo N-NTD/hesperetina 

(flavonoide a 20 μM) foram realizadas no mesmo espectropolarímetro no qual foram realizadas as 

medidas do perfil espectral de CD-UV far, utilizando a mesma cubeta de quartzo de 1,0 mm. A 

desenovelamento térmico foi realizado de 20 a 80 ºC a uma taxa de aquecimento de 1,0 °C/min e 

incremento de 2 °C por medida. A faixa espectral coletada foi de 223 a 206 nm, com velocidade de 

varredura de 50 nm/min, tempo de resposta de 1,0 segundo, largura de banda espectral de 1,0 nm, 

resolução espectral de 0,2 nm e número de acumulações igual a 3. A fração de proteína desnaturada 

foi determinada como na Equação (2) e foi correlacionada com a constante de desenovelamento 

(  ) como mostrado na seguinte equação: 

                                                      
    

     
 

  

    
                                              (15) 

sendo que    é expressa a partir da relação de van’t Hoff (Equação 3) por: 

                                                      
    

         

  
                                          (16) 

sendo que   é o sinal CD dependente da temperatura,    e    são os sinais da proteína no estado 

native e desnaturado, respectivamente,   é a temperatura absoluta (em Kelvin),    é a temperatura 

de melting e     
  é a variação de entalpia de van't Hoff para o processo de desnaturação da 

proteína. As Equações 15 e 16 foram utilizadas para ajustar os dados experimentais da curva de 

desenovelamento térmico da proteína livre e complexada com o flavonoide. 

 

3.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

Os experimentos de DSC foram realizados utilizando o calorímetro N-DSC III (TA 

Instruments, USA) na faixa de temperatura de 10 a 80 °C com uma taxa de varredura de 1,0 °C/min. 

Para as medidas de DSC a concentração da enzima foi de 1,0 mg/mL e o solução tamponante 
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utilizada foi idêntica àquela empregada nos experimentos de CD. Inicialmente, as duas células de 

amostra do calorímetro foram preenchidas com a solução tampão e deixadas equilibrar a 10 °C por 

10 minutos e, em seguida, varreduras de temperatura 10–80 °C foram realizadas repetidas vezes 

(~10) até que a linha de base do equipamento fosse reprodutível. Após a calibração da linha de base 

com a solução tampão, uma das células de amostra do calorímetro teve sua solução trocada por outra 

contendo a proteína em estudo (N-NTD). O processo de varredura de temperatura com o 

equipamento contendo a proteína procedeu da seguinte forma: i) aquecimento e resfriamento de 10 a 

20 °C para equilíbrio térmico do calorímetro, e ii) aquecimento e resfriamento de 10 a 80 °C para 

realizar o processo de desnaturação da enzima e investigar um possível renovelamento. A 

contribuição da capacidade calorífica a pressão constante (  , kJ·mol
-1

·K
-1

) da solução tampão foi 

subtraída dos valores de    do N-NTD na faixa de temperatura investigada. 

 A variação de entalpia de van’t Hoff (    
 ) para o processo de desenovelamento do N-NTD 

foi determinada como descrito para as medidas de CD (seção 1.2.1.1), sendo a fração de proteína 

desnaturada (  ) calculada por um processo de integração discretizada do termograma. Na prática, o 

valor de     
  foi obtido a partir da inclinação da reta ajustada aos dados experimentais do gráfico 

     por    , enquanto que a variação de entalpia calorimétrica (     
 ) para o processo de 

desnaturação foi determinada pelo cálculo da área do termograma da proteína, depois da linha de 

base ter sido corrigida. Os valores     
  e      

  foram comparados com a finalidade de melhor 

caracterizar o processo de desenovelamento térmico do N-NTD. 

 

3.4 Diferença de transferência de saturação por RMN 

Os experimentos de STD-RMN foram registrados em um espectrômetro Bruker Avance III 

de 600 MHz equipado com uma crio- sonda de tripla ressonância de 5 mm e gradiente de campo no 

eixo Z. Os dados foram analisados com o programa TopSpin versão 3.6. Inicialmente, uma solução 

de N-NTD a 10 μM (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 6,5, 100 mM NaCl e 1,0 mM DTT) foi 

utilizada para determinar a melhor condição de saturação de magnetização da proteína, testando 

frequências próximas de 0 ppm (como por exemplo; 0,5, 0, –0,5 ppm) e mantendo a frequência de 

off-resonance em 40 ppm. A melhor condição de saturação da proteína foi caracterizada em –0,5 

ppm, com saturação de ~91%. Diferentes tempos de saturação (      2,0, 3,0 e 4,0 s) foram 

empregados com a finalidade de melhor caracterizar o efeito de STD. Os tempos de reciclagem de 

cada experimento foram ajustados 1,0 s a mais do que os seus respectivos tempos de saturação. As 

medidas de STD-RMN foram coletadas com 16 scans, 32 loop counters, 4 dummy scans e uma 
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potência de saturação de –40 dB. Um filtro de spin lock de 30 ms foi utilizado para suprimir os 

sinais de ressonância provenientes dos prótons 
1
H do domínio N-NTD. 

Nos experimentos de screening experimental para verificar a interação entre N-NTD e os 

flavonoides, a concentração dos compostos polifenólicos estudados (apigenina, baicalina, crisina, 

hesperidina, hesperetina, morina, naringina, quercetina e rutina) foi de 100 μM, sendo 10 vezes 

maior que a concentração de proteína. Os estoques de flavonoides utilizados nos experimentos de 

STD foram preparados com DMSO-d6 deuterado (Sigma Aldrich). Os epítopos de ligação do 

flavonoide que apresentaram ligação ao domínio N-NTD foram determinados a partir do efeito de 

STD (       ), como mencionado na seção 1.2.3. A constante de dissociação (  ) entre o N-NTD e 

a hesperetina (Hsp, único polifenol que se ligou ao domínio) foi determinada a partir da isoterma de 

ligação construída com os dados dos experimentos de STD-RMN realizados em diferentes       (2,0, 

3,0 e 4,0 s) e concentrações de flavonoide (50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 μM). As curvas de 

       (Equação 4) versus      em uma determinada concentração de hesperetina foram 

ajustados utilizando a seguinte equação: 

                                                                                                (17) 

sendo que           é o valor máximo alcançado pelo fator de amplificação e      é a taxa de 

saturação. O produto de           e      resulta em um fator de amplificação independente do 

tempo de saturação denominado de         (ANGULO et al., 2010). Para o epítopo de máxima 

transferência de saturação (100%), uma isoterma de ligação experimental foi construída com os 

valores de         calculados para cada concentração do flavonoide. O valor de    do complexo 

N-NTD/hesperetina foi determinado a partir de um ajuste teórico não linear da curva         & 

      utilizando a seguinte expressão: 

                                                      
        

      
                                               (18) 

sendo que      é o máximo do fator de amplificação         e     é a concentração do 

hesperetina livre, a qual pode ser considerada como igual a concentração total de flavonoide pois o 

experimento foi realizado em um regime de excesso de ligante (                    ). 

 Para investigar se a hesperetina liga- se ao bolso hidrofóbico no N-terminal da proteína N, 

experimentos de competição foram realizados utilizando a técnica de STD-NMR. Nesses 

experimentos, verificou-se primeiramente a interação entre o dipeptídeo C-terminal da fosfoproteína 

P (3,0 mM Asp-Phe, Sigma Adrich) com o N-NTD (10 μM) empregando os mesmo parâmetros de 

experimentais mencionados anteriormente, exceto que utilizou um único tempo de saturação de 3,0 
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s. Em seguida, a medida de STD-RMN foi adquirida na presença de 400 μM de hesperetina 

juntamente com o domínio e o dipeptídeo. A redução no efeito de STD para os epítopos de ligação 

do dipeptídeo devido a presença do flavonoide foi calculada em termos de porcentagem com relação 

a situação inicial na ausência do polifenol. 

 

3.5 Análises da interação N-NTD/hesperetina por anisotropia de fluorescência 

As medidas de fluorescência foram realizadas usando um espectrofluorímetro ISS PC1 de 

estado estacionário, equipado com cubeta de quartzo de caminho óptico de 10 mm e um banho 

térmico Neslab RTE-221. O comprimento de onda de excitação em 492 nm foi usado para excitar a 

soda fluorescente 6- carboxifluoresceína (6-FAM) ligada covalentemente ao N-terminal do peptídeo 

DSDNDLSLEDF–COOH (C-terminal da proteína P), nomeado Ppep11. O peptídeo Ppep11 foi 

sintetizado e purificado pelo Prof° Dr° Eduardo Maffud Cilli e seus companheiros de grupo, da 

UNESP do Campus de Araraquara- SP. A emissão foi coletada em 517 nm usando polarizadores 

Glan-Thompson. O valor do fator instrumental do equipamento foi ajustado para 0,93 como feito 

por Shapiro e colaboradores (SHAPIRO et al., 2014), o que proporcionou uma anisotropia de 0,03 

para o peptídeo livre em solução. As larguras das fendas de excitação e emissão foram ajustadas 

para 1,0 ou 2,0 mm. A anisotropia de fluorescência do peptídeo Ppep11 foi determinada a partir das 

componentes paralelas e perpendiculares da emissão, utilizando a Equação 6. Cada medida de 

anisotropia foi uma média 21 acumulações em cada passo das titulações. As medidas de anisotropia 

de fluorescência foram realizadas na temperatura de 25 °C, utilizando um tampão de 50 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4  pH 6,5, 100 mM NaCl, 1,0 mM DTT e 0,5 mM EDTA.  

Inicialmente foi caracterizada a interação entre o domínio N-NTD com o peptídeo Ppep11. 

Para isso, pequenas alíquotas do estoque da proteína N-NTD (182 μM) foram tituladas à solução de 

Pep11 (concentração constante de 50 ηM), proporcionando concentrações do domínio que variaram 

de 0 até 10 μM. A constante de dissociação (  ) do complexo N-NTD/Pep11 foi determinada 

ajustando a seguinte equação aos dados de anisotropia: 

                                                          
        

      
                                                 (19) 

sendo que   é a anisotropia em cada passo da titulação,    é anisotropia do peptídeo livre em 

solução,         é a anisotropia do peptídeo completamente ligado a proteína e     é a 

concentração de proteína livre que é aproximadamente igual a concentração total de N-NTD pois 

                  . 
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 Após a caracterização da constante de dissociação do complexo N-NTD/Ppep11 descrita 

anteriormente, um procedimento de titulação reversa foi realizado titulando diferentes concentrações 

de peptídeo (variando de 0 a 0,8 μM) em uma solução de proteína com concentração constante (de 

1,0 μM) próxima ao valor de    que foi determinado. Com objetivo de verificar a competição entre 

o flavonoide e o peptídeo pelo bolso hidrofóbico no N-NTD, a titulação reversa foi realizada na 

ausência e presença da hesperetina. A ocorrência de uma competição entre os dois (peptídeo e 

flavonoide) sugere que o polifenol pode se ligar ao sítio de interação nucleoproteína/fosfoproteína 

do hRSV. 

  

3.6 Docking Molecular 

As simulações computacionais do complexo N-NTD/hesperetina foram realizadas em 

colaboração com estudante de iniciação científica João Victor Piloto. A estrutura do domínio N-

NTD usada para simulações computacionais foi obtida do website PDB (www.rcsb.org) sob o 

código de acesso 4UC9 (OUIZOUGUN-OUBARI et al, 2015). O dipeptídeo (Asp-Phe) e as 

moléculas de água na estrutura cristalina foram removidos. O N-NTD foi preparada usando o 

programa AutoDockTools (SANNER, 1999) para simulações de docking molecular, adicionando 

átomos de hidrogênio polares e especificando os tipos de átomos. A estrutura da hesperetina foi 

otimizada pelo programa Gaussian 9 (FRISCH et al., 2009) empregando o método semi- empírico 

PM6. A raiz rígida (origem das rotações) da hesperetina foi gerada automaticamente, definindo 

todas as possíveis ligações rotativas como ativas. A hesperetina apresenta um total de 5 ligações 

rotativas. Os estados de protonação dos resíduos ionizáveis da proteína foram definidos de acordo 

com o programa PROPKA (OLSSON et al., 2011) do webserver PDB2PQR (DOLINSKY et al, 

2004), considerando pH 6,5. Os cálculos de docking molecular foram realizados em triplicata 

usando o programa AutoDock Vina (TROTT & OLSON, 2009) aplicando um total de 8 

exaustividade. As coordenadas do centro da caixa de busca conformacional foram definidas no 

bolso hidrofóbico de ligação do dipeptídeo na proteína N-NTD, uma vez que os experimentos de 

STD-RMN e anisotropia de fluorescência indicam que a hesperetina compete com Asp-Phe por esse 

local de interação. As dimensões da caixa de busca conformacional foram ajustadas para 26×26×26 

Å nos três eixos de coordenadas. A representação estrutural foi preparada utilizando o programa 

Pymol (DELANO, 2002), enquanto que o mapa bidimensional de interações não covalentes foi 

gerado a partir do programa LigPlot (WALLACE et al, 1995).  
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4. Resultados 

4.1. Produção da proteína recombinante 

Após o processo de transformação, a linhagem de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmídeo 

pDDT- 441/N-NTD passou pelo método de seleção de clones, em que são realizados testes de 

expressão e solubilidade (Figura 10A). No teste de expressão e solubilidade foi determinado qual 

clone apresentava maior eficiência e rendimento para a produção em larga escala do N-NTD do 

hRSV. Como pode ser visto pela Figura 10A, os dois clones testados tiveram resultados de 

expressão e solubilidade satisfatórios, apresentando uma banda correspondente à massa molecular 

da proteína de interesse no sobrenadante do extrato celular bruto (caixa vermelha na Figura 10A). 

 

Figura 10: (A) Teste de expressão e solubilidade da proteína N-NTD do hRSV- SDS-PAGE 15% corado com 

Coomassie brilhant blue R (Sigma Aldrich). M: marcador de massa molecular; 1: amostra antes da indução para o clone 

I; 2: amostra depois da indução para o clone I; 3: sobrenadante para o clone I; 4: pelete para o clone I; 5: amostra antes 

da indução para o clone II; 6: amostra depois da indução para o clone II; 7: sobrenadante para o clone II; 8: pelete para o 

clone II. (B) Etapas da purificação da proteína N-NTD do hRSV por cromatografia de afinidade com resina de Ni-NTA- 

SDS-PAGE 15% corado com Coomassie brilhant blue R (Sigma Aldrich) . M: marcador de massa molecular; 1: eluição 

com 60 mM de imidazol; 2: eluição com 80 mM de imidazol; 3: eluição com 150 mM de imidazol; 4: eluição com 250 

mM de imidazol; 5: eluição com 500 mM de imidazol; 6: eluição com 1 M de imidazol. A caixa vermelha indica o 

massa molecular correspondente à proteína N-NTD (26 kDa).  

 

                                                                            Fonte: Autoria própria.                                 

  

O resultado da purificação por cromatografia de afinidade com resina de Ni- NTA 

apresentada no gel de SDS-PAGE 15% da Figura 10B mostra uma banda com massa molecular de 

aproximadamente 26 kDa, que é referente ao N-NTD. Apesar de a purificação ter mostrado no gel 

um bom grau de pureza ainda foi necessária a realização de uma segunda purificação para troca do 

tampão e eliminação de contaminantes indesejáveis. O segundo processo de purificação foi 

executado por cromatografia de exclusão molecular, podendo ser observado pelo cromatograma da 

Figura 11A que a proteína de interesse (eluída em ~17 mL) foi separada adequadamente dos 

contaminantes restantes da purificação por afinidade. 
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Figura 11: (A) Cromatograma correspondente ao processo de purificação por exclusão molecular. O pico representado 

próximo de 17 ml corresponde a eluição da proteína N-NTD  (w26.0 kDa). (B) Membrana de nitrocelulose de western 

blot revelando a proteína N-NTD. A caixa em vermelho indica a proteína  N-NDT com massa molecular de 

aproximadamente 26 kDa. 

       

 

Fonte: Autoria própria. 

 Um ensaio de imunodetecção por Western Blot para o reconhecimento da cauda His6x-tag da 

proteína recombinante em estudo foi realizado com a finalidade de comprovar a correta produção da 

proteína recombinante N-NTD (Figura 11B). A partir da Figura 11B, pode-se observar que a 

proteína de interesse é de fato produzida, visto que o anticorpo secundário revelou a presença de 

uma banca na membrana de nitrocelulose em aproximadamente 25 kDa (caixa vermelha), 

correspondente a massa molecular do N-NTD. 

A produção da proteína foi realizada sete vezes e para cada processo completo de purificação 

foi obtido por volta de 150 µM do N-NTD, o que foi quantidade suficiente para realização dos 

experimentos reportados a seguir. Para a quantificação da concentração molar da proteína 

recombinante foi utilizada a espectroscopia de UV-Vis medindo o sinal de UV-Vis em 280 nm, 

como mencionado na seção 3.1 dos Materiais e Métodos. 

 

4.2. Caracterização biofísica do N-NTD por dicroísmo circular (CD) 

 Após comprovação da produção do N-NTD por imunodetecção (Western Blot), prosseguiu-

se com a caracterização biofísica da proteína recombinante utilizando a técnica de dicroísmo circular 

(CD). Para isso, experimentos de CD foram realizados coletando o perfil espectral (260–190 nm) 

completo do domínio N-NTD com a finalidade de determinar as porcentagens de estruturas 

secundárias, assim como foram feitas medidas de desnaturação térmica coletando na faixa espectral 

de 223–206 nm variando a temperatura de 20 a 80 °C com incrementos de 2 °C.  
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 O resultado da Figura 12 mostra que o espectro de CD-UV far da proteína N-NTD apresenta 

um perfil espectral de estruturas de α-hélice, visto que há dois mínimos de elipticidade molar 

negativa em 222 e 208 nm e um máximo positivo por volta de 193 nm (Figura 12). Portanto, esse 

perfil sugere que as estrutura secundárias da proteína são majoritariamente compostas de estruturas 

em -hélice. Para confirmar tal característica, uma deconvolução espectral dos dados de CD do N-

NTD a 25 °C foi realizada utilizando o software CONTINLL do pacote de programas CDpro (linha 

vermelha, Figura 11) (SREERAMA & WOODY, 2000). A partir dos resultados da deconvolução foi 

estimada uma porcentagem de 38% de α-hélice, 15% de estruturas-β, 18% de voltas-β e 29% de 

estruturas irregulares para o domínio N-terminal da proteína N do hRSV, o que é consistente com a 

estrutura de cristal publicada  na literatura que apresenta uma porcentagem de 58% de α-hélice e 9% 

de estruturas-β (código de PDB 4UC6, OUIZOUGUN-OUBARI, et al 2015). 

 

Figura 12: Espectro de CD-UV far do domínio N-NTD do  hRSV (3,0 µM, circulos pretos não preenchidos) a 25 °C 

(298 K) e em solução tampão de 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 6,5) contendo NaCl 150 mM, 1,0 mM DTT 

(dithiothreitol) e 0,5 mM EDTA. A linha vermelha representa o melhor resultado para a curva ajustada realizado pelo 

programa CONTINLL. A caixa a esquerda representa a porcentagem de cada tipo de estrutura secundária encontradas 

no N- NTD, sendo 38% de estruturas alfa hélice, 15% de estruturas beta, 18% de estruturas randoim coil e 29% de turns.   

 

                                                                    Fonte: Autoria própia. 

   

Os resultados da desnaturação térmica do domínio N-terminal da proteína N são mostrados 

na Figura 13. Os espectros de CD-UV da proteína na Figura 13A sugerem que o processo de 

desenovelamento térmico do N-NTD não é reversível, visto que, depois do domínio ser submetido a 

uma temperatura acima (triângulo vermelho, Figura13A) da sua temperatura de melting (~44 °C), 

ele não exibe o mesmo perfil espectral de CD como da sua forma nativa (círculo preto para 

enovelada e quadrado verde para desenovelada, Figura 13A). O perfil de desnaturação do N-NTD 

com o sinal de CD em função da temperatura é mostrado na Figura 12B. O ajuste teórico desses 
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dados experimentais de desenovelamento foi realizado aplicando as Equação 15 e 16. A partir do 

ajuste foi determinada uma temperatura de melting    de 317,3 ± 0,3 K (44,2 ± 0,3 °C) e variação 

de entalpia de van’t Hoff de 620 ± 52 kJ·mol
-1

. De acordo com a determinação da temperatura de 

melting do N-NTD prosseguiu-se com os experimentos de interação a 25°C, visto que nesta 

temperatura, a proteína estava em seu estado nativo. 

 

Figura 13: (A) Espectros CD-UV far caracteristicos da proteína N-NTD; a linha preta indica a proteína a 25 °C; a linha 
vermelha mostra o N-NTD depois do processo de desenovelamento a 80 °C e a linha verde caracteriza a proténa a 25 °C 

no processo de refolding. (B) Desenovelamento térmico (θ mdeg) em 222 nm do N-NDT obtida com uma taxa de 

varredura de 1,0 K / min. A linha vermelha sólida representa a melhor curva ajustada usando as Equações 15 e 16, a 

linha preta na vertical indica a temperatura de melting (Tm) e a entalpia correspondente do processo de desenovelamento 

(    
  .  

 

                                                    Fonte: Autoria própria. 

 

4.3. Desnaturação térmica por calorimetria de varredura diferencia (DSC) 

A desnaturação térmica do N-NTD do hRSV também foi investigada pela técnica de DSC. 

Quando comparada com a técnica de CD, as medidas de DSC podem ser considerada mais precisa 

para estudar o desenovelamento térmico de uma proteína, uma vez que mede-se diretamente a 

energia térmica necessária para a realização do processo. Os resultados de DSC para a proteína 

recombinante são mostrados na Figura 14. Na Figura 14A é apresentado o termograma não tratado 

para o processo de desnaturação térmica do domínio, no qual pode se observar a perda da linha de 

base após a desnaturação. Os elevados valores negativos da capacidade calorífica no termograma 

pós-desnaturação indicam a ocorrência de um processo de agregação durante o desenovelamento 

térmico da proteína (ALLAN COOPER, 2001). Os valores da temperatura de melting de 316,31 ± 

0,05 K (43,16 ± 0,05 °C) e da variação de entalpia calorimétrica de desnaturação (     
 ) de 213,9 ± 

0,6 kJ·mol
-1

 foram determinados a partir da análise do termograma da proteína após a correção da 
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sua linha de base, na qual excluiu-se a região referente a agregação (Figura 14B). A variação de 

entalpia de van’t Hoff (    
 ) de 495 ± 5 kJ·mol

-1
 para a desnaturação térmica do N-NTD foi 

calculada com base nos dados de DSC assim como realizado para as medidas de CD, considerando 

um modelo de dois estado (nativo ↔ desenovelado). A comparação entre as variações de entalpia 

revela que      
      

 , o que sugere que há a formação de agregados ao longo do processo de 

desnaturação térmica do domínio N-NTD do hRSV. 

 

Figura 14: Calorimetria de varredura diferencial da proteína N-NTD. (A) a linha sólida vermelha exibe o termograma 

com os dados não tratados, mostrando o processo de agregação na fase pós-desnaturação  e (B) os dados tratados da 

desnaturação térmica do N- NDT (1,0 µM) obtida pela varredura de 293 a 353 K, de 1 K/min, com a correção da linha 

de base. (C) Analise de dados da calorimetria de varredura diferencial (DSC) da proteína N-NTD. Plot de van’t Hoff. Os 

círculos mostram os dados experimentais e a linha vermelha é a melhor reta ajustada. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

4.4. Caracterização da interação N-NTD/flavonoides por STD- RMN. 

Após a realização da caracterização biofísica do N-terminal da proteína N do hRSV 

utilizando as técnica de CD e DSC, procedeu-se com estudos de screening experimental por SDT-

RMN para a identificação dos flavonoides que apresentam significativa interação com o domínio N-

NTD. A Figura 15 apresenta o efeito de STD da investigação de ligação entre N-NTD e os 

flavonoides: apigenina, baicalina, crisina, hesperidina, morina, nairigina, quercetina e rutina. Como 
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é possível notar pela Figura 15, os flavonoides mencionados não apresentaram uma interação 

significativa com a proteína recombinante, visto que, quando não há uma ligação entre as pequenas 

moléculas analisadas e o macromolécula, o espectro de STD observado é uma linha plana sem a 

presença de picos, somente ruído experimental.  

  Dentre os nove flavonoides testados para as análises de interação com o domínio N-terminal 

da nucleoproteína, o único que apresentou interação foi a hesperetina (Hsp). O efeito de STD da 

interação N-NTD/Hsp pode ser observado no espectro em vermelho da Figura 16A, na qual nota-se 

a presença de ressonâncias em 5,9 e 7,0 ppm referentes aos prótons 
1
H dos anéis aromáticos A 

(hidrogênios: 6 e 8) e B (hidrogênios: 2’,5’ e 6’) do flavonoide, respectivamente, e também a 

ressonância em 3,8 ppm correspondente ao grupo metil (hidrogênio 4’CH3) ligado ao anel B do 

polifenol. O assinalamento das ressonâncias da hesperetina pode ser visualizado no espectro de 1H 

em azul na Figura 16A (www.chemicalbook.com, código de acesso: 520-33-2), com a 

correspondente estrutura química mostrada na Figura 16B. A ressonância em 1,1 ppm referente ao 

tripleto do etanol também aparece no espectro de STD da interação N-NTD/Hsp. A existência desse 

solvente orgânico na solução de amostra pode ter origem no processo de purificação da proteína 

recombinante, visto que as resinas de cromatografia são armazenadas em solução de 20% de etanol. 

O efeito de STD observado no espectro de diferença para o tripleto do etanol em 1,1 ppm, deve-se 

provavelmente ao fato da proximidade espectral desse sinal (<1000 Hz) com relação a região de 

irradiação para a saturação de magnetização da proteína, a qual ocorreu em aproximadamente –0,5 

ppm. Portanto, o sinal observado para o tripleto do etanol no espectro de diferença não retrata uma 

interação real entre esse composto e a proteína, mas sim, trata-se de um artefato devido às limitações 

experimentais da técnica de STD-RMN, para qual se recomenda uma extensão distante segura entre 

a região de saturação da proteína e os sinais de ressonância do ligante maior do que 1000 Hz.     
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Figura 15: Screening por STD- RMN das interações dos flavonoides (100 µM) com o N-NTD (10 µM). Os STDs 

representando as tentativas de interação para cada flavonoide estão representados de uma cor e sequencia (de cima para 

baixo): naigirina, rosa claro; baicalina, verde claro; apigenina, vermelho; morina, amarelo; crisina, fúcsia; rutina, verde 

escuro; quercetina, vermelho; hesperidina, azul. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 16: (A) Espectro de referência da interação da hesperetina (100 μM) com o N-NTD (10 μM), representado pela 

linha azul, na qual está também representado por asteriscos o sinal proveniente do solvente DMSO e as estrelas apontam 

os sinais do etanol presente na amostra analisada. A linha vermelha apresenta o STD-RMN da interação e os picos 

representados nas regiões 7 e 6,5 ppm são dos hidrogênios do flavonoide que receberam maior magnetização 

proveniente da proteína.(B) Mapa de epitopos de interação da hesperetina com N-NTD. 

 

Fonte: Autoria própria. 

  

O mapa dos epítopos de ligação da hesperetina apresentado na Figura 16B revela quais 

hidrogênios do flavonoide encontram-se mais interiorizados (“enterrados”) no sítio de ligação do 

domínio N-NTD. Após a obtenção do espectro de diferença (STD) é realizada uma normalização 

com relação as intensidades de ressonância do espectro de referência, o que proporciona os valores 

de       . Em seguida, admite-se o maior valor de        como o epítopo de referência, ou 

seja, 100% de transferência de magnetização da proteína para o ligante. Como pode ser observado 

pela Figura 16B, os prótons 
1
H do anel A da hesperetina receberam maior transferência de saturação 
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e, portanto, constituem a região do flavonoide com maior efeito de STD para a ligação no sítio de 

interação da proteína. Esse resultado sugere que o anel aromático A conjugado com o anel 

heterocíclico C podem estar direcionados para o interior do sítio de ligação no N-terminal da 

proteína N do hRSV. 

Para caracterizar uma constante de dissociação (  ) para o complexo N-NTD/hesperetina 

foram realizados experimentos de titulação do flavonoide (50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 μM) 

em uma solução de proteína (10 μM) via STD-RMN, com diferentes tempos de saturação (      

2,0, 3,0 e 4,0 s). A Figura 17A mostra as curvas de        em função dos tempos de saturação 

(    ) para o epítopo de referência (100% de transferência de magnetização, prótons 
1
H 6 e 8 em 5,9 

ppm), as quais foram ajustadas teoricamente por um ajuste não linear utilizando a Equação 10. A 

partir desse ajuste não linear foram calculados os valores de         via a multiplicação das 

constantes ajustadas           e     . Os valores de        para o      = 2 s não foram 

apresentados devido a efeitos de agregação do flavonoide nas altas  concentrações de 300, 400, 500 

e 600 μM e também em 50 μM devido ao limite de detecção da técnica de STD-NMR. Nas altas 

concentrações de flavonoide, o feito de agregação foi somente observado após a realização dos 

experimentos com tempos de saturação de 3 e 4 s, os quais tiveram duração de aproximadamente 

100 e 120 minutos, respectivamente. Nas demais concentrações, nenhum efeito de agregação da 

hesperetina foi observado ao longo do tempo. De posse dos valores de         independentes de 

    , a isoterma de ligação para a interação N-NTD/Hsp foi construída e é apresentada na Figura 

17B. Essa isoterma de ligação foi ajustada utilizando a Equação 18 e o valor de    determinado para 

o complexo N-NTD/hesperetina foi de 667 ± 115 μM. 
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Figura 17: (A) Curvas de STD-AF em função do tempo de saturação em diferentes concentrações de hesperetina de 50, 

100, 200, 300, 400, 500 e 600 µM correspondentes as cores: preta, vermelho, verde, azul, ciano, fúcsia e amarelo, 

respectivamente, para o complexo N-NTD/Hsp. (B) Isoterma de STD-AF0 em relação a concentração de hesperetina. Os 

círculos vazios representam os dados experimentais e a linha sólida preta corresponde ao ajuste teórico (Equação 18) 

para determinar a constante de dissociação do complexo N-NTD/Hsp, na temperatura de 25 °C. 

 

                                                   Fonte: Autoria própria. 

 

No sentido de determinar a localização do sítio de interação da hesperetina no N-terminal da 

nucleoproteína do hRSV, realizou-se um experimento de competição por STD-RMN entre o 

flavonoide e o dipeptídeo C-terminal (Asp-Phe) da fosfoproteína viral (Figura 18A). Ouizougun- 

Oubari et al. (2015) e Shapiro et al. (2014) mostraram que o dipeptídeo Asp-Phe liga-se ao bolso 

hidrofóbico no N-NTD, o que era um resultado esperado uma vez que Tran et al. (2007) identificou 

que os nove últimos resíduos C-terminal da proteína P são necessários para a interação 

nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV. Dessa forma, o dipeptídeo Asp-Phe configura-se como um 

marcador para o bolso hidrofóbico no domínio N-NTD.  

Inicialmente, verificou-se a interação do peptídeo Asp-Phe com o domínio via STD-NMR. A 

partir do espectro de diferença em azul na Figura 18A, pode-se observar que na interação do 

dipeptídeo com a proteína N-NTD os hidrogênios da cadeia lateral da fenilalanina (prótons 
1
H 1, 2, 

3, 4 e 5, multipletos 7,21 e 7,28 ppm, assinalamento realizado a partir do banco de dados 

www.hmdb.ca utilizando os códigos de acesso HMDB0000159, HMDB0000191  e 

HMDB0001894) encontram-se mais interiorizados no sítio de ligação, indicando que esses 

receberam significativa transferência de magnetização da macromolécula. Esse resultado está de 

acordo com os dados de estrutura cristalográfica reportado na literatura (código de PDB: 4UC9, 

OUIZOUGUN-OUBARI et al., 2015) (Figura 18B). Em seguida, o experimento de STD-RMN da 

interação N-NTD/Asp-Phe foi realizado na presença da hesperetina e, como pode ser visto no 

espectro de diferença em vermelho da Figura 18A, há uma significativa redução na transferência de 
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magnetização da proteína para o dipeptídeo. Tal efeito de redução é mais evidente na região 

espectral dos hidrogênios da cadeia lateral da fenilalanina (7,21 e 7,28 ppm). A Figura 18C mostra a 

redução percentual de todos os eptítopos de ligação do dipeptídeo no N-NTD promovida pela 

competição com o flavonoide. Portanto, os resultados de competição por STD-RMN sugerem que a 

hesperetina provavelmente liga-se ao bolso hidrofóbico no N-terminal da proteína N, ou seja, no 

sítio de interação nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV. 

 

Figura 18: (A) A linha verde representa o espectro de referência do dipeptídeo Asp-Phe em tampão fosfato. A linha 

vermelha caracteriza o espectro de STD da competição entre o dipeptídeo (Asp-Phe) e a hesperetina (HSP) pelo bolso 

hidrofóbico no domínio N-NTD; os asterisco em preto indicam os sinais de ressonância referentes a molécula de 

hesperetina. O espectro de STD do complexo N-NTD/Asp-Phe é representado pela linha azul. (B) Estrutura de cristal do 

complexo do N-NTD/Asp-Phe (código PDB 4UC9), sendo a proteína representada pelo modelo cartoon e o dipeptídeo 

(Asp-Phe) presente no bolso hidrofóbico do N-terminal da nucleoproteína do hRSV, representado pelo modelo ball and 

stick.  (C) O mapa de epítopos mostra a redução de transferência de magnetização dos hidrogênios do dipeptídeo no 

experimento de competição com a hesperetina. 

                                                                                       

Fonte: Autoria própria. 

 

4.5. Caracterização da interação N-NTD/Hsp por anisotropia de fluorescência. 

Assim como os experimentos de competição por STD-RMN, a medidas de anisotropia de 

fluorescência foram realizadas para comprovar a ligação do flavonoide hesperetina ao bolso 

hidrofóbico no N-NTD. Para isso, utilizou-se um peptídeo composto dos últimos onze resíduos do 

C-terminal da fosfoproteína viral contendo uma sonda fluorescente em seu N-terminal (6-FAM- 

DSDNDLSLEDF). Como reportado por Shapiro et al. (2014) e Ouizougun-Oubari et al. (2015), esse 

peptídeo liga-se ao sítio de ligação nucleoproteína/fosfoproteina do hRSV e, portanto, caracteriza-se 

como um competidor para a hesperetina pelo bolso hidrofóbico no N-NTD. 
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Primeiramente, determinou-se a constante de dissociação (  
   

) para a interação entre o 

peptídeo e o domínio N-NTD. Na Figura 19A, pode-se observar que a titulação de proteína 

(concentrações de 0 a 10 μM) em uma solução de peptídeo (Ppep11, concentração constante de 50 

ηM) promove um aumento da anisotropia do Ppep11, indicando uma diminuição da mobilidade 

rotacional do peptídeo devido a sua interação com a macromolécula. O ajuste teórico da curva 

experimental de anisotropia de fluorescência utilizando a Equação 12 revelou uma   
   

 de 2,12 ± 

0,01 μM para o complexo N-NTD/Ppep11. Após definida a constante de dissociação do complexo, 

realizou-se experimentos de titulação de Ppep11 (concentração de 0 a 0,83 μM) em uma solução de 

proteína com concentração de N-NTD (1,0 μM) próxima ao valor de   
   

. Essa titulação reversa 

(contrária a primeira) foi realizada na ausência e presença da hesperetina (pontos pretos e vermelhos 

na Figura 19B, respectivamente), com o objetivo de verificar uma competição entre o flavonoide e o 

peptídeo pelo bolso hidrofóbico no N-NTD. A Figura 19B mostra que na presença da hesperetina há 

uma recuperação mais rápida, com menos passos de titulações, da anisotropia de fluorescência do 

Ppep11 livre, a qual seria por volta de 0,03 (como mencionado em Materiais e Métodos). 

Considerando que o estoque da hesperetina foi dissolvido em etanol absoluto, realizou-se um 

experimento controle no qual titulou- se etanol no complexo N-NTD (1,0 μM)/Ppep (50 ηM) (linha 

tracejada verde e inserto na Figura 19B) com objetivo de definir possível a influência do solvente 

orgânico na interação do complexo. A quantidade de etanol titulado no experimento tendo a 

presença da hesperetina foi de 0,33 μL (10 μM, pontos vermelhos na Figura 19B). A partir da 

análise da titulação controle, observa-se que 1,0 μL de etanol apresenta uma redução de anisotropia 

do complexo N-NTD/Ppep11 menor do que 1,3% e, consequentemente, para o volume de 0,33 μL 

(10 μM) do flavonoide a diminuição é ainda menor. Portanto, a redução de anisotropia observada 

nas titulações com o peptídeo na ausência e presença da hesperetina (linha tracejada verde na Figura 

19B) representa uma competição real entre o Ppep11 e o flavonoide pelo bolso hidrofóbico no N-

NTD. Dessa forma, assim como para os experimentos de competição via STD-RMN, os resultados 

de anisotropia também sugerem que o flavonoide hesperetina liga-se ao sítio de interação 

nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV. 
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Figura 19: Medidas de anisotropia de fluorescência. (A) Curva da interação do peptídeo Ppep ao N-NTD. Pontos de 

dados e barras de erro representam as médias e os desvios padrão, respectivamente, de 1 duplicata. A linha vermelha 

sólida representa o melhor ajuste encontrado e os círculos pretos preenchidos são os dados experimentais junto com o 

erro (traço preto vertical nos círculos). (B) Curva das titulações do Ppep no N-NTD representadas pelos quadrados 

pretos; as titulações do Ppep no complexo N-NTD/hesperetina são representadas pelos círculos vermelhos. As linhas 

sólidas vermelha e preta representam os melhores ajustes encontrados, respectivamente, e as barras são os desvios 

padrão. O inserto representa o experimento controle da titulação de etanol no complexo N-NTD/Ppep. 

 

                                                           Fonte: Autoria própria. 

 

4.6. Caracterização estrutural e de estabilidade térmica do complexo N-NTD/hesperetina 

por CD 

Com intuito de caracterizar as estruturas secundárias e a estabilidade térmica do N-NTD em 

complexo com Hsp foram realizados experimentos de CD-UV far coletando o perfil espectral 

completo (260–190 nm) da proteína a 25 °C e também uma desnaturação térmica de 20 a 80 °C. 

Analisando os espectros do N-NTD coletados na ausência e presença da hesperetina na Figura 20A, 

pode-se considerar que não há diferença nos perfis espectrais, coletados da proteína livre e 

complexada com o flavonoide, indicando que o composto polifenólico não proporciona alteração 

nas estruturas secundárias do domínio N-NTD. Os pontos verdes na Figura 20A mostram que a 

hesperetina não apresenta qualquer contribuição espectral de dicroísmo circular na faixa de 

comprimentos de onda investigada. O mesmo acontece com a estabilidade térmica da proteína 

complexada, a hesperetina também não promove nenhuma mudança significativa no processo de 

desnaturação da proteína, mantendo valores de temperatura de melting (317,3 ± 0,2 K ou 44,2 ± 0,2 

°C) e variação de energia de van’t Hoff (641 ± 207 kJ·mol
-1

) muito similares aqueles da proteína 

livre (   = 317,3 ± 0,3 K ou 44,2 ± 0,3 °C e     
  = 620 ± 52 kJ·mol

-1
). 
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Figura 20: (A) Espectros CD- UV far. O espectro do N-NTD a 25 °C está representado pela linha com circulos pretos; 

o espectro do complexo N-NTD/Hsp a 25 °C está identificado pela linha com circulos vermelha; a linha em verde 

representa o espectro da hesperetina em tampão fosfato. As linhas sólidas (vermehla, preta e verde) representam a 

melhor curva teórica ajustada usando Equação 14, e correspondente a variação de entalpia do processo de 

desenovelamento (∆   
 ) do complexo (B) Desnaturação térmica do complexo N-NTD/Hsp (θ mdeg) em 222 nm obtida 

com uma taxa de varrimento de 1,0 K / min, representada pelos círculos pretos. A linha vermelha representa o melhor 
ajuste teórico. 

 

Fonte: Autoria própria. 

4.7 Docking Molecular 

Os experimentos de STD-RMN e anisotropia de fluorescência indicaram que a hesperetina 

liga-se ao sítio de interação nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV, uma vez que esse flavonoide 

compete com o dipeptídeo Asp-Phe e com Ppep11 pelo bolso hidrofóbico de ligação no domínio N-

terminal da proteína N. Esse resultados experimentais direcionaram os cálculos de docking da 

hesperetina no bolso hidrofóbico do N-NTD. Os cálculos da estrutura molecular do flavonoide 

foram realizados pelo método semi-empírico PM6 não apresentaram nenhuma frequência 

imaginária, indicando que a estrutura otimizada é estável. 

A Figura 21 mostra os resultados da abordagem computacional para a confórmero do 

flavonoide com o melhor score de energia de ligação. É possível observar na Figura 21A que a 

molécula de hesperetina interage no sítio hidrofóbico de interação nucleoproteína/fosfoproteína do 

hRSV. Em detalhe, a Figura 21B apresenta uma sobreposição das estruturas moleculares da 

hesperetina e do dipeptídeo Asp-Phe (Pep2, obtido do cristal proteico) no bolso hidrofóbico do N-

NTD (código de acesso no PDB: 4UC9, OUIZOUGUN-OUBARI et al, 2015), na qual pode se 

observar que o anel A do flavonoide  adota uma orientação semelhante àquela da cadeia lateral da 

fenilalanina do dipeptídeo, posicionando esse anel benzeno no interior do sítio de ligação. Esses 

resultados corroboram com as achados experimentais determinados por STD-RMN e anisotropia de 

fluorescência. 
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Figura 21: (A) Representação da superfície da ligação do domínio N terminal da nucleoproteína com a hesperetina 

(ciano) e o dipeptídeo Asp-Phe (verde) representados em modelos de sticks e balls. (B) Figura confeccionada no 

programa Pymol com os dados de docking do sítio hidrofóbico do N-NTD (representado em cartoon) com a hesperetina 

(stick ciano) e o dipeptídeo (stick verde) mostrando o mesmo local de interação e orientação do flavonoide e do 

dipeptídeo. (C) Dados do docking ilustrando o microambiente de ligação da hesperetina no bolso hidrofóbico do N-NTD 

mostrando os cinco contatos polares formados entre o flavonoide e os resíduos Glu128, Ser131 e Arg132; resíduos de 

aminoácidos representados por modelo stick e balls. (D) Mapa das interações não covalentes envolvidas na ligação da 

hesperetina ao bolso hidrofóbico do N-NTD, calculado pelo programa LigPlot. O complexo apresentou quatro pontes de 

hidrogênio estabelecidas entre a cadeia principal e lateral da Arg132 e grupos hidroxilas e carbonila da hesperetina, e 

uma entre as cadeias laterais da Ser131 e Glu128 e grupos hidroxilas no anel A do flavonoide. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os resíduos de aminoácidos da proteína N-NTD que participam de contatos polares com a 

hesperetina foram determinados pelo programa PyMOL (DELANO, 2002) e identificados na Figura 

21C. A análise do microambiente de ligação da hesperetina no bolso hidrofóbico do N-NTD revelou 

um total de cinco contatos polares formados entre o flavonoide e os resíduos Glu128, Ser131 e 

Arg132. A Figura 21D representa o mapa das interações não covalentes envolvidas na ligação da 

hesperetina ao bolso hidrofóbico na proteína, o qual foi calculado pelo programa LigPlot 

(WALLACE et al., 1995). O complexo N-NTD/hesperetina apresentou quatro ligações de 

hidrogênio (2,73, 2,93, 3,14 e 3,29 Å) estabelecidas entre os grupos hidroxila e carbonila da 
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hesperetina e a cadeia principal e lateral da Arg132. Além de duas ligações entre dois grupos 

hidroxila do anel A do flavonoide, uma entre a cadeia lateral da Ser131 (2.89 Å) e outra com a 

cadeia lateral da Glu128 (2.37 Å). A análise das pontes de hidrogênio pelo LigPlot e contatos 

polares pelo PyMOL corroboraram na identificação dos mesmo resíduos de aminoácidos (Glu128, 

Ser131 e Arg132) e, consequentemente, apontam para a importância dessas interações não 

covalentes na estabilização molecular do modelo estrutural do complexo N-NTD/Hsp. Contatos 

hidrofóbicos também foram identificados pelo programa LigPlot, sendo esses formados entre os 

resíduos Met50, Tyr135 e His151 e a hesperetina. 

 

5. Discussão 

A infecção pelo vírus sincicial respiratório humano causa hospitalizações com quadros 

clínicos graves dos pacientes devido aos agravos da doença e pela falta de vacina ainda não 

desenvolvida. Diante dessa problemática, estudos vêm sendo desenvolvidos com intuito de 

desenvolver uma vacina contra o hRSV e/ou tratamentos terapêuticos que não provoquem tantos 

efeitos adversos quanto os  presente no mercado atualmente (OUIZOUGUN-OUBARI et al, 2015; 

GESKEY et al, 2007; CIANCI et al, 2005). 

O presente trabalho teve como objetivo encontrar moléculas que possam ser futuramente 

administradas contra o hRSV como medidas profiláticas ou terapêuticas. Entre essas moléculas os 

flavonoides se destacam por sua fácil extração da natureza, por fazerem parte da dieta dos seres 

humanos e a pela acessibilidade nas mudanças estruturais dessas moléculas para uma melhor 

absorção pelo organismo e o aumento da biodisponibilidade. 

As análises dos espectros de CD-UV far do N-terminal da proteína N do hRSV revelaram 

uma contribuição majoritária das estruturas secundárias em -hélices (~40%), o que corrobora com 

a estrutura tridimensional determinada por cristalografia de raios-X descrita por Ouizougun-Oubari 

e coautores (2015). Esse resultado comprova que o domínio N-NTD de fato apresenta um 

enovelamento coerente com o de uma proteína estruturada, composição encontrada na 

nucleoproteína completa.  

Uma comparação entre os resultados da desnaturação térmica realizada pela técnica de CD e 

DSC revela um significativo acordo entre os valores de temperatura de melting (CD: 44,2 ± 0,3 °C e 

DSC: 43,16 ± 0,05 °C) determinados por ambas técnicas, além disso há uma corroboração quanto ao 

aspecto de irreversibilidade do processo de desenovelamento. Entretanto, os valores de variação de 

entalpia de van’t Hoff (CD: 620 ± 52 kJ·mol
-1

 e DSC: 495 ± 5 kJ·mol
-1

) apresentam uma 
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divergência de ao menos 125 ± 52 kJ·mol
-1

 de discrepância, o que pode ser devido às diferenças 

existentes entre as técnicas, como por exemplo os sinal observado e/ou o controle de variação de 

temperatura. No DSC, o sinal observável é a medida direta da energia térmica do processo de 

desnaturação envolvida na “quebra” das interações não covalentes do estado nativo da proteína; 

enquanto que, no CD, o sinal observável reporta de maneira indireta um aspecto energético das 

variações de estrutura secundária sofridas pela macromolécula ao longo do processo de 

desenovelamento térmico. Portanto, no presente caso, o valor de     
  determinado pela técnica de 

DSC para a desnaturação térmica do N-NTD do hRSV é mais confiável do que aquele obtido por 

dicroísmo circular. Vale notar que a temperatura de melting determinada pelas técnicas de CD e 

DSC é maior do que a temperatura biológica considerada febril para os seres humanos, acima de 

37,5 °C (LAGANÁ et al., 1992), fato esse que garante a estabilidade térmica do arranjo 

conformacional desse domínio da proteína viral em um sistema complexo como o meio intracelular. 

Neste estudo, um conjunto de flavonoides (apigenina, baicalina, crisina, hesperidina, 

hesperetina, morina, naringina, quercetina e rutina) foram testados para verificar sua interação com 

o domínio N-terminal da nucleoproteína do hRSV por meio da técnica de STD-RMN, dentre esses, a 

hesperetina foi o único polifenol que apresentou ligação. O conjunto dos experimentos por STD-

RMN para a realização do screening experimental com os flavonoides revelou que a interação da 

hesperetina com N-NTD é específica, uma vez que flavanóis (quercetina, rutina e morina) e flavonas 

(apigenina, crisina e baicalina), os quais apresentam uma dupla ligação entre os carbonos C2 e C3 

(elípse vermelha, quercetina e apigenina como exemplos na Figura 22A e 22B, respectivamente), 

não apresentaram ligação ao domínio; até mesmo a flavanona hesperidina (círculo azul, Figura 

22C), que é uma versão glicosilada da hesperetina, não apresentou interação com a proteína N-NTD 

provavelmente devido a presença do grupo glicosídico no anel A. Portanto, os resultados sugerem 

que a ausência da dupla ligação C2–C3 na hesperetina e a não ocorrência de glicosilação em seu 

anel A proporciona uma configuração não planar dos anéis conjugados (A e C) e o B (Figura 22D) 

que é específica para a ligação no N-NTD do hRSV. 
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Figura 22: (A) A figura representa a estrutura química do flavonoide quercetina, da classe dos flavonóis. O círculo em 

vermelho evidência a dupla ligação do anel heterocíclico, presente em todos os flavonoides do grupo dos flavonóis. (B) 

Estrutura química do flavonoide apigenina da família das flavonas; o círculo em vermelho mostra a dupla ligação do 

anel C, também existente nessa classe de flavonoides. (C) Esquema da estrutura química da hesperidina, o qual o círculo 

em azul mostra os dois açúcares rutinose do anel aromático A. (D) Estrutura química do composto polifenólico 

hesperetina. A seta preta do esquema identifica a falta da dupla ligação no anel C, motivo pelo qual torna a estrutura do 

flavonoide não planar. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os experimentos de competição por STD-RMN e anisotropia de fluorescência utilizando os 

competidores Asp-Phe e Ppep11 apontaram que a hesperetina liga-se ao bolso hidrofóbico no N-

terminal da proteína N, ou seja, no sítio de interação nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV. Esse 

resultado de competição combinado com os dados dos epítopos de ligação da hesperetina por STD-

RMN (Figura 16B) e de docking molecular do complexo N-NTD/Hsp calculado pelo AutoDock 

Vina sugerem que o anel A do flavonoide ocupa semelhante posição tal como da cadeia lateral da 

fenilalanina (último resíduo) do C-terminal da proteína P no bolso hidrofóbido do domínio N-NTD 

(Figura 17B), visto que Ouizougun-Oubari et al. (2015) reportou que o anel benzênico desse resíduo 

é fundamental para a interação entre a proteína N e P. A junção desse conjunto de resultados 

corrobora com os achados publicados por Kaul e coaoutores (1985), os quais identificaram a 

hesperetina como um candidato antiviral contra hRSV exibindo uma atividade antireplicativa de 

88% em culturas de células. Vale ressaltar que nos estudos de Kaul não foi observada uma atividade 

anti infectiva (virucida) do flavonoide contra o vírus, o que reforça que a provável ligação da Hsp ao 
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bolso hidrofóbico no N-NTD proporciona uma ação específica e seletiva de inibição do processo 

replicativo do hRSV.  

 

6. Conclusão e Perspectivas 

 A principal conclusão do presente trabalho é a evidência da ligação específica e seletiva da 

hesperetina no bolso hidrofóbico do N-terminal da proteína N, ou seja, no sítio de interação 

nucleoproteína/fosfoproteína do hRSV, o que corrobora com os resultados publicados por Kaul e 

colaboradores que identificaram esse composto polifenólico como um potencial antiviral devido a 

sua ação inibitória contra o processo replicativo do hRSV. Ouizougun-Oubari e coautores (2015) 

reportaram que compostos sintético com o scaffold 1-benzil-1H-pirazol-3,5-dicarboxilato (BPdC) 

ligam-se ao sítio hidrofóbico no N-NTD e apresentam uma atividade antireplicativa contra o vírus 

sincicial respiratório; entretanto, o flavonoide hesperetina identificado no presente estudo fornece 

uma base natural polifenólica de fácil obtenção, como exemplo pode ser extraído da laranja, que 

poderia passar por modificações químicas com o objetivo de diminuir a constante de dissociação da 

sua interação com o domínio N-NTD, proporcionar um aumento do seu efeito antireplicativo contra 

hRSV e possivelmente garantir uma redução da sua citotoxidade celular. Dessa forma, uma das 

perspectivas do presente trabalho é propor a adição de grupo(s) químico(s) na estrutura da 

hesperetina com a finalidade de alcançar os resultados acima citados, assim como também testar 

outros grupos flavonoides. Portanto, o objetivo final dos resultados somados as perspectivas é 

encontrar um candidato antiviral com expressivo potencial de ação contra o ciclo replicativo do 

vírus sincicial respiratório humano. 
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