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Resumo

O Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) é um dos principais causadores de doencas
respiratérias agudas como bronquiolite e pneumonia em criangas e idosos. Atualmente, as patologias
causadas pelo hRSV néo sdo bem entendidas e os resultados de desenvolvimento de vacinas ndo sao
satisfatorios. Dentre as proteinas codificadas por esse virus, a nucleoproteina N é importante na
protecdo do RNA viral formando o nucleocapsideo (NC) e por sua atuacdo como molde para a
replicacdo e transcricdo pelo complexo da polimerase viral. O reconhecimento eficiente e especifico
do NC pela polimerase é mediado pela fosfoproteina P. 1sso deve-se a interacdo de residuos do C-
terminal da proteina P em um bolso hidrofobico no dominio N-terminal da proteina N (N-NTD). O
presente estudo consiste em uma caracterizacéo biofisica da proteina recombinante N-NTD e uma
investigacdo da ligacdo de flavonoides ao bolso hidrofébico no N-NTD utilizando abordagens
experimentais e computacionais. Os espectros de dicroismo circular (CD) mostraram que 0 N-NTD
é composto majoritariamente de estruturas em a-hélice e seu processo de desenovelamento térmico
¢ caracterizado por uma temperatura de melting (7,,) de 44,2 =+ 0,3 °C e variacdo de entalpia de
van’t Hoff de desnaturacdo (AHZ,) de 620 % 52 kJ-mol™. Os resultados de calorimetria de varredura
diferencial para a temperatura de desenovelamento estdo de acordo com os dados de CD, indicando
uma T,,, de 43,16 + 0,05 °C. A variacdo de entalpia calorimétrica (AHZ,;) de 213,9 + 0,6 kJ-mol™
calculada para a desnaturacdo térmica do N-NTD indica que o processo nao é reversivel e ha a
formagdo de agregados, uma vez que AH2,; < AHY,. Os experimentos de diferenca de transferéncia
de saturacdo por ressonancia magnética nuclear (STD-RMN) indicaram uma ligacdo especifica e
seletiva da hesperetina ao N-NTD visto que outros flavonoides testados ndo apresentaram interacao
com o dominio. O mapeamento dos epitopos de ligacdo da hesperetina sugere que seu anel benzeno
conjugado com o anel heterociclico encontra-se mais interiorizado no sitio de ligacdo do dominio N-
NTD. Os experimentos de deslocamento via STD-RMN do dipeptideo C-terminal (Asp-Phe) da
proteina P pela hesperetina sugerem que esse flavonoide liga-se ao bolso hidrofobico da proteina N.
Os experimentos de competicdo por anisotropia de fluorescéncia corroboram com os dados de
deslocamento via STD-RMN e também indicam que a hesperetina compete pelo bolso hidrofébico
no N-NTD. Os dados de simulagdo computacional sugerem um modo de ligacdo compativel com as
analises experimentais, mostrando que a hesperetina interage no bolso hidrofébico do N-NTD, com
uma orientacdo semelhante a ligacdo do dipeptideo. Em conclusdo, os resultados sugerem que a

hesperetina liga-se ao bolso hidrofobico no sitio de interacdo nucleoproteina/fosfoproteina do hRSV,



caracterizando esse composto polifendlico como um potencial candidato a acéo antiviral que inibiria
0 processo de replicagdo viral, o que poderia proporcionar o desenvolvimento de uma nova

estratégia de combate ao virus.

Palavras chaves: nucleoproteina, hRSV; hesperetina; interacdo proteina-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 a-helix structures and its
thermal unfolding process is characterized by a melting temperature (7,,) at 44.2 + 0.3 °C and
unfolding van’t Hoff enthalpy change (AHD,) of 620 + 52 kJ-mol™. 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 AHL,, of 495 + 5 kJ-mol™ presented a discrepance with respect
to that determined by circular dichroism. A calorimetry enthalpy change (AHZ,;) of 213.9 + 0.6
kJ-mol™ 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 AHZ,, < AH2,. 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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hesperetina (HSP) pelo bolso hidrofébico no dominio N-NTD; os asterisco em preto indicam os sinais de
ressonancia 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 (c6digo PDB
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sdo os dados experimentais junto com o erro (trago preto vertical nos circulos). (B) Curva das titulagdes
do Ppep no N-NTD representadas pelos quadrados pretos; as titulagdes do Ppep no complexo N-
NTD/hesperetina sdo representadas pelos circulos vermelhos. As linhas sélidas vermelha e preta
representam os melhores ajustes encontrados, respectivamente, e as barras sdo os desvios padrdo. O
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Figura 20- (A) Espectros CD- UV far. O espectro do N-NTD a 25 °C esta representado pela
linha com circulos pretos; o espectro do complexo N-NTD/Hsp a 25 °C, esta identificado pela
linha com circulos vermelha; a linha em verde representa o espectro da hesperetina em tampao
fosfato. As linhas solidas (vermehla, preta e verde) representam a melhor curva tedrica ajustada
usando Equacdo 15 e 16, e correspondente a variagdo de entalpia do processo de
desenovelamento (AHZ,) do complexo (B)Desnaturacdo térmica do complexo N-NTD/Hsp (¢
mdeg) em 222 nm obtida com uma taxa de varrimento de 1,0 K / min, representada pelos
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Figura 21: (A) Representagdo da superficie da ligacdo do dominio N terminal da nucleoproteina
com a hesperetina (ciano) e o dipeptideo Asp-Phe (verde) representados em modelos de sticks e
balls. (B) Figura confeccionada no programa Pymol com os dados de docking do sitio
hidrofébico do N-NTD (representado em cartoon) com a hesperetina (stick ciano) e o dipeptideo
(stick verde) mostrando o mesmo local de interacdo e orientacdo do flavonoide e do dipeptideo.
(C) Dados do docking ilustrando o microambiente de ligacdo da hesperetina no bolso
hidrofébico do N-NTD mostrando os cinco contatos polares formados entre o flavonoide e os
residuos Glul128, Serl131 e Argl32; residuos de amino&cidos representados por modelo stick e
balls. (D) Mapa das interacdes ndo covalentes envolvidas na ligagdo da hesperetina ao bolso
hidrofébico do N-NTD, calculado pelo programa LigPlot. O complexo apresentou quatro pontes
de hidrogénio 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 0 FlAVONOIUE. ..ot e e teeneesreenee e

Figura 22- (A) A figura representa a estrutura quimica do flavonoide quercetina, da classe dos flavondis.
O circulo em vermelho evidéncia a dupla ligacdo do anel heterociclico, presente em todos os flavonoides
do grupo dos flavondis. (B) Estrutura quimica do flavonoide apigenina da familia das flavonas; o circulo
em vermelho mostra a dupla ligacdo do anel C, também existente nessa classe de flavonoides. (C)
Esquema da estrutura quimica da hesperidina, o qual o circulo em azul mostra os dois agucares rutinose
do anel aromético A. (D) Estrutura quimica do composto polifendlico hesperetina. A seta preta do
esquema identifica a falta da dupla ligacdo no anel C, motivo pelo qual torna a estrutura do flavonoide
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1. Introducéo
1.1. Virus Sincicial Respiratério humano e a nucleoproteina N

O Virus Sincicial Respiratorio humano (human Respiratory Syncytial Virus - hRSV) é o
principal agente causador de doencas agudas do trato respiratorio, como pneumonia e bronquiolite
em criangas com idade igual e abaixo de cinco anos, em todo o mundo. Esse virus também é
responsavel pelo aumento da taxa de mortalidade em idosos imunocomprometidos, submetidos a
transplantes de células hematopoiéticas e com doenca cardiorrespiratoria. O principal grupo de risco
relacionado com o hRSV é formado por criangas as quais apresentam imunodeficiéncia congénita,
displasia broncopulmonar, doenca cardiaca, hipertensdo, 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 infecgbes por hRSV podem causar desde hospitaliza¢cbes com quadros clinicos graves e
até a morte. Um levantamento epidemiologico global relatou que 33,1 milhdes de episodios de
infeccdes por hRSV ocorreram em 2015 no mundo todo, sendo 3,2 milhGes de hospitalizagdes e
59.600 mil mortes de criancas menores de cinco anos (SHI et al., 2017).

De acordo com dados coletados por equipes sentinelas da Secretaria de Vigilancia em Salde,
em 2018 130 de 218 casos registrados no Brasil de infec¢bes agudas respiratérias foram causadas
por hRSV. No ano passado (2019), de 534 casos registrados 187 foram provocados pelo virus
sincicial respiratorio humano, 178 por influenza e o restante por outros virus respiratorios, como
Parainfluenza e Adenovirus. As pesquisas demonstraram que o hRSV tomou uma proporcao
significativa em 2019, infectando mais que o virus influenza, o qual é responsavel por varias
pandemias no dltimo século (MITRA et al., 2019; SVS, 2019).

As reinfecgdes por hRSV sdo comuns ao longo da vida e até o presente momento nao ha
vacina contra o virus (MARINHEIRO et al., 2009). O Unico tratamento licenciado comumente
oferecido € o anticorpo monoclonal direcionado a proteina F, Palivizumabe, que é administrado as
criancas de alto risco durante a estacdo de maior incidéncia de infeccGes, reduzindo a ocorréncia da
forma mais severa da doenca. Entretanto, esse medicamento € de alto custo e tem apresentado
reacOes adversas expressivas (MORRIS et al., 2009; LIU et al., 2007; MARTINEZ et al., 2007).

O hRSV é um virus da ordem Monogavirales, familia Pneumoviridade, de RNA de sentido
negativo, fita simples ndo segmentado organizado em um envelope lipidico apresentando uma
simetria helicoidal e tamanho médio de 120 a 300 nm. Seu genoma é composto por 15.222

nucleotideos, distribuidos em 10 genes, os quais codificam 11 proteinas. Dessas 11 proteinas, duas
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(M2-1 e M2-2) sdo expressas pelo gene M2. A Figura 1A mostra um esquema da organizagao
gendmica do virus (COLLINS; CROWE JR, 2007; YE, et al., 2019).

No envelope viral encontram-se trés glicoproteinas de superficie que se projetam a partir da
bicamada lipidica: a proteina de adeséo (G), a proteina de fusdo (F) e a pequena proteina hidrofobica
(SH). A proteina G é responsavel pelo reconhecimento da célula hospedeira, enquanto que a
proteina F realiza a fusdo do virus transmitindo seu material genético para dentro da célula
hospedeira e também promove a agregacdo de células multinucleadas produzindo os sincicios
(COLLINS; CROWE JR, 2007). A proteina SH é um importante fator de viruléncia visto que essa
altera a permeabilidade da membrana celular (PEREZ et al., 1997). Na face interna do envelope
viral encontra-se a proteina de matriz (M) que tem o papel-chave na montagem e liberacdo do virus,
associando o complexo ribonucleoproteico (RNP) com as glicoproteinas do envelope viral
(GHILDYAL et al.,, 2002 e 2005). O complexo ribonucleoproteico (RNP) é formado pelo
nucleocapsideo (NC), o RNA viral fortemente ligado a nucleoproteina N e a RNA polimerase
dependente de RNA (RNA dependent RNA polymerase — RARp) que € composta da proteina L com
seu cofator, a fosfoproteina P (COLLINS; KARRON, 2013). As proteinas do gene M2 encontram-se
envolvidas na construcdo da forma ativa do complexo RNP, sendo que a M2-1 atua na transcricao
como um fator de processamento e antiparada, e M2-2 age como um “interruptor” molecular entre a
transcricdo e replicacdo viral (ASENJO; VILLANUEVA, 2016; LAMB; PARKS, 2006;
BERMINGHAM; COLLINS, 1999). Ha tambem duas proteinas ndo estruturais 1 e 2 (NS1 e NS2)
que atua na resposta imunologica do hospedeiro suprimindo a indugdo de interferons alfa, beta e
lambda (SPANN et al., 2004; MUNNIR et al., 2008). A Figura 1B mostra um esquema para o

arranjo das proteinas do hRSV.
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Figura 1: (A) Organizacdo gendmica do hRSV, demonstrando a sequéncia dos genes responsaveis pela codificagéo das
proteinas virais. (B) Modelo representativo do hRSV.

A —— T ———————

— NS1 NS2 N P M SH G F  M2-1/2 L —
e —
Proteina de Fuséo (F)
B
Glicoproteina (G) é Nucleoproteina (N)
\
Pequena Proteina
Hidrofébica (SH) _&\ <

RNA Fita Simple (-)

Fosfoproteina (P)

RNA Polimerase (L)

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

O genoma do hRSV ¢ revestido pela nucleoproteina viral (N) para forma o nucleocapsideo
(NC), o qual serve como molde para a sintese de RNA pela RNA polimerase dependente de RNA. O
NC é uma helice flexivel com um namero variavel de proteinas N por volta da hélice (Figura 2A e
2B) (TAWAR et al., 2009). Tawar et al., (2009) descreveram a estrutura de cristalizacdo por raios-X
de um complexo like-NC do hRSV como um anel decamérico de proteinas N em complexo com
RNA de origem celular (Figura 2C e 2D). A estrutura mostrou que a proteina N tem uma regiao
central, a qual é dividida em dois dominios N e C-terminal nomeados N-NTD (residuos 28-254) e
N-CTD (residuos 254-360), com 0 RNA ligado em um “sulco” entre esses dominios. Em particular,
uma a-hélice “brago”N inserido no nicleo hidrofobico da proteina N 5° vizinha fornece uma

importante interacdo estabilizadora.



17

Figura 2. (A) Tomografia do nucleocapsideo (NC) do hRSV. Uma secdo central através de um tomograma de uma
estrutura de ribonucleoproteina do tipo NC do hRSV revela a presenca de anéis e hélices curtas. (B) Reconstrucdo
tridimensional de 26 A de resolucéo calculada a partir de imagens criogénicas. A hélice contém 9,8 unidades de proteina
N por volta e tem um passo de 69 A. Uma subunidade proteica é destacada, colorida por dominios, enquanto as outras
estdo em cinza, em representacdo de superficie. Um complexo anelar de ribonucleoproteina decamérica. Uma
subunidade N é colorida de acordo com os dominios: amarelo e vermelho indicam N-NTD e N-CTD, respectivamente, e
0s bracos N e C sdo azuis. O RNA é mostrado em ciano. (C) Visdo abaixo do eixo do anel. A polaridade do RNA é
indicada dentro do anel. (D) Vista lateral.

Fonte: TAWAR et al. (2009).

As proteinas P, N e L sdo os componentes moleculares minimos para a replicacdo e
transcricdo in vitro de virus de RNA. O reconhecimento eficiente e especifico do molde NC pela
RpRd ¢é critico para a sintese de RNA viral. Esse reconhecimento é mediado pela fosfoproteina P,
uma proteina multifuncional capaz de interagir com maultiplas macromoléculas parceiras. Estudos
mostram que a proteina P do hRSV forma homoligdmeros que adotam um estado tetramérico
(ASENJO; VILLANUEVA, 2000) e ligam-se a proteina L (KHATTAR et al., 2001), N (GARCIA
et al., 1993) e M2-1 (MASON et al., 2003). Durante a replicacdo e transcricdo, a fosfoproteina
posiciona a proteina L no molde NC e ajuda na translocacdo do complexo da polimerase ao longo do

nucleocapsideo helicoidal. Acredita-se que a proteina P desempenha um papel de chaperona,
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mantendo a nucleoproteina N recém-sintetizada em uma forma solivel monomérica (No) e
direcionando-a para o encapsulamento especialmente com os RNAs gendmicos e anti-gendmicos do
virus (KOLAKOFSKY et al., 2004).

A fosfoproteina P € uma proteina modular que consiste de um dominio de tetramerizagao
flanqueado por duas regides longas preditas como intrinsecamente desordenadas, nomeadas de
dominios N e C-terminal (P-NTD e P-CTD, respectivamente) (CASTAGNE et al., 2004;
LLORENTE et al., 2006). Tran et al. (2007) mostraram que 0s nove residuos do C-terminal
(Asp233-Phe241) da proteina P sdo essenciais para sua ligagdo ao nucleocapsideo NC e,
consequentemente, para a sintese de RNA viral. Em particular, a mudanga do Ultimo residuo de
aminoacido Phe241 do C-terminal de P para alanina anula tanto a ligagdo com a proteina N como
também a sintese de RNA viral (GALLOUX et al., 2012). Galloux e colaboradores (2012)
identificaram, por uma abordagem racional usando dele¢des e mutacdes sitio dirigidas da proteina
N, que um bolso hidrofébico em seu dominio N-NTD corresponde a regido de ligagédo do P-CTD.
Nessa regido de ligacdo foram identificados residuos com cadeias laterais hidrofobicas e basicas
(Lys46, Met50, 11e53, Ser131, Argl32, Tyrl35, Argl50, Hisl51), tanto dentro do bolso como na
superficie exposta do N-NTD, os quais sdo criticos para a interacdo N/P e sintese de RNA (Figura
3). Pela técnica de cristalografia de raios-X, Ouizougun-Oubari e coautores (2015) revelaram as
interacdes entre o dipeptideo Asp240-Phe241 do C-terminal da fosfoproteina com o N-NTD (Figura
3C). E possivel observar a partir dessas estruturas determinadas que a Phe241 estd completamente
enterrada no bolso hidrofobico do N-NTD localizado entre as hélices al2 (residuos Ser131, Argl132
e Tyr135) e aN1 (residuos Met50 e 1le53) e o loop no qual encontra- se a hélice 350 nl (residuos
Arg150 e His151). Essa regido correlaciona perfeitamente com os residuos criticos para a atividade
da polimerase do hRSV determinada in vitro por Galloux e colaboradores em 2012. A Figura 3C
mostram que Phe241 esta envolvida em uma rede intrincada de interaces de hidrogénio, sugerindo
que esse residuo é fundamental para o reconhecimento do P-CTD pelo N-NTD. O grupo aromatico
da fenilalanina 241 da proteina P ajusta-se perfeitamente ao bolso hidrofébico e sua posicdo é a
mesma em ambos 0s complexos do N-NTD com Phe241 e Asp240-Phe241 determinados por
Ouizougun-Oubari et al. (2015). Um dos lados do anel aromatico da Phe241 faz uma interacdo de
empilhamento m-m com o grupo imidazolico da His151 da proteina N. O outro lado do anel

benzénico da Phe241 empilha contra a parte alifatica da cadeia lateral de R132.
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Figura 3. (A) Localizacdo na superficie do monémero da proteina N os residuos identificados como sendo criticos para
a sintese de RNA e envolvidos na interagdo com a proteina P. Os residuos sdo coloridos de acordo com suas
propriedades bioguimicas (azul, residuos basicos; vermelho, residuos hidrofébicos; residuos magenta, neutros). (B)
Vista lateral do nucleocapsideo helicoidal modelado a partir do anel usando um espacamento de 70 A de acordo com os
dados relatados anteriormente por Tawar et al. (2009). Dominios estruturais sdo coloridos; isto ¢, 0 N-CTD e o N-NTD
estdo em vermelho e amarelo, respectivamente, e o braco C e o bragco N estdo em azul claro. Residuos criticos para a
interagdo com o P-CTD sfo mostrados em roxo, e 0 RNA é mostrado em preto. A barra indica 100 A. Detalhes do bolso
de ligagdo do P-CTD (dipetideo Asp-Phe) (C) e o scaffold BPdC (D) no N-NTD. O N-NTD esta representado em
cartoon, com estruturas secundarias nomeadas. Residuos envolvidos na ligacdo por meio de interacOes eletrostaticas
(linhas tracejadas) ou forcas de van der Waals sdo mostradas na representacao do bastéo e coloridas pelo tipo de atomo.
O peptideo e o scaffold BPdC é representado como sticks. O inserto em (D) mostra o alinhamento do peptideo com o
scaffold BPdC.

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

As interacdes entre proteinas podem ser dificeis de perturbar com moléculas de baixa massa
molecular, se essas ocorrerem ao longo de uma extensa superficie de contato entre essas
macromoléculas. Pontos especificos de interagdo proteina-proteina apresentando regides confinadas
e bem definidas com aspectos topoldgicos profundos como bolsos hidrofébicos oferecem um maior
potencial para a descoberta de moléculas bloqueadoras desse tipo de interacdo. A informacao

descrita sobre a interagdo do C-terminal da proteina P do hRSV com a proteina N (ou o
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nucleocapsideo) sugere que essa interagdo 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 aquela do P-CTD e
competiu eficientemente com o P-CTD para ligagédo in vitro pelo deslocamento da Phe241 do bolso
hidrofobico (Figura 3D). Uma molécula derivada a partir do scaffold BPdC com a mais alta
afinidade para N-NTD foi capaz de inibir especificamente a replicacdo do hRSV em ensaios de
cultura celular (OUIZOUGUN-OUBARI et al., 2015).

Diante dos resultados experimentais apresentados, pode-se destacar que o bolso hidrofébico
do N-NTD no qual ocorre a ligacdo da Phe241 do P-CTD € um promissor alvo para o
desenvolvimento de antivirais com objetivo de inibir a replicagdo do hRSV. Nesse contexto, 0s
flavonoides apresentam-se como potenciais candidatos para a interacdo no hotspot hidrofobico do
N-NTD, pois estudos realizados por Kaul e colaboradores (1985) mostraram que os flavonoides
quercetina e hesperetina sédo capazes de inibir aproximadamente 90% da replicacdo do hRSV em
ensaios de cultura celular. Entretanto, nenhum mecanismo molecular foi proposto para os efeitos
biologicos observados (KAUL et al., 1985).

Os flavonoides sdo uma ampla colecdo de moléculas hidrofobicas que contém um esqueleto
de carbono C6-C3-C6 (fenil-benzopirano) (Figura 4). As varias classes desses polifendis diferem
quanto ao nivel de oxidacdo e/ou saturacao presente no anel heterociclico C. Dentre as varias classes
podem ser citadas as flavanas, flavanonas, flavonas, flavonois e flavandis (flavan-3-ol, flavan-4-ol e
flavan-3,4-diol). Os compostos individuais dentro de uma classe diferenciam-se pelo padrdo de
substituicdo dos anéis A e B, tais como: substituintes hidroxilas (OH) e metilacbes (OMe),
glicosilacBes e acilacbes (GROTEWOLD, 2006). Esses compostos polifendlicos sdo metabolitos
secundarios que ocorrem naturalmente nas plantas e fungos, e sdo parte integrante da dieta humana e
sua facil absorc¢édo pelo corpo humano promove uma significativa visibilidade no ramo farmacéutico,
a qual confere a essas moléculas uma caracteristica atrativa no desenho de novas estratégias
terapéuticas (WALLE, 2004).

Estudos mostraram que uma variedade de extratos fendlicos revelaram-se capazes de inibir
espécies fungicas e bacterianas, incluindo Candida albicans, Candida tropicalis, Staphylococcus
aureus e Salmonella typhimurium, assim como apresentaram acdo inibitoria 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 fluorescéncia e Ressonancia Magnética Nuclear) que permitiu
investigar importantes aspectos biofisico-quimicos da interagcdo entre flavonoides e o bolso
hidrofobico do N-NTD que podera contribuir para o desenvolvimento de uma nova estrategia de
tratamento contra a infec¢do causada pelo hRSV. Esses estudos de interacdo entre flavonoides e o
dominio N-terminal da nucleoproteina do hRSV poderdo proporcionar avangos consideraveis no

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

1.2.  Abordagens experimentais e computacional.
1.2.1. Dicroismo circular (CD)

Os ensaios de dicroismo circular foram utilizados para analisar as estruturas secundarias da
proteina N-NTD no momento em ndo estava ligada e quando complexada a hesperetina, a fim de
verificar as caracteristicas das estruturas secundarias da proteina, assim como observar se 0
flavonoide induzia alguma modificacdo estrutural no N-NTD quando o complexo era formado.

A técnica de dicroismo circular mensura a diferenca de absorcdo de luz circularmente
polarizada entre duas componentes com igual magnitude, uma com rotacdo a 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 sdo
conhecidos como espectropolarimetros e reportam a diferenca de absorcdo de luz polarizada a
esquerda ¢ a direita (AA= AL - Ag); entretanto, essa diferenca é reportada em termos de elipticidade
(6 medida em graus). O espectro de CD ¢ coletado em fungdo de comprimentos de onda (KELLY et
al., 2005).

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

a absorgdo diferencial das duas componentes circulares converte a luz plana polarizada em luz
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elipticamente polarizada, o vetor elétrico traca uma elipse ao invés de oscilar em um plano ou
formar um circulo. Quando os vetores elétricos dos dois componentes circulares estdo na mesma
direcdo, a soma de suas magnitudes origina o eixo maior da elipse, e quando eles estdo em direcoes
opostas, a diferenca de suas magnitudes origina o eixo menor da elipse. O sinal de CD ¢
caracterizado pela razdo dos eixos menor e maior da elipse, que ¢ a tangente de um angulo 0,

chamado de elipticidade expresso pela relagéo:
)

O sinal de CD, assim como em outras espectroscopias, origina-se da interacdo da radiacao
eletromagnética com a molécula em estudo. As diferentes bandas espectrais de absorcdo das
moléculas sdo atributos intrinsecos das caracteristicas estruturais das mesmas. Por exemplo, em
proteinas os croméforos de interesse sdo as ligacGes peptidicas, as quais absorvem luz com
comprimentos de onda menores do que 240 nm (KELLY et al., 2005).

As proteinas apresentam espectros caracteristicos para cada tipo de estrutura secundaria que
as compdem; como por exemplo, as proteinas a-helicoidais tém bandas com elipticidade negativa
em 222 e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm. As proteinas com majoritaria estrutura 3 (fitas
e/ou folhas-p) exibem bandas de elipticidade negativa em 215 nm e banda positiva em 195 nm. As
estruturas proteicas desordenadas ou irregulares (random coil) tém elipticidade positiva por volta de
210 nm e uma banda negativa perto de 195 nm (Figura 1) (GREENFIELD, 2007).

Figura 5. Espectros de referéncia de estruturas secundarias de proteinas. As linhas vermelha, azul e verde representam
espectros compostos majoritariamente de estruturas alfa hélice, estrutura beta e random coil, respectivamente.
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Fonte adaptada: GREENFIELD (2007).

Com base nos perfis espectrais de dados de CD de estruturas secundarias de proteinas
conhecidas, ha algoritmos que utilizam os espectros de CD-UV para fornecer uma estimativa das

estruturas secundarias de proteinas de interesse. Em geral, os procedimentos utilizam como base de
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dados, uma biblioteca de estruturas de proteinas determinadas por cristalografia de raios-X (KELLY
et al., 2005), as quais sdo comparadas com as amostras analisadas e, por fim, é feita uma estimativa
da porcentagem das estruturas secundarias (a-hélice, estrutura-p, voltas e irregulares) da proteina de
interesse. Para essas analises de deconvolucgéo espectral dos dados CD sdo 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. Desnaturacédo térmica de proteina por CD

A desnaturacdo de uma proteina exibe caracteristicas importantes para o entendimento dos
mecanismos de enovelamento e estabilidade (MATSUO et al, 2007). Quando uma proteina
desenovela ela perde suas estruturas altamente ordenadas e, consequentemente, ha uma mudanca no
seu sinal de dicroismo circular. As mudancas no sinal de CD de uma proteina em funcdo da
temperatura, em comprimentos de onda caracteristicos, podem ser utilizadas para determinar
parametros termodindmicos de sua desnaturagdo, tais como: variagdo de entalpia de van’t Hoff
(AHD,), variacdo de entropia de desenovelamento (ASP), variacdo da energia livre de Gibbs de
desnaturacdo (AGP) e a temperatura de melting (T,,). Em adicdo, a analise dos espectros de CD
obtida como funcéo de temperatura pode ser Gtil para determinar se uma proteina tem intermediarios
de desenovelamento/enovelamento ou se seu processo de desnaturacao é reversivel/irreversivel.

A fracdo de proteina desnaturada (fp) de um processo de desenovelamento pode ser

calculada de acordo com a seguinte equacao:
— ()

sendo que 8, 8y e 8, sdo sinais de dicroismo circular da proteina em cada temperatura investigada,
na primeira (proteina nativa) e na ultima (proteina desnaturada) temperatura, respectivamente.
Portanto, a fracdo de proteina nativa pode ser calculada por fy = 1 — f,. A temperatura na qual
f € denominada a temperatura de melting ou de desnaturacéo (7;,). Usando um modelo de
transicdo de dois estados (nativa <> desenovelada) para a desnaturagdo térmica de uma proteina e
calculando a constante de equilibrio desse processo entre estado nativo e desenovelado como
/f , avariagdo de entalpia de van’t Hoff para o processo de desnaturacdo (AH2,) pode ser

determinada pela seguinte relacéo:

— — 3)



24

e a variacdo 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 absorcdo ou liberacdo de energia térmica por uma amostra durante o aumento ou diminuicao
controlada de temperatura. Na prética, a técnica de DSC pode ser usada para determinar a
temperatura térmica de transicdo (ou também conhecida como temperatura de melting) de amostras
em solucgdo, em estado sélido ou em suspensées. (COOPER, 2001).

Em particular, a técnica de DSC pode ser utilizada para estudar a termodinamica de
desenovelamento ou reenovelamento de proteinas, assim como a estabilidade de suas estruturas. Em
um experimento de DSC € possivel quantificar a energia térmica necessaria para aumentar a
temperatura de uma solucdo e, dessa forma, fornecer informacdes sobre alteraces estruturais que
ocorreram durante o processo de desenovelamento induzido termicamente de uma proteina de
interesse (JACOBS et al., 2019).

Atualmente, a microcalorimetria tornou-se parte integrante do roteiro padrdo de técnicas
disponiveis para estudos biofisico-quimicos de biomoléculas em solucdo, gerando, por exemplo,
informacGes importantes sobre a estabilidade estrutural de proteinas durante os processos de
desenovelamento térmico (COOPER, 2001). Em um experimento de DSC, uma solucéo de proteina
¢ aquecida a uma taxa constante na célula calorimétrica ao lado de uma outra célula de referéncia
idéntica contendo tampdo. Diferencas na absorcdo de energia térmica entre as células de amostra e
de referéncia as quais sdo necessdrias para manter a temperatura iguais em ambas células,
correspondem a diferencas na capacidade calorifica aparente (Cp) que fornecem informaces diretas
sobre o0s processos energéticos induzidos termicamente na amostra. Importantes parametros
termodindmicos para um processo de desenovelamento térmico de uma proteina podem ser
extraidos de um experimento de DSC, tais como: a variagdo de entalpia calorimétrica (AHZ,)), a
variacio de entalpia de van’t Hoff (AH2,) que pressupde um modelo de dois estados (nativo <>
desnaturado, como visto no item 1.2.1.1), a variacdo da capacidade calorifica a pressdo constante
entre o estado nativo e desenovelado (AC,), a temperatura de melting (7;,,) e, por fim, a variacdo de
entropia de desnaturacdo (ASP) associada com o ponto de desnaturacdo térmica (JACOBS et al.,
2019).

Para uma proteina globular, o termograma de DSC apresenta trés regides principais: a linha

de base pré-desnaturagdo, o pico (transi¢do) de desenovelamento endotérmico e a linha de base pés-
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desnaturacdo (Figura 6). Quando a proteina comeca a se desenovelar, 0 C, aumenta a medida que
mais energia térmica (calor) é absorvida na desnaturacdo da proteina, atingindo um pico em uma
correspondente temperatura de ponto médio do processo que também € conhecida como temperatura
de melting (T;,,), antes de reduzir até a linha de base em altas temperaturas. Essa linha de base pos-
desnaturacdo, representando a capacidade calorifica relativa da proteina desenovelada, a qual

geralmente é encontrada com valores maiores do que a linha de base pré-desnaturacdo (COOPER,
2001).

Figura 6. (A) Esquema de dados brutos de um termograma de proteina. (B) Espectro de DSC de proteina mostrando o
processo endotérmico na fase pré- desnaturacao, a transicdo (pico) e na fase pds- desnaturacdo, o processo tornando- se
exotérmico, mostrando um declinio no termograma decorrente da agregacdo da amostra.
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Fonte adaptada: COOPER (2001).

A temperatura de melting (T;,,) € definida como a temperatura na qual 50% das moléculas de
proteina estdo desenoveladas ou, em um equilibrio dindmico ideal de dois estados, seria a
temperatura na qual qualquer molécula de proteina permanece 50% do seu tempo em um estado
nativo e outros 50% em um estado desenovelado.

A variacdo de entalpia calorimétrica (AH2,) é determinada a partir da integral do
termograma que, apds correcdo da linha de base, representa a absorcdo total de energia térmica pela
proteina em estudo. Essa absorcdo de energia térmica depende da quantidade de amostra presente no
volume da célula do equipamento de DSC. A AH2, é uma medida livre de modelo da entalpia

cal

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

A variacdo de entalpia de van’t Hoff (AH2,) é uma estimativa independente da entalpia da

desnaturacdo, baseada em um modelo de dois estados (nativo «> desnaturado) assumido para o
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processo. Em termos préticos, calcula-se uma area parcial no pico do termograma da proteina em
qualquer temperatura e, em seguida, divide-se esse valor pela area total do termograma, resultando
em uma medida da fracdo de proteina desenovelada. O sinal calorimétrico é utilizado da mesma
maneira que qualquer outro método indireto para o célculo da AHZ,, como por exemplo a técnica de
CD mencionada anteriormente (COOPER, 2001). Assumindo um modelo simples de dois estados,
como na sec¢do 1.2.1.1, pode-se relacionar a variagdo de temperatura da fracdo desenovelada com a
variacao de entalpia usando a equacgéo de van’t Hoff (Equacgéo 3). Essa abordagem baseia-se apenas
nas proporcdes de areas sob o termograma e ndo requer qualquer informacao sobre concentracao da
amostra (COOPER, 2001).

Nas analises de DSC, valores iguais de AHL, e AHZ,; confirmam a ocorréncia predominante
de um modelo de dois estados, sendo que valores diferentes sugerem a formagdo de agregados
(AHP, < AHD,) e existéncia de estados intermediarios (AHZ,, > AHL,) no processo de
desnaturacdo térmica de uma proteina. Na pratica, a maioria das proteina apresentam a formacéo de
agregados ap6s um processo de desnaturagdo térmica (AHZ, < AHD,). Essa agregagdo é
normalmente exotérmica e irreversivel, causando distor¢des da linha de base pds-desnaturacdo no
termograma da proteina (Figura 6). O processo de agregacao é um fendmeno cinético dependente da
concentracdo de proteina na célula do DSC e também da taxa de varredura de aquecimento do
equipamento (COOPER, 2001).

1.2.3 Diferenca de transferéncia de saturacdo por RMN

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta bastante utilizada para estudar
moléculas em solucdo. Ela pode ser utilizada para investigar a interacdo de proteinas com outras
moléculas de interesse biologico, tais como: proteinas, ligantes e acidos nucleicos. A RMN tem se
tornado uma técnica essencial para estudos que caracterizam eventos de reconhecimento molecular,
como por exemplo, as interacGes de pequenos ligantes com proteinas.

Dentre algumas metodologias da RMN destaca- se 0s experimentos de diferenca de
transferéncia de saturacdo (Saturation Transfer Difference — STD), nos qual é possivel investigar a
interacdo proteina/ligante observando apenas os sinais da pequena molécula. O experimento de
STD-RMN é baseado no efeito nuclear de Overhauser e na observacéo dos sinais de ressonancia do
ligante. Pode ser usado como técnica de screening experimental, buscando identificar pequenas

moléculas que se ligam a uma proteina de interesse ou como uma ferramenta Util para identificar
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porcdes (protons) do ligante importantes para a interacdo no sitio da macromolécula (VIEGAS et
al., 2011).

O experimento de STD-RMN utiliza-se do principio de equilibrio quimico do processo de
interacdo entre proteina e pequeno molécula, no qual ha uma constante troca entre o estado ligado e
livre do ligante. Basicamente, um experimento de STD-RMN envolve subtrair um espectro no que a
proteina foi seletivamente saturada (espectro de on-ressonance, o qual é obtido pela irradiagdo em
uma regido espectral que contém apenas ressonancias da proteina, normalmente entre 0 e 1,0 ppm)
denominada intensidade de saturacdo (I;,.) de um espectro sem saturacdo da macromolécula
(espectro de off- ressonance), com sinal de intensidade I,. No espectro de diferenca (/

), somente os sinais (dos protons) do ligante que receberam transferéncia de saturacdo da
proteina (via difuséo spin, atraves do efeito nuclear Overhauser) permanecem (Figura 7) (VIEGAS
et al., 2011).

Figura 7. Exemplo esquematico de um experimento de diferenca de transferéncia de saturacdo por ressonancia

magnética nuclear (STD-RMN). A troca entre o ligante livre e ligado permite a transferéncia de magnetizacdo
intermolecular da proteina para a molécula pequena.
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Fonte adaptada: VIEGAS et al (2011).

Além da observacao direta da interacdo do ligante com a proteina alvo, o espectro de STD-
RMN confere uma imagem dos epitopos de interacdo, ou seja, dos prétons (*H) que direcionam a
interacdo proteina/ligante. No mapa de epitopos do ligante sdo identificados os hidrogénios que
estabelecem contatos com a proteina em distancias menores do que 5,0 A, e aqueles que estiverem
mais perto da proteina tém sinais mais intensos devido a uma maior eficiéncia da transferéncia de

saturagdo (VIEGAS et al., 2011). O efeito STD (Is;p/1,) consiste da razdo entre as intensidades de
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ressonancia no espectro de referéncia e suas correspondentes ressonancias no espectro de STD.

Esse efeito pode ser melhor analisado utilizando o conceito de fator de amplificagéo (S AF), 0

qual é obtido multiplicando de um dado hidrogénio por pela razdo entre uma certa

concentracéo total de ligante e de proteina ], como apresentado matematicamente a seguir:
— = — — 4

1.2.4 Anisotropia de fluorescéncia

A luminescéncia é a emissdo de luz proveniente de uma substancia que origina- se do
decaimento de estados eletronicamente excitados. Ela é formalmente dividida em duas categorias
denominadas fluorescéncia e fosforescéncia, as quais dependem da natureza do o estado excitado. A
fluorescéncia é a emissao 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 fosforescéncia é a emissdo de luz via estado tripleto excitado, no qual o elétron no
orbital excitado tem a mesma orientagdo como do elétron no estado fundamental (LAKOWICZ,
1999).

Dentre as diferentes aplicacdes da técnica de fluorescéncia, a anisotropia de fluorescéncia
merece destaque, pois fornece informacdes relevantes como, por exemplo: tumbling molecular
(movimento rotacional) e viscosidade dos ambientes moleculares. As medicdes de anisotropia
também podem ser empregadas para investigar interacdes moleculares entre proteinas e de proteina
com ligantes/peptideos e para estudar a fluidez de membranas (LAKOWICZ, 1999).

Os experimentos de anisotropia de fluorescéncia baseiam-se no principio de excitacao
fotosseletiva de fluoréforos por luz polarizada. Os fluoroforos absorvem preferencialmente fétons
cujos vetores elétricos sdo alinhados paralelamente ao momento de transicdo do fluoréforo. O
momento de transicdo tem uma orientacdo definida com relacdo ao eixo molecular. Em uma solucao
isotropica, os fluoréforos sdo orientados aleatoriamente. Sob excitagdo com luz polarizada, um foton
excita seletivamente as moléculas de fluoroforos cujo dipolo de transicdo de absorcdo € paralelo ao
vetor elétrico da excitacdo. Essa excitacdo seletiva resulta em uma populacdo parcialmente orientada
de fluor6foros e em uma emissdo de fluorescéncia parcialmente polarizada. A emissdo também

ocorre com a luz polarizada ao longo de um eixo fixo no fluoréforo (Figura 8) (LAKOWICZ, 1999).
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Figura 8. Efeitos da excitagdo polarizada e difusdo rotacional em emissdo de anisotropia. As setas verdes representam
os fluoréforos fotoselecionado por uma luz polarizada. As setas vermelhas representam os fluoréforos em orientagdo
aleatéria de uma solugdo isotropica, por exemplo. O circulo com setas vermelhas, no canto direito inferior da figura,

evidéncia as orientacGes paralela ( e perpendicular que a luz polarizada pode assumir.
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Fonte adaptada: Lascowics (1999).

Nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia a amostra é excitada com luz polarizada
verticalmente. O vetor elétrico da luz de excitacdo € orientado paralelamente a vertical. A
intensidade de emissdo € medida através de um polarizador. Quando o polarizador de emissédo é
orientado em paralelo para a dire¢do da excitacdo polarizada a intensidade observada é chamada 1.
Da mesma forma, quando o polarizador é perpendicular a excitacdo, a intensidade é chamada I+.

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

()

Os espectrofluorimetros mais utilizados sdo em formato-L com o monocromador de emissdo
postado perpendicularmente em relagdo ao monocromador de excitacdo. Esses fluorimetros em
formato-L apresentam um Gnico canal de emissdo. Assumindo que a amostra é excitada com luz
polarizada verticalmente e sendo a emissdo observada através de um monocromador, esse
normalmente apresenta uma eficiéncia de transmissao diferente para a luz polarizada verticalmente e
horizontalmente. A rotacdo (de horizontal para vertical e vice-versa) do polarizador de emissao
proporciona como consequéncia medidas de intensidades incorretas que necessitam de correcao.
Essa correcédo é realizada pela incorporacdo de uma constante denominada de fator instrumental G
na Equacdo 5. O fator instrumental G pode ser determinado experimentalmente para cada
equipamento e, dessa forma, a anisotropia de fluorescéncia é melhor determinada pela seguinte
relacdo (LAKOWICZ, 1999):
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(6)

1.2.5 Docking molecular

O planejamento e a descoberta de novos farmacos dentro da area de desenho de farmacos
envolve a compreensdo 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 farmacos. Atualmente,
o desenvolvimento racional de novos medicamentos tornaram os métodos computacionais uma parte
importante e indispensavel de pesquisas associadas a quimica medicinal e tedrica computacional.
Um dos principais métodos utilizados na pesquisa de desenvolvimento racional de novos farmacos é
0 docking molecular, e vem atraindo o interesse de universidade, industrias farmacéuticas e
empresas de biotecnologia em todo o mundo (MORGON et al., 2007).

O fundamento do docking molecular receptor-ligante consiste na predicdo do modo de
ligacdo de uma pequena molécula ligante (inibidor) na regido de ligacdo (sitio ativo) de um alvo
molecular, e na quantificacdo da afinidade entre o receptor e o ligante. Alvos moleculares podem ser
proteinas, enzimas, acidos nucleicos, correlacionados a uma patologia para qual pretende-se
desenvolver um tratamento. O reconhecimento molecular trata-se de processo dinamico de grande
complexidade que envolve muitas interacdes intermoleculares entre o receptor, o ligante e o
solvente. No decorrer do processo de docking molecular tanto o receptor como o ligante sofrem
diversas modificacGes conformacionais, implicando em centenas de milhares de graus de liberdade
(MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007).

O reconhecimento receptor-ligante depende de caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
das moléculas que estdo interagindo, sendo que as caracteristicas estruturais definem os arranjos
espaciais moleculares, posic@es espaciais moleculares, rotacdo de ligacGes covalentes das moléculas
envolvidas e as caracteristicas fisico-quimicas especificam o grau de afinidade e especificidade entre
as moléculas interagentes, dados por interacfes intermoleculares como interacdes hidrofdbicas,
ligacGes de hidrogénio e ligacbes covalentes (MORGON et al., 2007).

Diversos programas de modelagem molecular estdo disponiveis para a pesquisa cientifica,
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 cientifica para as pesquisas de reconhecimento molecular e
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também proporciona resultados confidveis e de boa concordancia com os dados experimentais
(TROTT; OLSON, 2010).

O AutoDock Vina (referido por diante como Vina) é uma nova geracdo 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 0

3

AutoDock, o Vina alcangou uma “velocidade computacional” aproximadamente duas ordens de
grandeza maior do que o AutoDock, quando relacionado a interacdo de uma Unica molécula e
também melhorou significativamente a acuracia das predi¢des de modo de ligacdo. Vale mencionar
que a realizagdo de docking molecular realizada pelo Vina tornou o procedimento mais simples e
automatizado, uma vez que esse programa requer minima preparagdo das estruturas moleculares da
proteina e do ligante, e os célculos de mapas grade (grid maps) e de clusterizacdo/analise dos
modelos de ligacdo gerados sdo executados automaticamente sem expor o0 usuario para intermediar
detalhes. Portanto, pode-se dizer que o AutoDock Vina € uma versdo simplificada e otimizada do
AutoDock; entretanto, deve-se ressaltar que as funcdes de pontuacdo ou scoring desses programas
sdo diferentes. Geralmente, os programas de docking molecular como o AutoDock fazem uso de
uma funcdo scoring que pode ser entendida como uma tentativa de aproximar 0s potenciais
quimicos padrdo do sistema, aplicando termos fisicos como por exemplo as interaces de van der
Waals e as energias Coulomb ponderados empiricamente. Por outro lado, a funcéo scoring do Vina
¢ empregada como um método de “aprendizagem de maquina” (machine learning) do que
diretamente baseada na natureza fisica do problema (TROTT; OLSON, 2010).

A forma funcional geral da parte dependente de conformacao da funcdo scoring do Vina €
arquitetada para trabalhar com:

(7)
sendo que a soma é sobre todos os pares de atomos que podem se mover em relacdo uns aos outros,
normalmente excluindo interacBes 1-4, ou seja, atomos separados por 3 ligacGes covalentes
consecutivas. Cada atomo i € atribuido um tipo t;, e um conjunto simétrico de func@es de interacao

da distancia interatdmica r;;. Esse valor ¢ pode ser visto como uma soma de contribuigoes

intermoleculares e intramoleculares, cipter + Cintra- O algoritmo de otimizacdo tenta encontrar o
minimo global de ¢ e outras conformacdes de reduzido scoring, as quais séo entdo classificadas.
A energia livre de ligacdo predita é calculada a partir da parte intermolecular da conformacéo

de menor scoring, descrita como 1:

) (8)
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sendo que g pode ser uma fungé@o suave possivelmente ndo linear e arbitrariamente crescente. No
resultado final, outras conformacgdes de reduzido scoring sdo também recebem formalmente valores
de s, mas para controle da classificagdo, usa-se o valor de c;,:, d0 mode de ligacdo com menor
scoring, s; = g(¢; — Cintra1)-

As funcgdes de interacéo ftitj sdo definidas em relagdo a distancia da superficie

(9)
sendo que € o raio de van der Waals do aomo tipo t. Na funcdo scoring do Vina, é uma

soma ponderada de interacOes estéricas (ponderacdo x fungdo: —0,0356 x gauss;,—0,00516 x gauss;
e 0,840 x repulsdo), idéntica para todos os pares de atomos, interacdo hidrofébica entre atomos
hidrofobicos (ponderagdo: —0,0351), e, quando aplicavel, ligacdo de hidrogénio (ponderacao:
—0,587). Os termos estéricos sdo dados por:
(10)
(11)

(12)

O termo hidrofébico é igual a 1, quando d < 0,5 A&; 0, quando d > 1,5 A, e é linearmente

interpolado entre esses valores. O termo de ligacdo do hidrogénio € igual a 1, quando A;

0,quando 0, e é linearmente interpolado no entre esses valores. Nesta implementacéo, todas as
funcbes de interacao sdo restringidas emr;; = 8 A. A Figura 9 mostra a funcdo scoring
resultante para diferentes combinac@es dos termos estéricos, hidrofébico e de interacdo de pontes de
hidrogénio.
A funcéo independente de conformacéo g foi escolhida como sendo:
— (13)

sendo que N, € 0 numero de ligacdes rotativas ativas entre atomos pesados no ligante e w € o fator
de ponderacdo associado (0,0585) (TROTT; OLSON, 2010).
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bolso hidrofébico no N-NTD proporciona uma acéo especifica e seletiva de inibi¢cdo do processo
replicativo do hRSV.

6. Concluséo e Perspectivas

A principal conclusdo do presente trabalho € a evidéncia da ligacdo especifica e seletiva da
hesperetina no bolso hidrofébico do N-terminal da proteina N, ou seja, no sitio de interacdo
nucleoproteina/fosfoproteina do hRSV, o que corrobora com os resultados publicados por Kaul e
colaboradores que identificaram esse composto polifendlico como um potencial antiviral devido a
sua acao inibitéria 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 sitio hidrofébico no N-NTD e apresentam uma atividade antireplicativa contra o virus
sincicial respiratorio; entretanto, o flavonoide hesperetina identificado no presente estudo fornece
uma base natural polifendlica de facil obtencdo, como exemplo pode ser extraido da laranja, que
poderia passar por modificacdes quimicas com o objetivo de diminuir a constante de dissociacdo da
sua interacdo com o dominio N-NTD, proporcionar um aumento do seu efeito antireplicativo contra
hRSV e possivelmente garantir uma reducdo da sua citotoxidade celular. Dessa forma, uma das
perspectivas do presente trabalho é propor a adicdo de grupo(s) quimico(s) na estrutura da
hesperetina com a finalidade de alcancar 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 acdo contra o ciclo replicativo do

virus sincicial respiratério humano.
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