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RESUMO

As infecgBes causadas pelo virus sincicial respiratorio humano (hRSV) podem
provocar sintomas leves e indistinguiveis de resfriados comuns em adultos e criancas
saudaveis, mas também € uma das principais causas de infec¢cbes agudas do trato
respiratorio inferior, como pneumonia e bronquiolite, em recém nascidos prematuros,
criancgas de até dois anos e idosos. A infeccao por hRSV nao garante protecdo contra
contaminacgdes subsequentes, e 0 desenvolvimento de terapias antivirais efetivas ou
vacina preventiva ainda ndo estdo disponiveis. Neste sentido, faz-se necessaria a
busca por alvos proteicos importantes para o combate da infecc¢ado viral e de potenciais
inibidores destas proteinas. A proteina Nao-Estrutural 1 (NS1) é de suma importancia
para o0 sucesso da replicacdo viral, capaz de reduzir a resposta imunoldgica, em
particular a resposta do interferon do tipo I, e prevenir a apoptose celular, sendo um
possivel alvo de tratamento contra a infeccdo por hRSV. Mediante a isto, o estudo
sobre a interagdo da NS1 com ligantes para o seu bloqueio pode possibilitar o
entendimento dos mecanismos de inibicdo, nos quais os flavonoides tém sido
descritos como sendo supressores eficazes. Além disso, essas moléculas sdo
potenciais farmacos pelo seu baixo custo de obtencéo e poucos efeitos adversos. O
objetivo deste estudo foi investigar a interacdo entre a proteina NS1 do hRSV com
alguns flavonoides utilizando espectroscopia de fluorescéncia e docking molecular. A
NS1 foi expressa, purificada e quantificada por espectroscopia de UV/VIS e dicroismo
circular. A flexibilidade estrutural foi verificada por dinAmica molecular. A analise da
interacdo proteina/ligante foi realizada por espectroscopia de fluorescéncia. A
interacdo da NS1 com os flavonoides estudados teve maior contribuicdo devido a
interacBes hidrofébicas. Os resultados sugerem que a interacdo depende das
estruturas dos flavonoides e da posicao de suas hidroxilas. Entretanto, a ordem de
grandeza de ligacdo foi moderada (10* M) para todas as moléculas estudadas, com
isso o flavonoide poderia interagir com a NS1 impedindo, momentaneamente, a
proteina de bloquear as vias do IFN-a, e logo desassociarem para que o flavonoide

possa ser complexado por outras proteinas NS1.

Palavras-chaves: hRSV, proteina NS1, flavonol, espectroscopia de fluorescéncia,

docking molecular, dicroismo circular, dinamica molecular.



ABSTRACT

Human respiratory syncytial virus (hRSV) infections can cause mild symptoms of
common colds in adults and children, but it is also a leading cause of acute lower
respiratory tract infections such as pneumonia and bronchiolitis in premature
newborns, children until two years old and elderly people. The hRSV infections does
not guarantee protection against subsequent contamination, and the development of
effective antiviral therapies or preventive vaccine is not available yet. Therefore, it is
necessary to search for important proteins targets to combat viral infection and
potential inhibitors of these proteins. Non-Structural 1 protein (NS1) is of utmost
importance for the viral replication success, capable of reducing the immune response,
in particular the interferon type | response, and preventing cell apoptosis, being a
possible target of treatment against hRSV infection. It is important to study the
interaction of NS1 with ligands for the blockade of this protein, and thus to use it as a
possible target for treatment against hRSV infection. The study on the interaction of
NS1 with ligands is important to understanding the mechanisms of inhibition, which
flavonoids have been described as affective suppressors. These molecules are
potential drugs because of their low cost of procurement and few adverse. The aim of
this study was to investigate the interaction between the hRSV NS1 protein and some
flavonoids using fluorescence spectroscopy and molecular docking. NS1 protein was
expressed, purified and quantified by UV/VIS spectroscopy and circular dichroism.
Structural flexibility was verified by molecular dynamics. Protein-ligands interaction
analysis was performed by fluorescence spectroscopy. The interaction of the protein
with the studied flavonoids had their greatest contribution due to hydrophobic
interactions. The results suggest the interaction depends on the flavonoid structures,
the position of their hydroxyls, and the affinity to NS1. However, the order of magnitude
of binding was moderate (10* M-1) for the molecules in this study, so the flavonoid could
interact with NS1 momentarily impossibility the protein from blocking IFN-a pathways,

and then disassociating to that the flavonoid can be complexed by other NS1.

Keywords: hRSV, NS1 protein, flavonol, fluorescence spectroscopy, molecular

docking, circular dichroism, molecular dynamics.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Virus Sincicial Respiratério

O virus sincicial respiratorio humano (hRSV) foi isolado pela primeira vez em
1956, por Morris, Blount e Savage, em estudo para investigar o agente etiologico
responsavel pela doenca respiratdria aguda em chimpanzes do Instituto de Pesquisa
Walter Reed Army, nos Estados Unidos da América, sendo descrito como “agente de
coriza de chimpanzé” (MORRIS et al., 1956; COLLINS & GRAHAM, 2008). Em 1957,
apos estudos em cultura de tecido, o virus foi renomeado para virus sincicial
respiratorio (RSV), devido ao seu padrdo exclusivo de formar sincicios celulares
multinucleados e, s6 em 1981, comecou a caracterizacdo detalhada do RSV com a
clonagem molecular e sequenciamento do seu genoma (COLLINS et al.,, 2013;
HOGAN et al., 2018).

A maioria das infec¢gdes por hRSV ocorrem em surtos sazonais no mundo todo
(GRIFFITHS et al., 2017) e é transmitido por contato direto e indireto com secre¢des
nasais ou orais contaminadas (HOGAN et al., 2018). Apresenta sintomas leves e
indistinguiveis de resfriados comuns em adultos e criancas saudaveis, mas também é
uma das principais causas de infeccbes virais agudas do trato respiratorio inferior
(LRTI), como pneumonia e bronquiolite, em recém nascidos prematuros, criancas e
idosos (IM et al., 2016; XIE et al., 2019), asma e alergias (CAO et al., 2016). Além
disso, também atinge individuos imunocomprometidos, causando elevada
mortalidade (COLLINS & GRAHAM, 2008; ROSSEY et al., 2014; CAO et al., 2016).

Globalmente, o0 hRSV é responsavel por mais de 30 milhdes de infec¢des do
LRTI, trés milhdes de hospitalizacdes e de 50 a 75 mil mortes a cada ano em criangas
menores de cinco anos de idade, tendo a maior incidéncia em paises em
desenvolvimento (XEI et al., 2019). Em idosos, as infecgcdes por hRSV causam
morbidade e mortalidade tanto quanto as infeccdes por influenza. Ja& em pacientes
com transplante de células-tronco a mortalidade por infecgcdo por hRSV € estimada
entre 6 e 80%. Entretanto, as infecgbes por hRSV também produzem morbidade
significativa em populac¢des adultas saldaveis (CULLEN et al., 2019).

Alguns fatores podem aumentar o risco de infeccdo por hRSV, como uma
associacdo entre doencas graves e inducdo de hiper-reatividade das vias aéreas

durante a infancia, pneumonia em pacientes imunocomprometidos e infeccdo em
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idosos que resultam no excesso de mortalidade. Outros fatores estdo relacionados a
condi¢cbes dos pacientes, incluindo nascimento prematuro, baixa imunidade, doencas
pulmonares ou cardiacas crénicas ou imunossupressao, vias aéreas estreitas ou
fatores de natureza genética (COLLINS et al., 2013).

A infeccdo por RSV afeta principalmente o epitélio bronquial, bronquiolo e
alveolar humano (COLLINS et al., 2013; LAY et al., 2013) que resulta em aglomerados
de células epiteliais das vias respiratérias apicais ciliadas induzindo seu
desprendimento, perda de cilios, formagéo de sincicios esporadicos, hipersecrecao
de muco (SEMPLE et al., 2007; COLLINS et al., 2013), infiltracdo pulmonar aguda
(LAY et al., 2013), aumento da replicacao viral e a reducao da atividade imunologica
antiviral, acarretando a reducdo na producdo de interferon (IFN) (COLLINS et al.,
2013).

Estudos com células humanas imortalizadas in vitro demonstraram que o virus
pode replicar em células derivadas de tecidos pulmonares, de rim, figado, tecido
neural, clon, mama e ovario (ZHANG et al., 2002, COLLINS et al., 2013). Portanto, a
replicacdo do RSV ndo esta necessariamente restrita ao seu tecido de origem no trato
respiratorio ou ao epitélio, mas as células altamente diferenciadas sdo muito mais
permissivas do que outras células.

Nenhuma terapia antiviral efetiva ou vacina preventiva esta atualmente
disponivel, embora muitos alvos candidatos tenham sido avaliados em estudos pré-
clinicos e clinicos ao longo de varias décadas (ATWELL et al., 2016; CAO et al., 2016;
CULLEN et al., 2019). Uma das dificuldades é pelo fato de a infec¢cdo por hRSV néo
garantir protecdo em infec¢cdes subsequentes, podendo ocorrer repetidas vezes ao
longo de varios anos ou na mesma estagao. Este fato indica que os seres humanos
possuem uma deficiéncia nas respostas da memoria a infeccdo por RSV devido a
falha na ativacdo da memoria preexistente apds uma segunda infeccdo, além das
mutacdes nas proteinas de Fuséo (F) e Glicoproteina (G) presentes no envelope viral
(Figura 1.A) prejudicarem a especificidade dos candidatos a antivirais (CULLEN et
al., 2019).

O palivizumab (Synagis®), um anticorpo monoclonal humanizado dirigido
contra um epitopo conservado da proteina F do hRSV, é a Unica terapia profilatica
aprovada para a prevencao da infeccéo pelo hRSV em recém-nascidos com menos
de 24 meses de idade. No entanto, seu uso atualmente é limitado a um subconjunto

de bebés de alto risco devido aos altos custos e efeitos colaterais exacerbados. O uso
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€ aprovado para prematuros nascidos com menos de 29 semanas de gestacao,
lactentes com doenca pulmonar crénica de prematuridade como idade gestacional
menor do que 32 semanas de gestacdo e lactantes com necessidade de oxigénio
suplementar nos primeiros 28 dias de vida, com congénitos hemodinamicamente
significativos doenca cardiaca, e distarbios neuromusculares que prejudicam a
depuracéo das vias aéreas (REZAEE et al., 2017; HOGAN et al., 2018; XEI et al.,
2019; XING & PROESMANS, 2019).

1.2 Classificacao do Virus Sincicial Respiratorio

Figura 1: Esquema da estrutura e organiza¢do do virion e a organizacdo génica do hRSV. (A) A
glicoproteina (G), proteina de Fusao (F) e a Pequena Proteina Hidrofobica (SH) estdo situadas no
envelope viral. Uma camada abaixo da membrana viral € formada pela proteina de matriz (M) e é
responsavel pela forma filamentosa do virion. A proteina M2-1 interage tanto com a proteina M como a
Nucleoproteina (N), que envolve o genoma viral. A proteina Polimerase (L) e a Fosfoproteina (P)
também se associam a proteina N. (B) Representacdo do genoma do virus sincicial respiratorio (RSV)
contendo 10 genes que codificam 11 proteinas, sendo que o gene M2 codifica as proteinas M2-1 e M2-
2. Os genes mais transcritos sédo aqueles que codificam as proteinas Néo-Estrutural 1 (NS1) e Nao-
Estrutural 2 (NS2), que inibem a apoptose e respostas do interferon. responsavel pela codificacéo das
proteinas virais contendo 10 genes.
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FONTE: Adaptado BATTLE et. al. (2019).
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O RSV é classificado na familia Pneumoviridae na ordem Mononegavirales
(ESNEAU et al., 2019), e existe como dois subgrupos antigénicos, tipo A e tipo B, que
podem ser diferenciados pelo sequenciamento de nucleotideos e pelo padrdo de
reacdo de anticorpos monoclonais a Glicoproteina (G) e a proteina de Fusao (F)
(HOGAN et al., 2018).

O virion do RSV consiste em particulas esféricas de 100 a 350 nm formadas
por nucleocapsideo envolto num envelope lipidico derivado da membrana plasmatica
da célula hospedeira (COLLINS et al., 2013), (Figura 1.A). O genoma viral do RSV
consiste em RNA de cadeia simples de sentido negativo 3’-5’ (CAO et al., 2016) e nao-
segmentado de 15,2 kb organizado em 10 genes (ESNEAU et al., 2019; XING &
PROESMANS, 2019) que codificam, separadamente, 11 proteinas: NS1, NS2, N, P,
M, SH, G, F, M2-1, M2-2 e L, sendo que as proteinas M2-1 e M2-2 sdo codificadas
pelo mesmo gene, M2 (CAO et al., 2016; XING & PROESMANS, 2019) (Figura 1.B).

1.3 As proteinas do RSV

Ambas as proteinas G e F do RSV podem interagir com o polimero de acucar
heparan sulfato sendo fortemente glicosiladas. Embora a glicoproteina (G) seja
conhecida como proteina de ligacdo devido as suas propriedades de ligacdo a
glicosaminoglicanos, ela ndo é necesséria para a infec¢ao de células in vitro, e assim
a proteina de Fusao (F) pode ter mais probabilidade de ter uma ligacdo especifica ao
receptor da membrana plasmatica da célula hospedeira (BATONICK et al., 2008;
COLLINS et al., 2013), porém a infeccao in vivo requer a proteina G (LAY et al., 2013).

A proteina G, com 298 residuos de aminoacidos, além de ser responsavel pela
adsorcdo, € também um importante alvo para anticorpos neutralizantes (LAY et al.,
2013). As mais extensivas diferencas genéticas e antigénicas entre os tipos A e B do
virus estéo localizados nesta glicoproteina devido a suas mutacfes (HOGAN et al.,
2018).

A proteina de Fuséao (F), com 574 residuos de aminoacidos, medeia a ligacéo
do RSV a células hospedeiras, fusdo das membranas lipidicas e distribuicdo do
material genético do virus ao citoplasma (HOGAN et al., 2018; COLLINS et al., 2013)
e diferentemente da proteina G, a proteina F é bem conservada, tornando-a uma boa

canditada para o desenvolvimento de vacinas. No entanto, é estruturalmente
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complexa com multiplas conformacgdes e numerosos epitopos antigénicos (XIE et al.,
2018).

A SH é uma proteina transmembrana, de 64 residuos de aminoécidos, e
mesmo ndo sendo essencial para a infec¢do viral (SCHMIDT & VARGA, 2017),
estudos sugerem que a SH pode ter um papel na fusao viral. Por ser uma viroporina,
uma classe de proteinas virais pequenas, pode modificar a permeabilidade da
membrana e inibir a apoptose da célula durante a infeccao por formar uma estrutura
semelhante a poros na membrana das células infectadas. Embora o papel exato da
atividade dos canais ibnicos SH na infeccdo pelo RSV permaneca incerto, esta
proteina parece funcionar como um canal seletivo de céations que altera a
permeabilidade da membrana implicando em implicacdes importantes para a resposta
imune (COLLINS et al., 2013; LAY et al., 2013; ARAUJO et al., 2016; SCHMIDT &
VARGA, 2017).

A proteina de Matriz (M), de 256 residuos de aminodacidos, ndo € necessaria
para iniciar a formagdo de particulas virais, mas na sua auséncia, as particulas
permanecem atrofiadas e imaturas, pois a M esta envolvida na montagem viral e
brotamento (COLLINS et al., 2013). E uma proteina fosforilada, ndo glicosilada,
localizada externamente a camada de nucleocapsideo, ligando o envelope da
bicamada lipidica com o nucleocapsideo. Assim, desempenha um papel na conducéo
da interagdo coordenada entre 0os componentes estruturais virais, facilitando a
montagem do virus. A proteina M esta presente em corpos de incluséo citoplasméticos
formados durando a infeccao viral e é associada ao nucleocapsideo, direcionando-o
as regides da membrana celular, onde se localizam as glicoproteinas virais (OLIVEIRA
et al., 2013; SHAHRIARI et al., 2018).

A proteina M2-1, com 194 residuos de aminoacidos, forma um tetrdmero e
medeia a associa¢ao da proteina M com o nucleocapsideo, formado pelas proteinas
N, P, L e a M2-1 (OLIVEIRA et al., 2013; BATTLES et al., 2019). Funciona como um
cofator transcricional do complexo RNA polimerase dependente de RNA, aumentando
a processabilidade da polimerase, e previne a interrupcéo da transcricdo prematura
(TEIXEIRA et al., 2017; GUIMARAES et al., 2018). A proteina M2-2, com 88 ou 90
residuos de aminoacidos, é responsavel pela substituicdo da transcricdo do RNA pela
replicacdo do genoma. Ambas as proteinas tém suas funcdes principais
desconhecidas (COLLINS et al., 2013; REZAEE et al., 2017).
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A proteina Polimerase (L), com 2.165 residuos de aminoacidos, consiste na
principal subunidade de RNA polimerase dependente de RNA (TREMAGLIO et al.,
2013) e é responséavel pela replicacdo do genoma viral (COLLINS et al., 2013;
SCHMIDT & VARGA, 2017).

A Nucleoproteina N, com 391 residuos de aminoacidos, associa-se com 0
genoma para formar o complexo ribonucleoproteina (RNP) para encapsular tanto o
genoma viral quanto o seu homologo de sentido positivo. Assim, protege o genoma e
reduz o reconhecimento pelos receptores de reconhecimento padrdo da célula
(SCHMIDT & VARGA, 2017). Além disso, proteina N modula a transcricéo e replicacao
viral (ASENJO et al., 2012; COLLINS et al., 2013).

A Fosfoproteina (P), com 241 residuos de aminoacidos, serve como um cofator
importante para o complexo polimerase e auxilia na protecdo do genoma do virus,
interagindo com a nucleoproteina (N) e a com a Polimerase (L) dependente de RNA,
para formar o nucleocapsideo (GALLOUX et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2013;
ASENJO & VILLANUEVA, 2016).

As proteinas Néo Estrutural 1 (NS1), com 139 residuos de aminoacidos, e a
proteina Nao Estrutural 2 (NS2), com 124 residuos de aminoacidos (COLLINS et. al.,
2013), sado expressas em células infectadas, em que os mRNAs séo relativamente
abundantes, devido a proximidade das suas extremidades 3' ao promotor no genoma
de cadeia negativa (YANG et al., 2015). A estrutura cristalografica da proteina NS1
mostrou uma homologia estrutural com a proteina de Matriz (M) de Monogavirales,
além de partilharem sequéncias significativas (CHATTERJEE et al., 2017), porém, a
proteina NS2 continua ndo apresentando nenhuma homologia com outras proteinas
(SWEDAN et al., 2009, LING et al., 2009).

As proteinas NS ndo sdo essenciais para o processo de replicacdo do RSV,
porém a delecéo de qualquer um dos genes atenua significativamente a replicacao in
vitro e in vivo (SCHMIDT & VARGA, 2017). As proteinas NS desempenham um papel
chave na subversdo da resposta imune inata do hospedeiro e podem cooperar ou
atuar individualmente para inibir a inducéo de interferon do tipo | (IFN) e genes
estimulados por IFN (YANG et al., 2015; COLLINS et al., 2013). Podem, também, inibir
a apoptose para prolongar a vida da célula e aumentar a eficiéncia da replicacédo
(COLLINS et al., 2013).
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1.4  Ciclo replicativo viral

A infeccdo na célula hospedeira, especialmente nas células epiteliais das vias
respiratérias, inicia-se com a adsor¢do do RSV pela ligacdo da proteina G as proteinas
de superficie celular, permitindo que a proteina F do RSV se ligue a receptores Toll-
like 4 (TLR4) na superficie celular, desencadeando a ativacdo de quinases que
potencializam a entrada de particulas virais de RSV nas células hospedeiras alvo.
Durante ou apos a ligacdo ao receptor, o envelope viral se funde & membrana da
célula hospedeira liberando o contetddo da particula viral infectante e, em seguida,
ocorre a dissociacdo do complexo RNP da proteina de Matriz pela fosforilacdo da
proteina P (GRIFFITHS et al., 2017; LAY et al., 2013; COLLINS et al., 2013).

As proteinas envolvidas na transcricdo do virus podem ser transportadas da
particula viral para a célula-alvo pois, o0 RSV € um virus de RNA de sentido negativo
e 0 RNA genbmico isolado néo é infeccioso, ao contrario de muitos virus de RNA de
sentido positivo (GRIFFITHS et al., 2017). Entdo, uma vez dentro do citoplasma, o
RNA de fita simples sentido negativo é transcrito pela RNA polimerase viral para
produzir RNA viral de sentido positivo. Os RNAs de sentido positivo sdo utilizados
tanto como mMRNA para a traducéo das proteinas estruturais do virus quanto servem
de molde para a replicacdo do genoma, sendo que esses processos ocorrem
simultaneamente no citoplasma celular (LAY et al., 2013; COLLINS et al., 2013).

Apés a sintese das proteinas e a replicacdo do material genético, a montagem
e brotamento dos virions maduros de RSV ocorrem na membrana plasmatica, onde
contém bolsas lipidicas modificadas pelo virus envolvendo todas as proteinas de
superficie virais e a proteina de Matriz (M). Dentro do virion, a proteina M se liga a
proteina M2-1 do complexo RNP e recruta esta estrutura para a membrana celular
para a montagem do virus e a ruptura das células infectadas para a fusdo do virus
com células adjacentes (COLLINS et al., 2013; HACKING et al., 2002; LAY et al.,
2013). O ciclo replicativo viral é ilustrado na Figura 2.

Porém, a célula possui mecanismos para impedir a replicacdo viral
reconhecendo por meio de receptores o material genético invasor e, assim, iniciando
cascatas de respostas imunoldgicas. Os receptores consistem em receptores de Toll-
like (TLRs), sendo o TLR3 e TLR4 os mais abundantes, que reconhecem qualquer
RNA de cadeia dupla em compartimentos endociticos, ja 0 Gene Induzivel pelo Acido

Retindico 1 (RIG-I), membros da familia de like receptores (RLR) detecta trifosfato
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contendo RNA de cadeia simples no citoplasma durante o ciclo viral reprodutivo
(SPANN et al., 2005; LAY et al., 2013). E tendo identificado o RNA viral, iniciam as
cascatas de sinalizacdo que ativam os fatores de transcricdo nuclear Factor-kB (NF-
kB) e fatores reguladores de interferon 3 (IRF-3). Estes sdo translocados para o nucleo
para promover a transcricdo de genes pro-inflamatérios no pulméo.

A ativacdo de NF-kB e IRF-3 é mediada pela RIG-I e o estimulador de promotor
de interferon beta do tipo 1 (IPS-1) nos estagios iniciais da infeccdo por RSV e
induzem a expressao de IFNs do tipo I, quimiocinas pro-inflamatoérias, CCL5/RANTES
e producao da interleucinas 8 (IL-8). Os IFNs do tipo | s&o moduladores importantes
na resposta imune adaptativa, especialmente por ativar a resposta de células Nk

(natural killer) e de células T citotoxicas (LAY et al., 2013).

Figura 2: Ciclo replicativo do RSV. O virus entra por fusdo na membrana plasmatica e libera seu RNA
génico senso negativo (preto) no citoplasma. A polimerase usa o0 genoma como molde para produzir
RNAs senso positivo, que é utilizado tanto como mRNAs que traduzem proteinas virais quanto para a
replicacdo e saem da célula hospedeira por brotamento pela membrana plasmética, produzindo virions
maduros descendentes que infectam outras células.
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1.5 Papel das proteinas Nao Estruturais (NS) na infeccao viral

Uma vez que TLRs ativam caminhos que negligenciam uma infecg&o viral em
desenvolvimento, o RSV possui mecanismos moleculares que suprimem a imunidade
inata sem afetar a resposta inflamatoria do hospedeiro. As proteinas NS1 e NS2
inibem os IFNs do tipo I, IFN-a e IFN-B (SCHMIDT & VARGA, 2017) das células
epiteliais das vias respiratorias inibindo uma resposta imunologica de células T
citotoxicas, especialmente a Thl (LAY et al.,, 2013) podendo cooperar ou agirem
individualmente para inibir a inducéo de IFNs de tipo | e genes estimulados por IFN
(ISGs) (SPANN et al., 2005).

A NS1 é a principal responsavel pela supressdo do IFN tipo | em células
dendriticas humanas e foi relatada para co-localizar com a proteina de sinalizacao
mitocondrial (MAVS) associada as mitocéndrias e o receptor Toll-like 3 (TLR3)
(SCHMIDT & VARGA, 2017; PRETEL et al., 2013), jA a NS2 pode ligar-se ao N-
terminal da RIG-I, que esta envolvida na sinalizacdo para a producéo de IFN (LING et
al., 2009; SCHMIDT & VARGA, 2017). As ac0Oes das proteinas NS1 e NS2 impedem
gue o RIG-I e 0 MAVS se unam, resultando na inibicdo da ativacdo do IRF-3 e a
fosforilacdo e translocacéo para o nucleo celular de IRF-3, destacando a importancia
das interacBes entre NS1 e NS2 com RIG-I e MAVS (OPENSHAW et al., 2017;
SCHMIDT & VARGA, 2017).

Alternativamente, a NS1 também pode inibir o IRF-3 por ligacdo direta ao IRF-
3 e seu coativador transcricional, necessario para a atividade de ligacdo de DNA do
IRF-3, o rompimento dessa interacdo pela NS1 impede que o IRF-3 se ligue e ative a
transcricdo do promotor do IFN-B (OPENSHAW et al., 2017; SCHMIDT & VARGA,
2017).

Tanto a NS1 como a NS2 previnem a apoptose precoce de uma forma
independente do IFN e suprimem a maturacdo das células dendriticas e da resposta
dos linfécitos T (YANG, et al. 2015). Com isso, NS1 inibe a diferenciacéo de linfocitos
T através de mono-ubiquitinagcdo, 0 que pode estar associado com aumento da
susceptibilidade a asma apos a infec¢édo pelo RSV (LING e al., 2009; PRETEL et al.,
2013; LAY et al., 2013).

O IFN-a e o IFN-B ligam a receptores de IFN (IFNAR), que se multimeriza e se
torna fosforilado por tirosinas quinases, tornando-se um local de ancoragem para as

proteinas de sinalizacdo STAT2 e STATL. Essas proteinas se ativam e associam-se
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ao IRF-9 e translocam-se para o nucleo, ativando a transcri¢cao de varios ISGs. A NS1
e NS2 atuam cooperativamente para reduzir os niveis de STAT?2 total degradando-as
por agregacao e, assim, impedem a transcricéo de ISGs e, consequentemente, inibem
a sinalizacao dependente de IFN, no entanto, as NS podem inibir a STAT2 em algum
grau isoladamente (OPENSHAW et al., 2017; SCHMIDT & VARGA, 2017).

A capacidade de reduzir a resposta antiviral da célula, em particular a resposta
do IFN do tipo I, € um fator importante para a replicacdo viral e os mdultiplos
mecanismos que o0 RSV evoluiu para bloquear a resposta do IFN na célula mostra a
importancia desta inibicdo para o virus (COLLINS et al. 2013; GRIFFITHS et al., 2017,
SCHMIDT & VARGAS, 2017). A Figura 3 esquematiza as acdes das proteinas NS1 e
NS2 durante o bloqueio do interferon.

Figura 3: Inibicdo da resposta imune do hospedeiro pelas proteinas virais NS1 e NS2. O RSV pode
entrar na célula hospedeira por interagdo da proteina F em receptores na membrana da célula (TLR4)
ou por endocitose. Apos a ativacao dos receptores de reconhecimento de padrdes, principalmente RIG-
I, TLR4 e TLR3, por infecgdo por RSV nas células, IRF-3 e NF-kB séo transloucados para o nucleo,
promovendo a transcricdo de genes pro-inflamatorios no pulméo, incluindo IFN e genes estimulados
por Interferon. Porém, (1) a proteina NS2 do RSV liga-se ao RIG-I e prejudica a sinalizac¢éo inata via
MAVS e (2) a NS1 perturba a ligacdo de IRF3 ao promotor de IFN-B. (3) A NS1 e NS2 aumentam a
degradacéo de STAT2. (4) A proteina F do RSV liga-se ao TLR4 e pode dessensibilizar as vias de
sinalizacdo de TLR.
s
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1.6 Flavonoides

Os Flavonoides s&o compostos de baixo peso molecular de origem natural,
sendo encontrados em quase todos os alimentos vegetais, como frutas, vegetais e
sementes, assim como em bebidas, como o vinho tinto, cha, café e cerveja. Embora
nao sejam sintetizados pelo Ser Humano nem por outros animais (TARAHOVSKY et
al., 2014; DANIHELOVA et al., 2012), sdo importantes componentes da dieta humana
e, geralmente, considerados nao nutrientes por nao terem valor nutricional (BEHLING
et al., 2004).

O termo flavonoide deriva do latim ‘flavus’, que significa amarelo, e durante
muito tempo foram conhecidos como ‘pigmento das flores’, por serem considerados
responsaveis pela tonalidade amarela, laranja e vermelha das flores e folhas durante
o outono (ALMEIDA et al., 2004).

Descobertos pelo bioquimico Alberto Gyorgi, possuem propriedades
antioxidantes (ALVES et al., 2007), anti-inflamatéria, antialérgica e antitumoral e
antiviral. Sabe-se que a quercetina tem atividade antiviral contra o virus herpes
simples do tipo | e virus parainfluenza do tipo 3. De modo semelhante, foi demonstrado
gue a morina é eficaz contra o virus herpes, porém a rutina ndo tem qualquer atividade
antiviral para este virus (KAUL et al., 1985). Os flavonoides também possuem
atividade vasodilatadora, analgésica, anti-hepatotoxica, bem como atividade
antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2004).

Os flavonoides sdo moléculas que possuem papel protetor da saude humana
atuando contra toxinas e infec¢es (ALMEIDA et al., 2004; DANIHELOVA et al., 2012),
por influenciarem nas propriedades fisicas e estruturais da bicamada lipidica podendo
agir na transducgédo de sinais celulares e regulagdo do metabolismo. Além disso, sdo
capazes de sdo mais sollveis em regibes ou ambientes hidrofébicos como na
interfase das membranas biologicas, particularmente nas regiées contendo
colesterdis da membrana celular (TARAHOVSKY et al., 2014).

As classes de flavonoides diferem-se no nivel de oxidacdo e no modelo de
substituicdo da cadeia heterociclica C e sua grande diversidade estrutural € devida a
modificagcdes que esses compostos podem sofrer, como hidroxilacdo, metilacéo,
acilagdo, glicosilagdo (ALMEIDA et al., 2004). Mas todos 0s compostos possuem

como estrutura basica um esqueleto de difenil propano (CsC3Cs) com dois anéis
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benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (Figura 4.A) (BEHLING et al., 2004;
TARAHOVSKY et al., 2014).

Os flavonoides utilizados neste trabalho sdo da familia das flavonol (Figura 4.A),
sendo eles a miricetina, kaempferol e morina (Figura 4.B). Além disso, estudou-se um
derivado de morina, morina penta-acetilada (Figura 4.C), que contém cinco
substituicdes de hidroxilas por acetilacdes. Como ja foi demonstrado que a quercetina
(Figura 5) possui atividade antiviral no RSV em cultura de célula (ZAKARYAN et al.,
2017), buscou-se uma molécula da mesma familia que pudesse ter uma atividade
antiviral pelo RSV, atuando como um inibidor de proteina viral.

A morina (Figura 4.B) é um dos flavondis mais comuns presentes na natureza, e
especialmente abundante em cebola, folhas de goiabeira e algas (WANG et al., 2014).
Este flavonol possui propriedades antioxidantes e protege as células contra os danos
causados pelos radicais livres. As propriedades antioxidantes da morina sdo
direcionadas a eliminacdo de hidroxilas (OH™) e anion superodxido (03), espécies
altamente reativas, devido as hidroxilas de sua estrutura doarem um atomo de
hidrogénio aos radicais e, assim, inibir a peroxidacao lipidica (ZENG et al., 1997;
NAFISI et al., 2008; GUSDINER et al.,, 2011), e também apresenta propriedades
antibacteriana, anti-inflamatoria e antiviral para o virus da herpes (SUCIPTO et al.,
2017).

O estudo de GUSDINER et al. (2011) sugeriu que a acetilacdo protege os grupos
hidroxila da quercetina de reacdes metabdlicas, como metilacdo, sulfatacdo ou
glicosilacdo, melhorando a a¢do anti-inflamatéria em Ulcera géastrica de ratos, ja que
esses metabolitos ndo possuem acao anti-inflamatéria. Em outro estudo, de SANTOS
et al. (2003), a acao antiviral de compostos polihidroxisterois sulfatados aumentou
com a adicao de acetilacdo em testes de culturas de célula com o virus. Mediante
estes estudos (GUSDINER et al., 2011; SANTOS et al., 2003) e ao fato de a morina
ser um dos flavonoides mais abundantes na natureza, a acetilacdo deste flavonoide
poderia ter uma acdo antiviral melhorada, tendo, entdo, produzido um produto

derivado da morina, morina penta acetilada (Figura 4.C).
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Figura 4: Estrutura quimica dos flavonoides. (A) Ao centro tem-se a estrutura basica dos flavonoides sendo os anéis A e B anéis benzénicos e o anel C é
pirano, e ao redor, estruturas dos grupos que compdem os flavonoides (B). Flavonoides da familia flavonol utilizados neste estudo. (C) Morina penta acetilada
onde os grupos hidroxilas da estrutura da morina foram substituidas por grupos acetil. As estruturas em A e C foram construidas pelo software ChemDraw.
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Figura 5: Estrutura quimica do flavonoide quercetina. A quercetina é um flavonoide do grupo flavonol,
contendo cinco grupos hidroxila em sua estrutura, nas posigoes 5, 7, 3’ e 4’ nos anéis benzénicos, além
da hidroxila fixa ao grupo flavonol na posicao 3 do anel pirano.

FONTE: SIGMA!

A miricetina (Figura 4.B) é um composto fendlico muito comum em frutas
vermelhas, vegetais e em chas e vinhos e possui variacdes glicosiladas. Foi isolada
pela primeira vez no final do século XVIII, a partir da casca de Myrica esculenta
(Myricaceae), colhidas na india, pelo interesse na propriedade de tingimento do
composto, que forma cristais amarelos de cor clara (SEMWAL et al., 2016).

Este flavonoide apresenta atividades anti-inflamatdrias, analgésicas, antitumorais,
hepatoprotetores, antidiabéticas e antivirais (SEMWAL et al., 2016), e foi demonstrado
gue a combinacdo de miricetinas glicosiladas possuem atividade antiviral contra o
virus da herpes (MEDINI et al., 2016) e HIV (ORTEGA et al., 2017), sugerindo que a
mesma agao ocorra com a miricetina. A miricetina, e outros flavonoides com grupos
hidroxilas, possui atividade antiviral contra RSV, sugerindo que tais caracteristicas
estruturais poderiam aumentar a atividade antiviral, sendo um grande potencial na
prevencao e tratamento da infecgéo por RSV (SONG et al., 2016).

O kaempferol (Figura 4.B) € um flavonol natural encontrado em brécolis, repolho,
feijdo, tomate, morango e maca. Foi descoberto que o kaempferol exercia atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antivactericidas e antitumoral (CHEN & CHEN,
2013). E dois trabalhos (LANI et al., 2015; PENG et al., 2016) evidenciaram que o
kaempferol possui funcdo antiviral contra Chikungunya e contra infec¢do por virus da
herpes bovina, além de terem efeitos anti-inflamatérios mediados por macréfagos
(ZHU et al., 2018).

Os compostos naturais tém sido estudados em varias areas, incluindo aqueles

by

relacionados ao desenvolvimento de medicamentos antivirais, devido a sua alta

1 https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
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disponibilidade e baixa toxicidade (ZAKARYAN et al., 2017). Por isso, a busca por um
potencial ligante as proteinas virais associados com estudos em cultivo celular
buscam, nesta classe de moléculas, potenciais inibidores de infe¢ées provocadas por
RSV. Além disso, é de suma importancia a investigacao de possiveis antivirais para
um tratamento acessivel e com baixos efeitos adversos. Sendo necessario expandir
0s conhecimentos e investigar o melhor alvo assim como o inibidor de maior eficiéncia,

para desta forma, propor desenho de moléculas mais eficientes na absor¢éo celular.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Determinacdo da fracdo de estruturas secundarias de proteina por
medidas espectroscopicas de Dicroismo Circular (CD)

As ondas eletromagnéticas, como por exemplo um raio de luz, sdo constituidas
pela juncdo da variagdo do campo elétrico com o campo magnético dispostos em
planos ortogonais (REITZ et al., 2008). A espectroscopia de dicroismo circular utiliza-
se de feixe de luz circularmente polarizada na auséncia de campo magnético (Figura
6.D), sendo constituida por dois feixes planares polarizados fora de fase por 90°
(Figura 6.A). Em tal feixe, o vetor do campo elétrico gira em torno da dire¢do de
propagacao a direita ou a esquerda (Figura 6.B), executando uma volta completa em
um comprimento de onda (Figura 6.C). Para um observador olhando em direcdo a
fonte de luz, o vetor elétrico ira girar no sentido horario ou anti-horario.

A passagem de luz polarizada através de uma molécula assimétrica, resulta na
producéo de luz elipticamente polarizada, no qual o vetor elétrico traca uma elipse em
vez de oscilar em um plano ou formar um circulo. Quando as duas componentes
circulares dos vetores elétricos estdo na mesma direcdo, a soma das suas magnitudes
forma o semieixo maior da elipse, e quando em dire¢cdes oposta, a diferenca das
magnitudes forma o semieixo menor. O CD pode ser caracterizado pela relacao entre
0S semieixos maior € menor, que é a tangente de angulo zero, chamado de
elipticidade (FASMAN, 1996; REITZ et al., 2008).

Outra forma de descrevé-lo é pela diferenga (Ag) entre a absor¢cao de luz
polarizada circularmente a esquerda (er) e a direita (¢L) que resulta na rotagdo do
plano de polarizacéo da luz. Porém, os espectros de CD sdo frequentemente relatados
em termos de elipticidade molar ao invés de Ae (FASMAN, 1996). A conversao entre
Ac e graus de elipticidade molar é descrita pelas relages a seguir:

[0] = 100.8/Cl
[0] = 3.298 As

sendo [®] a elipticidade molar em deg.cm?*dmol?, 8 é a elipticidade, C é a

(1)

concentragdo média de residuos, [ é o caminho éptico e Ae a diferenca de
absorbancia de €r e €L (FASMAN, 1996; GREENFIELD, 2006).
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Figura 6: Luz polarizada circularmente para a direita. (A) Representacdo do vetor elétrico de feixes
polarizados ortogonalmente fora de fase por 90° com setas representando o mesmo ponto z nos dois
feixes numerados de 1 a 4. (B) Componentes x e y e suas resultantes ao longo do eixo z marcados de
1a4em (A). (C) As resultantes em (B), projetadas em um plano XY, seguem um caminho circular ao
longo da diregdo de propagacéo z. (D) A luz circularmente polarizada a direita € representada
mostrando o vetor elétrico em funcéo da posi¢ao ao longo da diregdo de propagacéo. As pontas dos
vetores elétricos formam uma hélice destra, pois. Para um observador em um ponto fixo no eixo z
olhando em direcéo a fonte de luz, o ponto 1 chegara primeiro e o ponto 4 por ultimo. Entdo, o vetor
elétrico parecera girar no sentido horario sobre a direcédo de propagacao em funcdo do tempo. Na luz
circularmente polarizada a esquerda, a ponta do vetor elétrico forma uma hélice a esquerda e um
observador no eixo z olhando para a fonte de luz vera o vetor elétrico girar no sentido anti-horario.

FONTE: FASMAN (1996)
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Quando as proteinas estdo no estado nativo, ou enoveladas, elas geralmente
possuem elementos estruturais secundarios, descritas pelos angulos diedros ® e ¥
(Figura 7.a), altamente assimétricos, tais como a-hélices e folhas-B, que possuem
espectros de CD caracteristicos (Figura 7.b). Quando as proteinas estdo
desnaturadas, elas perdem, parcialmente ou completamente, estas estruturas
altamente ordenadas e as bandas de CD mudam (FASMAN, 1996; GREENFIELD,
2006).

Pode-se associar as bandas do espectro de CD com a absorg¢é&o eletronica por
consistirem de uma série de bandas, cada uma delas correspondendo a uma transi¢ao
eletrbnica do estado fundamental para um estado eletronicamente excitado. Sendo as
proteinas moléculas complexas, pode-se dividi-las em grupos funcionais com
transicdes eletronicas identificaveis que sao apenas fracamente acopladas ao resto
da molécula. Esses grupos, chamados de cromoforos, incluem aminoacidos de
peptideos e grupos fenil, fendlico e inddlico de aminoacidos aromaticos (FASMAN,
1996).

Figura 7: Rotacdes das moléculas e espectro padrdo de CD. (a) Diagrama de ligacdo peptidica
mostrando a orientagdo das transigbes n—1 * e m —T * (setas) e os angulos diedros ® e Y. (a)
Espectros padrdes de CD correspondes a configuragbes a-hélice (em preto), folha-B (em verde) e
estrutura aleatéria ou random coil (em vermelho).
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FONTE: adaptada de GREENFIELD (2006).

O espectro de CD de uma proteina com estrutura em a-hélice, o acoplamento

de éxitons das transi¢cdes T—1* produzem uma banda positiva em 192 nm (TT—17*),
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banda negativa em 209 nm (n—T*) e negativa em 222 nm deslocada para o vermelho
(red shifted) (n—11*). Quando a estrutura secundaria é aleatdria ou random coil (RC)
0 espectro de CD apresenta banda positiva em 212 nm (TT—17*), banda negativa em
197 nm (n—T11*). Ja no caso de a estrutura ser fita- 0 espectro de CD apresenta banda
negativa em 218 nm (T—Tr*) positiva em 196 nm (n—1*) (Figura 7.b) (FASMAN,
1996).

Utilizando estas propriedades, foram desenvolvidos métodos de deconvolugéo
para a analise dos dados obtidos por CD, levando em consideracao as contribuicoes
espectrais dos diferentes tipos de estruturas secundarias presentes nas proteinas. Os
espectros de proteinas com estruturas puramente compostas de a-hélice, ou folha-8
ou estrutura aleatéria séo utilizados como referéncia para a estimativa de estrutura
secundaria de uma dada proteina. Sendo assim, as analises foram desenvolvidas
através de um grande numero de algoritmos empiricos que assumem 0O espectro
caracteristico de uma proteina como uma combinacao linear de espectros primarios
de estruturas secundéarias (FASMAN, 1996; SREERAMA & WOODY, 2000;
GREENFIELD, 2006).

2.2 Absorcgéo de radiagdo e emisséao de fluorescéncia

Um atomo ou molécula pode absorver radiacédo eletromagnética em forma de
fétons em determinada frequéncia (v), sendo que o ganho de energia (E) faz com que
0s elétrons passem para seus estados excitados eletronicamente. Quando esses
elétrons retornam ao estado fundamental é emitida a luminescéncia, que é fortemente
dividida em duas categorias: fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza
do estado excitado. As substancias que emitem fluorescéncia sdo denominadas
fluoréforos (VALEUR, 2002; LAKOWICZ, 2006).

O fendmeno da emissao de fluorescéncia apresenta propriedades gerais,
sendo elas: o mesmo espectro de emissdo de fluorescéncia € observado
independentemente do comprimento de onda de excitacao, e a energia de emissao é
tipicamente menor que a energia de absor¢cdo, consequentemente, em um
comprimento de onda maior (LAKOWICZ, 2006). Essa energia é dada pela seguinte
relacéo:

E =hv (2)
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sendo h a constante de Planck (6,63 10* Js), e v, a frequéncia. Assim, a radiacdo
eletromagnética é descrita corpuscularmente.

Nos espectros de absorcdo para moléculas poliatbmicas sao
consideravelmente mais complexos que 0s espectros atbmicos, pois, a energia E €
constituida por trés componentes. Sendo elas, a energia eletrénica da molécula, que
provém dos estados de energia acessiveis pelo movimento dos elétrons ao redor do
ndcleo atdmico, a energia vibracional, que se refere ao total de energia associada a
uma quantidade de vibracdes interatbmicas moleculares, e a energia rotacional, que
resulta dos movimentos rotacionais na molécula. Como consequéncia, o0 numero de
niveis de energia possiveis para uma molécula é, normalmente, varias ordens de
grandeza maior que o numero de niveis de energia possiveis para uma particula
(SKOOG et al., 2002; CARUSO, 2012).

O ganho de energia durante o processo de absor¢cdo promove os elétrons dos
fluoréforos para seus estados de singletos excitados (S1 e S2), em que o spin do
elétron no orbital excitado € emparelhado no sentido oposto ao elétron no orbital do
estado fundamental (So). Entretanto, os elétrons ndo permanecem nos seus estados
excitados e retornam ao seu estado fundamental através de diferentes mecanismos.
Esses mecanismos séo representados no diagrama de Jablonski, como mostrado na
Figura 8 (VALEUR, 2002; LAKOWICZ, 2006).

Figura 8: Diagrama de Jablonski. Esquema mostrando os estados eletrénicos de singleto (So, S1 e S2)
e tripleto (T1), e vibracionais (0, 1 e 2) numa molécula. As setas com orientagcao para cima indicam
energia de absor¢éo de radiacao (hva), as com orientagdo para baixo, energia de emissao de radiacdo
(hvr e hvp) e a pontilhada, conversao interna.

S2 AT
1
| Conversao
: interna Relaxacao
1 vibracional
: \ : Cruzamento
hva hva T4
Absorgéo hvr hve
5 v |Fluorescéncia Fosforescéncia
So 1
0 A4

FONTE: Adaptada de LAKOWICZ (20086).
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Quando um fluoroforo € excitado para seu estado eletrénico singleto de maior
energia (S1 ou S2), os elétrons podem acessar varios niveis de energia vibracional,
representados por 0, 1 e 2 (Figura 8). As transi¢coes entre os estados geralmente sao
representadas como linhas verticais ilustrando a natureza instantanea da absorgéo da
radiacdo e ocorrem na ordem de 101° s. A transicdo entre os estados eletronicos
singleto (Si1 e S2) é denominada como conversao interna. Esse processo & seguido
por relaxacdo vibracional (Figura 8) para o nivel vibracional mais baixo do menor
estado eletrdnico com tempo caracteristico da ordem de 10*? s. Como o tempo de
vida de um elétron no estado excitado é da ordem de 102 s, a energia absorvida
restante no processo €, entdo, irradiada permitindo o seu retorno ao estado
fundamental, esse fendbmeno é chamado de fluorescéncia e possui uma menor
energia que a radiacao de excitagado e, por consequéncia, um maior comprimento de
onda devido a sua dependéncia inversamente proporcional com a energia (VALEUR,

2002; LAKOWICZ, 2006), devido a frequéncia ser escrita como:

C
V= (3)

sendo v a frequéncia, ¢ a velocidade da luz e 1, comprimento de onda (EINSBERG &
RESNICK, 1979).

Os fluoréforos no estado S1 podem sofrer também uma conversao de spin para
o primeiro estado de tripleto Ti. A transacdo entre esses niveis vibracionais
isoenergéticos € denominada cruzamento intersistema (Figura 8), com a emissao do
primeiro estado de tripleto denominada fosforescéncia e € geralmente deslocada para
comprimentos de onda maiores e energias mais baixas envolvendo tempos de até
milissegundos (LAKOWICZ, 2006; VALEUR, 2002).

Nas proteinas, os fluoréforos sdo os aminoacidos aromaticos triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) (Figura 9.A), entretanto, os grupos inddlicos de
residuos de triptofano séo a fonte dominante de absorcao e emissao UV em proteinas
e sua emissao é altamente sensivel. Embora a tirosina tenha rendimento quéantico
semelhante ao triptofano, nas proteinas nativas a emissdo de tirosina é
frequentemente desativada devido a interacdo com a cadeia peptidica,
consequentemente, com a desnaturagéo ocorre o aumento da emissao. Ja a emisséo
de fenilalanina é observada apenas quando a proteina ndo possui residuos de tirosina
ou triptofano. Na espectroscopia de absorgéo, costuma-se utilizar o comprimento de

onda de 295 nm (Figura 9.B), para que a emissao tenha influéncia somente do



36

triptofano (Figura 9.C), ja que a absorcdo da tirosina e fenilalanina ocorrem em
comprimentos de onda mais baixos (Figura 9.B) (LAKOWICZ, 2006; VALEUR, 2002).

Figura 9: Fluoréforos intrinsecos bioquimicos e seus espectros de emisséo e absorgdo. (A) Estrutura
dos aminoacidos aromaticos. Espectro de absorcao (B) e de emissédo (C) dos aminoacidos aromaticos
em agua de pH neutro.
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FONTE: adaptado de LAKOWICZ (2006).

2.3 Efeitos da geometria e da amostra

A intensidade de fluorescéncia aparente e a distribuicdo espectral podem
depender da densidade éptica da amostra e do caminho que a luz irradiada na
amostra possa percorrer. Por isso, a geometria mais comum usada para a
fluorescéncia € a observacdo perpendicular ao caminho de luz de excitagdo no
equipamento de espectroscopia de fluorescéncia, pois essa disposicdo de angulos
sao para minimizar o efeito de filtragem interna devido a altas densidades opticas, ou
a turbidez, da amostra. Deve-se examinar sempre 0 espectro de emissdo em
condi¢des de méaxima supressao da amostra pois, a medida que a intensidade diminui,
a contribuicdo da fluorescéncia de fundo pode tornar-se significativa (LAKOWICZ,

2006).
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Os supressores utilizados nos experimentos sdo muitas vezes utilizados em
altas concentracbes e podem conter impurezas fluorescentes. Além disso, a
intensidade dos picos de espalhamento Raman e Rayleigh da 4gua € independente
da concentracdo do agente supressor. Assim a contribuicao relativa do espalhamento
da luz aumenta sempre com o aumento da supressédo (LAKOWICZ, 2006).

O efeito de filtro interno, ou fator de correcao, devido a absorcao dos ligantes,
pode diminuir a intensidade de fluorescéncia aparente, e, assim, distorcer os dados
de supressao (FEROZ et al., 2015). A fim de anular o efeito de filtro interno, os valores
de intensidade de fluorescéncia das amostras foram corrigidos para a sua absor¢cao
nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo usando a seguinte relacao:

Fo = F.10(“mr) 4)
onde F, e F sao as fluorescéncias corrigida e medida experimentalmente,
respectivamente, A,, € o valor da absorbancia no comprimento de onda de excitacao,
e A.m, & absorbancia no comprimento de onda de emissao (FEROZ et al., 2015).
Sendo as absorbancias, pela lei de Beer-Lambert (GRIMSLEY & PACE, 2003), as
relacdes:

Aoy = Epx.C. 1

Aem = €em-C. 1 (5)
onde ¢, € €., SA0 0S coeficientes de extingdo molar no comprimento de onda de
excitacdo e emissdo, respectivamente, ¢ € a concentracao da solugéo e [, o caminho

Optico da cubeta utilizada na medida.
2.4  Supresséao de fluorescéncia e quenching colisional

A supressao da fluorescéncia, ou quenching, de uma amostra pode ocorrer
devido a interacbes moleculares, incluindo reacdes de estado excitado, rearranjos
moleculares, transferéncia de energia, formacéo de complexo de estado fundamental
e supressao colisional. Os diferentes mecanismos de supresséao de fluorescéncia séo
classificados como estatica ou colisional e podem ser diferenciadas pelas suas
dependéncias com a temperatura, viscosidade ou pela medida do tempo de vida de
fluorescéncia (VALEUR, 2002; LAKOWICZ, 2006). A supresséo de fluorescéncia
pode ser analisada pela relacdo de Stern-Volmer:
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%=1+&ﬂu=1+@%ﬂ] (6)

sendo que F, e F séo respectivamente as intensidades de fluorescéncia do estado
estacionario antes do contato e apds o contato com o ligante L; K, € a constante de
supresséo de Stern-Volmer e [L], a concentragéo do ligante; K, € a constante de

supresséao biomolecular e t, p tempo de vida do fluoréforo na auséncia do ligante, da
ordem de 10 s (LAKOWICZ, 2006; VALEUR, 2002).

No caso de quenching colisional, o supressor deve se difundir para o fluoroforo
durante a vida util do estado excitado. Em contato, o fluoréforo retorna ao estado
fundamental, sem emissdo de féton. Em geral, a supressdo ocorre sem qualquer
alteracdo permanente nas moléculas. No quenching estatica, um complexo é formado
entre o fluoréforo e o inibidor, e este complexo € nao-fluorescente. Para ocorrer
guenching estatico ou colisional, o fluoréforo e o supressor devem estar em contato.

A constante de Stern-Volmer (Ksv) indica a sensibilidade do fluoréforo a um
supressor e, um fluor6foro enterrado em uma macromolécula € geralmente
inacessivel para os supressores soluveis em agua, tendo valores baixos na constante
Ksv. Ja fluoréforos livres em solugcéo, ou na superficie de uma macromolécula, séo
encontrados valores maiores na constante Ksy (LAKOWICZ, 2006).

Uma maneira de medir Ksy € relacionando a supressao de fluorescéncia com a
concentracdo de ligante, pois a concentracéo de ligante esta relacionada a razédo de
florescéncia pela relacdo de Stern-Volmer modificada:

= (4 K LD+ KL @

onde K}, € a constante de Stern-Volmer para mecanismo colisional e K, a constante

de Stern-Volmer para 0 mecanismo estatico. Abrindo a equacéo, temos:

P =14 (K + KL+ KK L2 ®

D=1+ KylL] ©

sendo previsto uma dependéncia quadratica com a concentracdo de ligante, mostrada
equacao (8), se a relacéo for uma curva com concavidade positiva no grafico de Stern-
Volmer. Mas havendo dependéncia linear entre F,/F e [L], a constante de Kg,, na
equacao (9), é determinada pela inclinacdo da reta no grafico. Neste caso, a

concentracdo de ligante (total de ligante) é admitida como igual a concentragdo de
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ligante livre para que, experimentalmente, sejam utilizadas as razdes de ligante livre
pelo ligante total superior a 1 (LAKOWICZ, 2006).

O gréfico de Stern-Volmer linear € geralmente indicativo de uma Unica classe
de fluoréforos, todos igualmente acessiveis ao supressor. Se duas populacdes de
fluoréforos estdo presentes, e uma classe ndo é acessivel ao supressor, entdo 0s
graficos de Stern-Volmer desviam-se da linearidade em direcdo ao eixo x. Este
resultado é frequentemente encontrado para a supressdo da fluorescéncia do
triptofano em proteinas por supressores polares ou carregados. Estas moléculas nédo
penetram prontamente no interior hidrofébico das proteinas, e apenas aqueles
residuos de triptofano na superficie da proteina séo suprimidos. (LAKOWICZ, 2006).

As supressoes estética e colisional podem ser distinguidas por suas distintas
dependéncias com a temperatura e viscosidade. Temperaturas mais altas resultam
em difusdo mais rapida e, portanto, maiores quantidades de quenching colisional, e,
tipicamente, resultardo na dissociacdo de complexos fracamente ligados e, portanto,
quantidades menores de quenching estéatico. (LAKOWICZ, 2006; CARUSO, 2012).

2.5 Equilibrio de ligacdo dos complexos proteina-ligante

Para os processos nos quais o mecanismo de supressao de fluorescéncia é
estatico, onde o ligante ligado suprime totalmente a fluorescéncia da proteina, a
suposicado adotada é que os sitios de ligacdo na proteina séo iguais e independentes.
Este modelo permite escrever a equacao de equilibrio da reacdo como (FEROZ et al.,
2015):

P+L - LP
LP+L - L,P
L,P+L — LyP
Ly_sP+L — L,P (10)
onde P é proteina, L é o ligante, L,P € a molécula do complexo formado cuja
constante de ligacéo é k; para cada reacdo. Para as reacfes acima, as constantes
de ligagéo sao:
kpyr = kpy == kpn = kp (11)

Entao:
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[LnP]
[Lr]™[Pr]
onde [L,P] & a concentragdo do complexo formado, [Ls] € a concentracdo de ligante

kp = (12)

livre, [P¢] € a concentracdo de proteina livre. Assumindo um modelo de dois estados
no qual a proteina na solucéo encontra-se complexada com o ligante ou livre, entéo:
[P] = [P] + [LnP]
[L] = [Lf] + [LnP] (13)
de tal forma que a razédo entre a intensidade de fluorescéncia de solu¢cdo que contém
proteina livre, F,, e a intensidade de fluorescéncia apdés a adicdo de ligante na

solucao, F, é igual a razdo entre a concentracao de proteina livre e proteina total:

F [Pf]
_ - L 14
ATy 4
Entdo, utilizando a equacao (14) e substituindo nas relagdes (13):
F[P;]
[Pl ==~ (15)
0
Fy — F)[P,
p = L= DI 16)
0
(Fo — F)[P]
(L] = [Le] ————— (17)
0
Substituindo as equacdes (15) a (17) na equacéao (12) e aplicando o logaritmo:
FO - F 1
4 = (45
F Fo—F
(L]~ (o) IPd]
1 (F" _ F) logk, — !
og = nlogk, —nlog F—F
F (L] - (%) [P] (18)
0

onde, F, e F sdo as fluorescéncias antes e apos a adicdo de ligante [L].

Atraves do gréfico log[(F,-F)/F] versus log[1/([L]-([P](F,-F)/ Fy))], duplo log,
onde se observa dependéncia linear, pode-se obter os valores relativos ao nimero n
de sitios de ligacéo da proteina e a constante de ligacao k) relativa a interacado dos
ligantes com as proteinas, sendo a inclinacdo igual ao valor de n e o valor de log k,
fixado na ordenada (FEROZ et al., 2015).
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2.6 Termodinamica dainteracdo de proteina e ligante

As forcas que atuam na interagcdo entre moléculas pequenas e uma proteina
podem ser do tipo interacBes hidrofdbicas, ligacdo de hidrogénio, interacdes de van
der Waals e interacfes eletrostaticas. Com o intuito de elucidar a interacdo entre
proteina e farmaco, os parametros termodinamicos sédo importantes para confirmar as
forcas ndo covalentes atuantes (TENG et al., 2011).

Antes que um complexo proteina-ligante seja formado, a proteina e o ligante
livres estdo envolvidos em ligacfes de hidrogénio com a agua circundante. Uma vez
formado o complexo, essas ligacdes de hidrogénio sédo substituidas por ligacdes de
hidrogénio entre o ligante e a proteina. A contribuicdo das interacdes hidrofébicas para
a ligacdo proteina-ligante € normalmente considerada proporcional ao tamanho da
superficie hidrofébica enterrada durante a formagcdo do complexo. Interacdes
hidrofébicas também sédo consideradas como a principal forca motriz da mudanca
conformacional do receptor na interagdo com ligante (YUNTA, 2016).

Ja& o reconhecimento molecular pode ser atribuido as contribuicdes das
interacOes eletrostaticas e de van der Waals, a solvatacéo e a flexibilidade do ligante
e da proteina, podendo haver ligacbes de hidrogénio resultantes da atracao
eletrostatica entre um atomo eletronegativo e hidrogénio que esta conectado a um
atomo eletronegativo. Entretanto, a forca de uma ligacdo de hidrogénio depende de
sua direcionalidade e seu entorno e sao mais fortes no interior das proteinas do que
as das regifes expostas ao solvente. As interacdes de van der Waals, ou forcas de
dispersdo de London, podem ser muito importantes quando duas superficies de
moléculas se encaixam com pequena distancia entre elas, jA que modelam as forcas
atrativas e repulsivas entre as moléculas devido a proximidade entre os atomos e seus
raios de van der Waals (YUNTA, 2016).

Ao mesmo tempo, a alteragdo nos graus de liberdade do ligante e da proteina
ao se complexarem resulta numa alteracdo da entropia. Em analogia com qualquer
processo espontaneo, a ligacao proteina-ligante ocorre somente quando a mudanca
na energia livre de Gibbs (AG) do sistema € negativa, sendo alcangado um estado de
equilibrio a pressdo e temperatura constantes. Como a extensdo de associagcado
proteina-ligante é determinada pela magnitude da AG negativa (DU et al., 2015).

Pode-se considerar que AG determina a estabilidade de qualquer complexo

proteina-ligante, ou, alternativamente, a afinidade de ligagdo de um ligante a um dado
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receptor, descrevendo um balanco energético entre entropia (AS) e entalpia (AH) (DU
et al., 2015). Se a maior contribuinte for a entalpia, a reacdo sera entalpicamente
dirigida tendo que ultrapassar uma barreira de energia para que a reagao aconteca,
mas se a maior contribuinte do balanco energético foi a entropia, a reacdo sera
entropicamente dirigida, onde a energia livre de Gibbs diminuira e sera mais favoravel
ocorrer a formacédo do complexo. Esses parametros interferem em como ocorre as
interagcbes, conforme mostrado no Quadro 1 (ALLEWELL et al., 2013; TENG et al.,
2011).

Quadro 1: Forgas atuantes de acordo com a energia do sistema. As forcas de interacfes estido
relacionadas com as energias de entropia e entalpia do sistema. AH: variacdo de entalpia; AS: variagdo
entropia.

AH AS INTERACAO
Positiva ou Levemente positiva Positiva Hidrofobica
Negativa Negativa van der Waals ou protonagéo
Negativa Negativa Ligacdes de Hidrogénio
Negativa Positiva Interacdo Eletrostatica
Levemente positiva ou levemente negativa Positiva I6nica

FONTE: adaptado de TENG et al. (2011).

Se em um intervalo de temperatura, a variacdo de entalpia (AH) ndo variar
significativamente, ambas as variacfes (AH) e (AS) podem ser calculadas com base
na equacao de van't Hott:

Ink, = — (%)%+ % (19)
onde R é a constante universal dos gases ideais (1,98 calmol*K?) e k;, é a constante
de ligacédo na temperatura T em Kelvin correspondente.

No grafico de van'’t Hoff, (In k;) versus (1/T), a inclinacao da reta sera a variacao
de entalpia (AH). E a variacao de energia livre de Gibbs (AG) para cada temperatura
sera calculada pela relagéo:

AG = —TRInk, (20)
onde R é a constante universal dos gases ideais (1,98 calmolK?) e k;, constante de
ligacdo na temperatura T em Kelvin.

Obtidos os valores da entalpia (AH) e da energia de Gibbs (AG) pelo grafico de
van't Hoff, é possivel obter a variacdo da entropia (AS) para as reacfes em cada

temperatura pela equagéo:



43

_ AH-AG

AS (21)

2.7 Dinamica molecular (DM)

A dinamica molecular (DM) descreve a variagdo do comportamento molecular
em funcdo do tempo de um conjunto de propriedades de uma molécula em estudo,
como estrutura secundaria, orientacdo de cadeias laterais e a energia da interacao
entre moléculas. Assim, € possivel reproduzir por din@mica molecular os métodos
experimentais em solucao, buscando-se médias representativas de comportamentos
biol6gicos medidos experimentalmente (VERLI, 2014).

A fundamentacdo da DM baseia-se na segunda lei de Newton fazendo parte
dos métodos denominados de meétodos Classicos, baseadas em coordenadas
cartesianas das particulas e usando um campo de forca conservativo, em oposicao
aos métodos baseados na fisica quantica (VERLI, 2014; BERENDSEN et al., 1995).
A segunda lei de Newton é descrita como:

2
E, = %mi = %
onde F;, é a for¢a aplicada ao atomo i na posicao x, t € o tempo, v a velocidade e a; a

m; = am; (22)

aceleracdo do atomo i.

A DM possibilita 0 estudo de modelos moleculares mais proximos da realidade
biologica, pois inclui diretamente caracteristicas como a flexibilidade molecular
(através da variacdo temporal de propriedades) e a temperatura (através da
velocidade dos atomos). Porém, para descrever a variacao da posi¢cao x de um atomo
i como fungéo do tempo, precisa-se conhecer o valor da massa de cada atomo, m;, e
a forca (F,,) sobre cada atomo i em uma determinada posi¢édo (VERLI, 2014).

A temperatura fornece energia para que os atomos sofram uma aceleracao e
mudem suas posi¢cdes no espago, assim como as forgas iniciais atuantes sobre a
molécula. Contudo, como os atomos interagem entre si para formar moléculas, e
interagem com outras moléculas, eles estdo sujeitos a forcas interatbmicas e
intermoleculares (BERENDSEN et al., 1995; VERLI, 2014).

O campo de forca é um conjunto de funcdes e parametrizacdes usados em
calculos de dinamica molecular onde cada campo de forca é dedicado a reproduzir

aspectos do comportamento molecular, como estiramento de um angulo de ligacao
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quimica, deformacédo de um angulo de ligacdo ou a tor¢do de um diedro (Figura 10.A).
Cada equacdo e parametrizacdo pode ser empregada gerando campos de forca
diferentes, com vantagens, limitacdes e diferentes niveis de simplificagdo na descri¢cao
dos atomos (Figura 10.B), por isso o campo de for¢ca pode variar dependendo do tipo
de molécula (VERLI, 2014).

Figura 10: Representacdo de interacbes entre &tomos e a representacdo das diferentes descri¢cdes
dos 20 amino&cidos em um campo de forca. (A) Representacdo de alguns termos que compdem o
campo de forca GROMOS96 para descrever a interacdo entre 4tomos onde termos semelhantes sdo
encontrados em outros campos de for¢a. (B) Representacdo dos 20 aminoacidos (primeira e quinta
coluna) em um campo de for¢a descrevendo todos os &tomos (segunda e sexta coluna), em um campo
de forca de atomos unidos (terceira e sétima coluna) e coarse-grained (quarta e oitava coluna).
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No pacote GROMACS, um dos programas utilizados para se realizar a DM,
existem trés tipos de forca: forcas de ligacdo baseadas em listas fixas e incluindo
interacOes de até quatro corpos, forgas néo ligadas com base em listas dindmicas de
pares de particulas e forcas externas que permitem for¢cas de condugdo nao-
equilibradas. As forcas sédo derivadas no que diz respeito as coordenadas da particula
e as forcas ndo vinculadas sdo consideradas apenas para pares de atomos que
pertencem a grupos de carga dentro de um dado raio de corte, isto significa que,
embora as forcas sejam derivadas de potenciais, 0s potenciais V ndo séo iguais as
integrais das forcas IV (BERENDSEN et al., 1995):

r

V(r)+V'i(r)= fF (rdr' (23)

s
considerando uma posi¢do r;; = r; —r; e r= | r |, onde r € a distancia de um atomo
até outro atomo.

As forcas néo ligadas sdo baseadas em um banco de dados de pares que
também contém informacgdes sobre deslocamento de modelos para se obter o modelo
mais préoximo do par considerado onde as possiveis interacfes séo a repulsdo de
curto alcance, interacdo de dispersao e interacdo de Coulomb, os componentes da

forca sdo calculados por:

aV(TU)E)

Ja as forcas de ligacdo, sdo baseadas em uma lista fixa de atomos por
interacdo considerando ligacdes covalentes, equacao (25), e angulos covalentes,
equacao (26), sendo um potencial harmdnico de dois e trés corpos, respectivamente,
gue podem ser substituidos por restricoes, além de angulos diedros (potencial de
guatro corpos), gue pode ser descrita pelo potencial de Ryckaert-Bellemans (Equacéo
27), diedros improprios (potencial harmbnico de quatro corpos) para manter os grupos
planares ou impedir que os angulos diédricos criem imagens espelhadas né&o
desejadas e potenciais de restricdo a distancia que incorporam os dados
experimentais na distancia entre determinados pares de atomos, que podem ser
derivados de medidas de efeito nuclear Overhauser por RMN (BERENDSEN et al.,
1995). Os potenciais sdo descritos como:

V(r) = %kb (r — b)? (25)



46

1
V(ry,r,m3) = Eke (6 — 90)2 (26)

1
V(r,ro,rs,n) = EVo[l + cos(ng — ¢o)]
5 (27)
V(@) = ) ancos™(@)

n=0
onde 6 é o angulo entre r,; e r,5. O potencial do angulo de ligacdo também pode ser
substituido por uma restricdo da distancia entre a ligacao 2-3, se as duas ligacdes 1-
2 e 2-3 também forem limitadas. Nos angulos diedros, ¢ é o angulo entre os planos
definidos por {r;5,731} € {r32, 143} € em conjunto com este potencial periédico, uma
interacédo de par especial pela soma da repulsdo de curto alcance e da interacao de
dispersédo pode ser adicionada entre as particulas 1 e 4.

As forcas externas também podem ser consideradas na DM devido a forcas de
restricdo de posicdo, equacdo (28), que restringe uma estrutura proxima a uma
determinada referéncia, por exemplo em uma casca externa para sistemas reduzidos
ou durante um equilibrio para evitar mudancas estruturais irreais, e também
aceleracdes externas onde aceleracfes adicionais sao aplicadas a grupos especificos

de atomos (BERENDSEN et al., 1995). A restricao de posi¢ao pode ser descrita como:
1
V= Ez ki(ri —17)? (28)
i

onde r? é dado pela estrutura de referéncia.

Outra diferenca entre os campos de forca diz respeito a descricdo das
moléculas de &gua, inclusas na DM para descrever suas intera¢des, como funcéo do
tempo, com os compostos em estudo. Da mesma forma que para os campos de forca,
existem diversos modelos para descricdo de moléculas de agua dependendo de cada
campo de for¢a, podendo ser divididas em modelos explicitos e implicitos. Enquanto
0s modelos explicitos incluem os atomos de agua, fisicamente, na simulacdo, os
modelos implicitos incluem de maneira indireta através da representacdo das

propriedades dielétricas do solvente (VERLI, 2014).
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2.8 Docking molecular

O docking molecular € uma ferramenta fundamental na biologia molecular
estrutural e na concepcédo computacional, enquanto tenta prever a estrutura do
complexo intermolecular formado entre duas ou mais moléculas constituintes
prevendo a posicdo e a orientacdo de um ligante para conhecer o(s) modo(s) de
ligacdo predominante(s). Os métodos de docking bem-sucedidos pesquisam espagos
de alta dimens&o com eficiéncia e usam uma funcéo de pontuacdo que classifica
corretamente os atracamentos de candidatos.

Esta técnica pode ser usada para realizar triagem virtual em grandes bibliotecas
de compostos, classificar os resultados e propor hip6teses estruturais de como 0s
ligantes inibem o alvo. A configuracao das estruturas de entrada para o docking € tao
importante quanto o atracamento em si, e a andlise dos resultados dos métodos de
pesquisa estocastica pode, as vezes, ndo ser clara (YUNTA, 2016).

No entanto, ha duas dificuldades no docking molecular envolvendo o
posicionamento e a pontuacao, sendo que, no primeiro caso, o processo de identificar
se uma determinada conformacéo e orientacdo de um ligante se encaixa no sitio ativo
€ geralmente um procedimento difuso que retorna muitos resultados alternativos. E
no segundo caso, o score de pose é uma medida do ajuste de um ligante no sitio ativo.

O score durante a fase de levantamento geralmente envolve célculos simples
de energia (eletrostatica, van der Waals e tensao do ligante). Um novo score pode
tentar estimar com mais precisdo a energia livre de Gibbs (AG), talvez incluindo
propriedades como entropia e solvatacdo (YUNTA, 2016). Esse processo de
reconhecimento molecular proteina-ligante é dirigido por uma combinacéo de efeitos
entalpicos e entrdpicos, pois os efeitos podem ser estimados através da energia livre
de Gibbs e a constante de equilibrio de ligacéo k.,, a qual pode ser medida
experimentalmente (VERLI, 2014) como mostra a equacao abaixo:

AGy, = AH — TAS = —RTlnk,, (29)
onde AH é a variacdo de entalpia, T é a temperatura absoluta, AS € a variacdo de
entropia e R é a constante universal dos gases.

A obtencdo das coordenadas das estruturas tridimensionais das moléculas
interagentes sao parametros importantes para o atracamento, sendo que as estruturas

dos ligantes podem ser obtidas em bancos de dados através de estruturas 1D ou 2D,
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e as estruturas de proteinas a partir de bando de dados PDB? (Protein Data Bank) de
resolucao de estrutura por cristalografia ou RMN, ou por modelagem computacional
ab initio ou por estruturas advindas de DM (VERLI, 2014).

Para que um processo de atracamento seja bem-sucedido, é necessario que a
conformacao correta do complexo ligante-receptor seja prevista e que a classificacado
das estruturas finais esteja correta, a funcado scoring. O procedimento precisa ser
capaz de diferenciar entre conformacgdes similares do mesmo sistema, bem como

prever a relativa estabilidade de diferentes complexos (YUNTA, 2016).

2 https://www.rcsb.org/
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Devido a importancia da proteina Nao-Estrutural 1 (NS1) na inibicdo a via do
interferon (IFN) e respostas imunoldgicas, o estudo da interacdo da proteina com
ligantes é necessario para buscar um potencial bloqueador para a NS1, para dificultar
sua acéo na infeccdo. Para essa busca o objetivo deste trabalho foi investigar a
interacdo da proteina NS1 do virus sincicial respiratério humano (hRSV) com
flavonoides da familia flavonol e um flavonoide acetilado, utilizando espectroscopia de

fluorescéncia e docking molecular.

3.2 Objetivos especificos

Para que a investigagdo da interacdo da proteina NS1 com os flavonoides seja

realizada, os objetivos especificos compreendem-se por:

o Expressar a proteina NS1 em bactéria Escherichia coli;

o Purificar a proteina NS1,

o Quantificar e caracterizar a estrutura secundaria da proteina NS1;

o Realizar simulagao por Dindmica Molecular da estrutura cristalogréafica da NS1;
o Quantificar e caracterizar os flavonoides morina, kaempferol, miricetina e

morina penta acetilada;

o Caracterizar os parametros da interacdo da proteina NS1 com os flavonoides
morina, kaempferol, miricetina e morina penta acetilada;

o Caracterizar os parametros termodinamicos (AG, AS e AH) da interacdo entre
a proteina NS1 e flavonoides;

o Verificar o possivel sitio de ligacdo da proteina NS1 aos flavonoides;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DNA recombinante pJexpress401-NS1

A construcdo do plasmideo pJexpress401-NS1, contendo os cédons
otimizados do gene NS1 e o vetor pJexpress401, foi realizada pela empresa DNA 2.0
(WELCH et al., 2009) e contém o promotor T5, gene de resisténcia a canamicina e a
proteina contém cauda de Histidina (6xHis-tag) no seu C-terminal. O mapa do gene é
mostrado na Figura 11 e o sequenciamento do gene que traduz a proteina NS1 esta
contido no Anexo A.

Utilizando a ferramenta Expasy-ProtParam 3 (GASTEIGER et al.,, 2005),
analisou-se a sequéncia de aminoacidos da proteina NS1 para obter parametros fisico
e quimico, como 0 numero e composi¢cdo dos residuos, peso molecular, ponto
isoelétrico (pl) e valor do coeficiente de extincdo molar. Esses parametros sao
importantes para determinar a carga da proteina pelo seu pl acima ou abaixo do pH
do tampé@o para o processo de purificacdo e para obter a concentracao de proteina

utilizou-se seu coeficiente de extingdo molar pela lei de Beer-Lambert (GRIMSLEY &
PACE, 2003).

3 https://web.expasy.org/protparam/
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Figura 11: Mapa do plasmideo pJexpress401-NS1. O plasmideo contém uma regido marcadora para

resisténcia a canamicina, o gene lacl, origem de replicacdo de alta copia bacteriana, promotor de

transcricdo T5, a regido do operador lac (lacO), o gene da NS1 e o gene para a calda de 6 Histidinas.
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4.2 Transformacéo do plasmideo pJexpress401-NS1

Para a obtencdo de uma concentracdo maior do material genético, adicionou-
se 248 ng de plasmideo pJexpress401-NS1 em 100 uL de células quimicamente
competentes de Escherichia coli de linhagem TOP10. Em seguida, a mistura foi
incubada no gelo por 30 minutos, acondicionada em banho maria, induzindo choque
térmico por 45 segundos a 42 °C, e retornando-se o contetdo ao gelo para incubacao
por mais dois minutos. Entdo, foi acrescido 300 pL de meio de cultura Luria-Bertani

(LB) (protocolo disponivel no Anexo B). As células competentes com o plasmideo
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foram incubadas no shaker por uma hora a 37 °C, centrifugadas um minuto, a 10.000
Xg, e ressuspensas em 50 pL de meio de cultura LB. A cultura foi plaqueada em placa
de Petri contendo 20 mL de meio de cultura LB com agar (Anexo B) com 50 p/mL de
canamicina. As placas foram incubadas overnight & 37°C.

Apoés o crescimento, colbnias isoladas de bactéria foram escolhidas da placa
de Petri e incubadas em meio LB com 50 p/mL de canamicina overnight no shaker a
37 °C para a purificagcao dos plasmideos utilizando Spin Miniprep Kit (Qiagen®). Apos
0 miniprep, os plasmideos purificados foram estocados em -20 °C.

Para o teste de inducdo da expressdo da proteina NS1, o plasmideo foi
transformado em E. coli, linhagem Rosetta-Gami 2 (DE3), por choque térmico e a
cultura foi plaqueada em placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura LB,
contendo 50 p/mL de canamicina e 34 pg/mL de clorafenicol, 12,5 pg/mL de
tetraciclina e 50 pg/mL de estreptomicina, e incubada em estufa overnight a 37 °C.
Apods o periodo para formacao das colbnias na placa, pegou-se colénias isoladas da
placa de Petri e inoculou-se em 5 mL de meio LB, com os antibiéticos, para a
incubacdo a 37 °C overnight, sob agitacdo de 100 rpm. Terminado a incubacao

overnight, estocou-se as culturas com adi¢ao de glicerol em freezer -80 °C.

4.3 Teste deinducdo da expressao da proteina NS1 em Rosetta-Gami 2 (DE3)

Devido a linhagem ter resisténcia a muitos antibiéticos, fez-se o teste de
combinac¢des de antibioticos para verificar uma melhor condicdo da expressao da
proteina NS1 mantendo-se apenas a canamicina, pois o plasmideo tem o gene de
resisténcia a este antibidtico. O estoque contendo as culturas de bactérias de
linhagem Rosetta-Gami 2 (DE3) foi inoculado em 10 mL de meio LB liquido, contendo
50 wW/mL de canamicina e 34 pg/mL de clorafenicol, 12,5 pug/mL de tetraciclina e 50
png/mL de estreptomicina, a 37 °C em agitacdo de 100 rpm overnight e transferidas
para 50 mL de meio de cultura LB com as combinacdes de antibittico: (1) 50 u/mL de
canamicina e 34 pug/mL de clorafenicol, 12,5 pg/mL de tetraciclina e 50 pg/mL de
estreptomicina; (2) somente 50 pg/mL de canamicina; (3) 50 pg/mL de canamicina e
34 pg/mL de clorafenicol; (4) 50 pug/mL de canamicina, 50 pug/mL de estreptomicina e
12,5 pg/mL de tetraciclina; (5) 50 pg/mL de canamicina e 12,5 pg/mL de
estreptomicina; (6) 50 pg/mL de canamicina e 12,5 de tetraciclina e (7) 50 pug/mL de

canamicina, 34 pg/mL de clorafenicol e 12,5 pg/mL de estreptomicina. A cultura foi
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encubada a 37 °C até atingir a D.O de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm e,
entdo, as culturas foram induzidas com 0,3 mM de IPTG por 4 horas em 37 °C e 100
rpm de agitacao. Coletou-se aliquotas antes e depois da indugdo para verificagdo do
resultado em SDS-PAGE a 15%.

4.4 Inducdo de expressao da proteina NS1 em larga escala

Os inoculos das culturas de pJexpress401-NS1 em Rosetta-Gami 2 (DES3)
foram incubados a 37 °C em agitacdo de 100 rpm overnight e a cultura foi transferida
para 2 L, mantendo-a incubada a 37 °C com agitacao de 100 rpm até atingir a D.O de
0,6 (600 nm). Entao, as culturas foram induzidas com 0,3 mM de IPTG por 4 horas a
37 °C em agitacdo de 100 rpm. Posteriormente as 4 horas, a amostra foi centrifugada
a 4000 xg por 50 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet de 2 L de cultura

foi armazenado no freezer -80 °C.

4.5 Preparacdo da amostra para purificacéo

O pellet obtido, a partir da inducdo de 2 L de cultura de células, foi
ressuspendido em 40 mL de tampéao de lise (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de
NaCl e 1 mM de BME) para cada 1L de pellet, e 10 pL de inibidor de protease (Sigma-
aldrich® Protease Inhibitor Cocktail) para cada 100 mL de cultura pelletada. Apos
ressuspendida, a amostra foi sonicada (700 W QSONICA SONICATORS Q700,
QSONICA, LLC, Newtown, CT, USA) por seis minutos (em pulsos, dois segundos ON
e um segundo OFF, 32 W). Em seguida, a amostra foi centrifugada por 40 minutos a
28.000 xg (4 °C) e filtrada com filtro de 0,45 um.

4.6 Purificagcdo da proteina NS1 por cromatografia de afinidade em sistema
AKTA

O sobrenadante filtrado foi submetido a cromatografia por afinidade em sistema
AKTA Purifier (GE® Healthcare Life Sciences), sendo aplicado em um fluxo constante
de 0,5 mL/min, em coluna com resina de afinidade por histidina HiTrap™ (GE®
Healthcare Life Sciences) regenerada com cobalto (0,1 mM de Cloreto de cobalto) e
equilibrada com tampao de equilibrio (50 mM de Tris-HCI, 1200 Mm de NaCl; 1 mM de
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BME e 5 mM de imidazol). ApGs ser aplicada toda a amostra, lavou-se a resina com
tampéo de purificacdo (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de NaCl e 1 mM de BME)
variando a concentragcao em 10, 20, 30, 40, 50, 80 e 100 mM de imidazol para a
remocao de contaminantes restantes ainda interagindo com a resina e eluicdo da
proteina. As fracdes coletadas foram analisadas por SDS-PAGE 15% para verificacao

do resultado da cromatografia.

4.7 Purificacdo da proteina NS1 por cromatografia de exclusdo molecular em
sistema AKTA

A fracdo em que a proteina NS1 foi eluida na cromatografia de afinidade foi
concentrada por centrifugacdo a 2500 xg (4 °C) em filtro Amicon Ultra para centrifuga
(Merck Millipore®), com membrana de celulose de 3 kDa e centrifugada por dois
minutos a 10.000 xg.

Como a amostra ainda continha contaminantes, realizou-se uma segunda
purificagéo por cromatografia de exclusdo molecular, em coluna Superdex 75 10/300
GL (GE Healthcare) equilibrada com tamp&o contendo tampé&o PBS pH 7,4 (Anexo C)
e 2 mM de DTT. A amostra foi aplicada com um fluxo constante de 0,3 mL/min e eluida
em fragdes de 300 pL. As fragdes coletadas foram analisadas por SDS-PAGE a 15%

para verificagdo do resultado da cromatografia.

4.8 Caracterizacdo dos flavonoides e quantificacao de proteina por medidas

espectrofotométricas

Os flavonoides utilizados neste trabalho foram comprados da empresa SIGMA,
sendo eles a miricetina e o kaempferol, ja a morina e a morina penta acetilada, foram
fornecidos pelo prof. Dr. Luis Octavio Regasini, do Departamento de Quimica e
Ciéncias Ambientais (IBILCE/UNESP).

Para a determinacdo da concentracdo dos ligantes, usou-se o valor de
coeficiente de absortividade molar para a miricetina de €378nm = 20.400 M-lcm™ (GRIEP
et al.,, 2007), para o kaempferol, morina e morina penta-acetilada, os valores dos
coeficientes foram determinados. Para isto, a miricetina e o kaempferol foram
dissolvidos em EtOH e, a morina e morina penta-acetilada foram solubilizados em
DMSO.
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Para calcular o coeficiente de absortividade molar do kaempferol, morina e
morina penta-acetilada, uma quantidade de massa dos ligantes foi diluida em volume
especifico para determinar a concentracdo do estoque. Com o valor das massas
molares, determinou-se a concentracdo do estoque diluido pela relacéo:

o = m(g)
7 MM(g/mol) x V(L)

(30)

onde m(g) é a massa de cada composto em gramas, diluida num volume V (em litros)
e MM é a massa molar de cada composto.

As concentracgOes estoques dos ligantes foram 7 mM para a miricetina, 3,5 mM
para o kaempferol, 14,6 mM morina penta-acetilada e 6,6 mM para a morina. diluiu-se
uma determinada massa dos ligantes em dimetilsulfoxido (DMSO) ou EtOH.

A espectroscopia de absorcao foi usada para determinar a concentragdo da
amostra de proteina e o coeficiente de absortividade molar da solucao estoque dos
ligantes. Os espectros de absorcdo na faixa ultravioleta e visivel (UV/Vis) foram
obtidos em espectrofotdmetro BioMate™ 3S (ThermoFisher®) em cubeta de 1 cm de
caminho o6ptico.

Aliquotas dos flavonoides diluidos em DMSO foram titulados, e coletou-se 0s
espectros para cada volume titulado na faixa UV/Vis no comprimento de onda de 240
nm a 500 nm, em 25 °C. A concentracdo dos ligantes no DMSO foi determinada pela

relacéo:

AV)

c(solugdo) = ¢, (V AV
0

(31)

onde AV é o incremento de volume da titulacdo de ligante, ¢, € a concentracdo do
estoque dos ligantes e V,, o volume de DMSO na cubeta.

Para a determinacdo dos coeficientes de absortividade molar de cada
composto, usa-se a lei de Beer-Lambert (GRIMSLEY & PACE, 2003):

A = e.l.c(solucio) (32)
A.l
£= —————
AV (33)
€o (VO ¥ AV)

onde A é a absorbancia em determinado comprimento de onda, ¢ coeficiente de
absortividade molar em um determinado comprimento de onda e [ é o caminho 6ptico
da cubeta. Pelo gréfico € versus comprimento de onda, tem-se o valor do coeficiente

de absortividade molar para cada comprimento de onda.



56

Utilizou-se a mesma metodologia para a determinacdo dos coeficientes de
Absortividade molar dos ligantes em tampéao PBS pH 7,4 com 2 mM de DTT e utilizou-
se os valores para filtragem interna nos comprimentos de onda de excitacao e emissao
no experimento de espectroscopia de fluorescéncia. Esta caracterizacdo se faz
necessaria pois o coeficiente de absortividade molar dos compostos muda quando
solubilizados em tampéo e, por isso € necessario recalcula-los para fazer a correcéo
de filtragem interna.

Os espectros de absorcdo da proteina para a determinacdo da sua
concentracdo foram obtidos na faixa UV/Vis na extensdo de 240 nm a 500 nm e
subtraiu-se a linha de base com tampao PBS pH 7,4 com 2 mM de DTT. No calculo
da concentracao da proteina NS1 foi utilizado o valor do coeficiente de extingdo molar
€280=10.220 cm*M1 em 280 nm, estimado pela ferramenta Expasy-ProtParam 4
(GASTEIGER et al., 2005).

4.9 Estrutura secundéria por deconvolucao espectral de CD

As medidas de CD foram realizadas em espectropolarimetro Jasco-810 em 25
°C utilizando-se de uma cubeta com caminho Optico de 0,5 mm. O espectro da
amostra de proteina na faixa de comprimento de onda de 200 a 260 nm foi coletado
com 10 acumulagdes a velocidade de 20 nm/min, com resposta de 2 s e abertura de
fenda de 1,0 nm. A amostra em concentragao de 27,7 pM.

O principio basico envolvido na andlise dos espectros de CD de proteinas para
a estimativa das fracdes de estrutura secundaria é que um espectro de CD da
determinada proteina, 06, , pode ser expresso como uma combinacdo linear de
espectros de estruturas secundarias individuais, entéo:

01 = ZfiOxa (34)
onde f; € a fragdo de estrutura secundaria e 0, ; € 0 espectro padrédo da estrutura
secundéria k.

A andlise do resultado da deconvolucdo foi feita pelo método de CONTIN/LL
(SREERAMA & WOODY, 2000). Com estes dados foi possivel verificar a integridade

da proteina purificada.

4 https://web.expasy.org/protparam/
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4.10 Espectroscopia de Fluorescéncia da NS1 por titulagcdo de flavonoides

para verificacdo de interacao

As medidas de fluorescéncia foram realizadas com espectrofluorimetro 1SS
PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com banho térmico Nestlab RTE-221 (Thermo
Electron Corporation, USA), em cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico. As
medidas foram realizadas nas temperaturas de 292 K (19 °C) e 310 K (37 °C) com
excitacdo em 295 nm e emissao entre 305 e 500 nm e abertura da fenda em 0,5 mm
na excitacao e 1,0 mm na emisséao.

Os ligantes foram diluidos em um estoque de modo que, para cada titulacéo
fosse obedecida a razdo 0,1 entre as concentracBes de proteina e ligante. Para a
miricetina, a concentracdo estoque foi de 1,5 mM para a concentragéo de 5,6 uM de
proteina NS1, 0,99 mM de kaempferol para a concentracdo de 5,2 uM de proteina
NS1, 0,943 mM de morina penta-acetilada para 5,6 uM de proteina NS1 e 1,1 mM de
morina para 5,7 uM de proteina NS1. A concentragdo da solucdo estoque de cada
ligante e a amostra de proteina em tampdo PBS pH 7,4 com 2 mM de foram
determinadas por UV/VIS.

A interacdo entre a NS1 e os flavonoides foi realizada por meio de titulacdes
dos ligantes na cubeta contendo a proteina. Os dados da interacao da proteina com
os flavonoides foram posteriormente analisados pela relacdo de Stern Volmer
(LAKOWICZ, 2006) e, pelo Método de duplo log descrito no item 2.5 (FEROZ et al.,
2015).

4.11 Simulac&do de DM da proteina NS1 e docking molecular dos complexos

Devido ao fato de a estrutura da proteina NS1 depositada no banco de dado
PBD (5VJ2) ser uma estrutura cristalogréafica (Figura 12), a flexibilidade estrutural da
proteina em solucéo foi explorada a partir de uma simulacéo de DM de 100 ns, pois a
estrutura resolvida da proteina por cristalografia foi obtida em condicfes extremas de
salinidade e solvatacdo para formacdo de um cristal com a molécula de proteina
rigida, sendo a composic¢éo do tamp&o utilizado contendo 100 mM de MES pH 6,1,
1,5 mM sulfato de amonio e 10% de dioxano (PDB 5VJ2°).

5 https://lwww.rcsb.org/pdb/explore/materialsAndMethods.do?structureld=5VJ2
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E possivel observar pela estrutura resolvida da proteina NS1 que o triptofano
esta em uma cavidade na superficie da proteina (Figura 12) préximo a a-hélice no C-
terminal que € descrito como uma regido conservada e flexivel, podendo ser uma
regido importante para a funcao biolégica da proteina (CHATTERJEE et al., 2017).

Foi utilizada as coordenadas da estrutura da proteina NS1 depositada no
arquivo PDB da proteina (5VJ2) e o estado de protonacao dos residuos de lisinas
(Lys), argininas (Arg), glutaminas (GlIn), &cidos asparticos (Asp), acidos glutamicos
(Glu) e histidinas (His) da estrutura foram calculados pelo servidor H++% (GORDON
et al., 2005). O programa VMD (HUMPHREY et al., 1996) foi utilizado para gerar as
figuras e analises da simulacéo de DM. A proteina foi modelada com o campo de forca
GROMOS54A7 (SCHMID et al.,, 2011) e o modelo de &gua utilizado foi SPC
(BERENDSEN et al., 1981).

Figura 12: Representagdo em cartoon e superficie da estrutura cristalografica da proteina NS1 depositada no PDB 5CJ2. A
proteina esta em azul marino com mostrando o triptofano (cian) em stick, o N-terminal estd em vermelho e o C-terminal esta
em verde lim&o. Figura gerada utilizando ferramenta PyMol (DELANO, 2002).

FONTE: Elaborado pelo autor

A estrutura da proteina NS1 obtida por cristalografia (CHATTERJEE et al.,
2017) foi utilizada nas simulacdes de dindmica molecular, colocando-a no centro de
uma caixa cubica de 100 A de aresta solvatada por uma solucéo de 150 mM de NaCl

em agua e, o estado de protonacao de residuos ionizaveis foi ajustado de acordo com

6 http://biophysics.cs.vt.edu/
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os resultados do servidor H++, considerando um pH 7,4. Condi¢cbes de contorno
periodicas foram utilizadas e as simulacfes foram realizadas em ensemble NPT,
mantendo o sistema em 301 K (28 °C) e 1,0 bar usando um termostato Berendsen
modificado (1:=0,1 ps) e barostato Parrinello-Rahman (1p =2,0 ps e compressibilidade
=4,510° bar?).

Um valor de corte de 12 A foi utilizado para ambos potenciais de Lennard-Jones
e Coulomb e as interacdes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas utilizando
o algoritmo Particle Mesh Ewald (PME). Na simulagédo de DM um passo de tempo de
2,0 fs foi utilizado e todas as ligacGes covalentes envolvendo atomos de hidrogénio
foram restringidas para suas distancias de equilibrio. Um algoritmo de minimizacéo de
gradiente conjugado foi utilizado para relaxar a superposicdo de atomos gerada no
processo de construcdo da baixa que contém o sistema molecular. A minimizacéo de
energia foi realizada com um integrador de steepest descent e algoritmo de gradiente
conjugado, usando 1000 k J mol* nm* como critério de forca maxima. Foi realizado
uma simulacédo de DM de 100 ns para aquisi¢do de dados e uma analise de cluster foi
realizada para os 10 ns finais da simulagéo.

A estrutura da proteina NS1 de maior cluster apés a DM foi utilizada para o
docking molecular com os ligantes miricetina (Molid 340681), kaempferol (Molid
340679) e morina (Molid 339713) do banco ATB (STROET et al., 2018). A morina
penta acetilada foi submetida ao ATB para ser calculado o arquivo de topologia e 0
arquivo PDB, que foram depositados com o Molid 354073.

Utilizou-se a ferramenta AutoDockTools (ADT) (SANNER, 1999) para preparar a
proteina NS1 e os ligantes e foi gerado mapa grid com espacamento de 0,375 A e
dimenséo de 126 x 126 x 126 pontos pelo programa AutoGrid 4.2.6 (MORRIS et al.,
1998) centrado na proteina NS1. O programa AutoDock 4.2.6 (MORRIS et al., 1998)
foi empregado para estudar o local de ligacdo entre a NS1 e os ligantes, aplicando o
algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para minimizagdo, com o numero de
avaliacdes de energia de 25 milhdes, o tamanho da populacao foi de 250 e a tolerancia
do RMSD de 2 A. Para a simulagdo de docking molecular, foram consideradas
posi¢des iniciais aleatorias em toda a superficie da proteina e orientacfes aleatorias
para cada ligante gerando 100 conformacdes diferentes cada um. A representacao
estrutural foi preparada usando PyMol (DELANO, 2002) e o mapa de interacdo foi
calculado usando programa LigPlot v 1.4 (WALLACE et al., 199).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisicos e quimicos fornecidos pela ferramenta ProtParam

A proteina NS1 possui 139 residuos de aminoacidos e foram adicionados 6
residuos de His no seu C-terminal, formando a His-tag, totalizando 145 aminoacidos.
A proteina NS1 possui apenas um residuo de triptofano e quatro residuos de cisteina,
massa molecular de aproximadamente 16 kDa, ponto isoelétrico teérico (pl) de 6,33 e
coeficiente de extingdo molar de 10.220 cm*M* (Quadro 2). O pl foi utilizado para a
determinacdo do pH dos tampdes utilizados na purificacdo, que determinam a
estabilidade da proteina e sua carga, o coeficiente de extingdo molar foi utilizado para
o0 célculo de concentragdo das amostras de proteina.

Quadro 2: Pardmetros da proteina NS1 gerados pela ferramenta ProtParam.

Numero de aminoéacidos 145 (139+6)
Massa molecular ~16 kDa
pl tedrico 6,33
Coeficiente de extingdo molar 10.220 cmM?

FONTE: Elaborado pelo autor.

5.2 Teste de inducdo da expressao da proteina NS1

O teste de inducédo variando os antibiéticos (Figura 13) indicou que a melhor
combinacdo de antibiéticos uma inducdo mais satisfatoria da expressédo da proteina
NS1 foi a com 50 yg/mL de canamicina, 34 ug/mL de clorafenicol e 50 ug/mL de
estreptomicina, a banda correspondente a proteina NS1 esta destacada no SDS-

PAGE gue mostra a expressao de uma proteina de 16 kDa. (Figura 13.C).
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Figura 13: SDS-PAGE a 15% corado com Coomassie brilliant blue R250 com o resultado do teste de
inducéo da expresséo da proteina NS1 com diferentes combinagdes de antibiéticos. (A) MW (marcador
de massa molecular), antes (A.l) e depois (D.l) da inducéo da cultura contendo todos os antibiéticos
(2). (B) Antes (A.l) e depois (D.l) da inducédo da cultura contendo somente canamicina (2); canamicina
e clorafenicol (3); canamicina, estreptomicina e tetraciclina (4), seguido do MW. (C) MW seguido de
antes (A.l) e depois (D.l) da indug&o da cultura contendo canamicina e estreptomicina (5); canamicina
e tetraciclina (6) e canamicina, clorafenicol e estreptomicina (7). Banda indicada em vermelho
correspondente a melhor condicéo para inducéo da proteina NS1 (~16 kDa).
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5.3 Purificacdo da proteina NS1 por cromatografias de afinidade e exclusao

molecular

A proteina foi expressa (Figura 14.A) e apos a lise, observou-se que uma parte
das proteinas estavam na fracdo insoluveis (Figura 14.B). A fracdo soluvel submetida
as etapas de purificacdo por cromatografia de afinidade mostraram que a proteina foi
eluida na fragdo com tampéao de purificagdo (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de
NaCl e 1 mM de BME) contendo 80 mM de imizazol (Figura 14.C).

ApoGs realizada a concentracdo destas fracfes pode-se verificar que ainda
existia contaminantes na amostra (Figura 15.B), entdo a amostra foi submetida a uma
segunda purificagcéo por exclusdo molecular, pois a amostra advinda da cromatografia
de afinidade ainda apresentavam contaminantes (Figura 15.C) e, com as elui¢cdes
subsequentes, a proteina NS1 foi obtida pura (Figura 15.D). E possivel verificar que
a proteina NS1 é eluida pura a partir de 12 mL, ap0s a injecdo da amostra, até 14,5
mL de volume de elui¢cdo (Figura 15.A).

A proteina NS1 foi produzida com concentracdo de 33 uM, esta quantificacao
foi obtida utilizando a lei de Beer-Lambert (GRIMSLEY & PACE, 2003).
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Figura 14: SDS-PAGE a 15% corado com Coomassie brilliant blue R-250 da purificacdo por
cromatografia de afinidade. (A) MW, antes (A.l) e ap0ds (D.l) a indugdo da expresséo da proteina NS1
em Rosetta-Gami 2 (DE3). (B) Fragéo insolavel (P), fragao solGvel (S), MW, Flow through (F1, F2 e F3),
lavagem com 20 mM de imidazol (1 e 2). (C) Lavagem com 40 (3 e 4), 60 (5 e 6), 80 (6 e 8), 100 (9) e
200 (10) mM de imidazol no tampé&o de purificagédo. A banda no SDS-PAGE correspondente a proteina
induzida esta destacada com a seta vermelha e a banca correspondente a elui¢cdo da proteina NS1 na
cromatografia de afinidade esta destacada.
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Figura 15: SDS-PAGE a 15% corado com Coomassie brilliant blue R-250 da purificagdo por
cromatografia de exclusédo molecular. (A) Cromatograma da eluicdo da proteina NS1 entre 12 e 14,5
mL, destacada em vermelho. (B) MW e amostra, eluida com tampao de purificagéo contendo 80 mM
de imidazol, apés concentragdo. (C-D) MW, fracGes de eluicdo da proteina NS1, sendo obtida a
proteina NS1 pura entre 12 e 14,5 mL, correspondendo as fragdes entre as colunas 5 e 12 do SDS-
PAGE (D).
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FONTE: elaborado pelo autor

5.4 Determinacao da fracdo de estruturas secundarias de proteina por CD

Os espectros de CD da proteina NS1 a 25 °C mostram que a estimativa de
estrutura secundaria é constituida pelas seguintes fragfes: 15% de a-hélice, 31% de
folha-B, 54% de voltas e estruturas aleatérias (Figura 16), segundo a andlise de
deconvolucdo espectral realizada pelo método de CONTIN/LL (SREERAMA &
WOODY, 2000).

Comparado com a estrutura cristalografica (CHATTERJEE et al., 2017), a
estimativa da estrutura secundaria por dicroismo circular difere pela diminuigéo de a-

hélice e folha B, de 24 para 15 % e de 47 para 31%, respectivamente, e um ganho de
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estruturas aleatoérias e voltas, de 29 para 54%. Essa divergéncia pode ter ocorrido
devido ao fato de que as condi¢cbes de solvatacdo da amostra da proteina utilizada
para a cristalografia foram em tamp&o contendo 100 mM de MES pH 6,1, 1,5 mM
sulfato de amonio e 10% de dioxano (PDB 5VJ27). Além disso, a baixa hidratacédo da
proteina pode contribuir para a formagao de estruturas secundarias de folha (3, ja que
as moléculas de agua podem afetar ndo apenas a estabilidade da estrutura
macromolecular, mas também processos de sua transicdo de fase e cristalizacédo
termodinamica (HU et al., 2008).

Figura 16: Espectro de dicroismo circular da proteina NS1. O espectro de CD da proteina obtido
experimentalmente esta representado pelos circulos pretos e o ajuste da curva utilizando programa
CONTILL. A concentracao da proteina foi de 27,7 yM em tampéo PBS com 2 mM de DTT. Sendo
CDexp os resultados obtidos experimentalmente e CDcalc os dados ajustados pelo CONTILL.
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FONTE: elaborado pelo autor.

Comparando com a estrutura obtida pela analise de cluster da dinamica

molecular, as estimativas de estruturas secundaria estao proximas (Tabela 1), sendo

7 https://lwww.rcsb.org/pdb/explore/materialsAndMethods.do?structureld=5VJ2


https://www.rcsb.org/pdb/explore/materialsAndMethods.do?structureId=5VJ2

66

gue os parametros para a dinamica foram os mesmos utilizados experimentalmente,
sugerindo uma flexibilidade estrutural da proteina NS1 em diferentes condicdes de

solvatacdo e temperatura.

Tabela 1: Estimativa da estrutura secundaria da proteina NS1 por CD comparada com as estimativas
da estrutura resolvida por cristalografia (CHATTERJEE et al., 2017) e com a estrutura clusterizada pela
dindmica molecular.

Amostra Estruturaresolvida Dinamica

obtida por cristalografia molecular
a-hélice 15% 24% 23%
folha-B 31% 47% 27%
Estruturas aleatorias e voltas 54% 29% 50%

FONTE: elaborado pelo autor.

5.5 Dinamica Molecular da proteina NS1

Os valores de RMSD dos atomos da cadeia principal da proteina séo reportados
como funcao do tempo de simulacdo (Figura 17.A) e alcanca valores estaveis logo
apos o inicio da simulacdo. A estrutura tridimensional pela cristalografia e a
clusterizada de dinamica molecular foram comparadas (Figura 17.B). A partir da
Figura 17.B é possivel observar que a estrutura da proteina obtida da simulacao de
DM possui uma mudanca na posi¢ao da a-hélice proxima ao C-terminal da proteina.
A proteina apresentou 23% de a-hélice, 27% de folha-B e 50% de estruturas
aleatorias, e a estrutura cristalizada apresentava 24% de a-hélice, 47% de folha-§ e
29% de estruturas aleatérias, pelo PyMol, indicando que houve uma diminuicdo de
estruturas folha-8 e um aumento de estruturas aleatérias.

Este resultado sugere uma flexibilidade da proteina NS1, j& que varia sua
conformacao estrutural de acordo com temperatura e solvatacdo, considerando que
para a dindmica as condi¢cfes de contorno, como temperatura e concentragdo salina,
foram as mesmas das analises experimentais.

Além disso, como proposto por CHETTERJEE et al. (2017), a a-hélice proxima ao
C-terminal é uma regido conservada indicando possivelmente flexivel e que pode ter
uma funcdo bioldgica. Esta regido, pelo resultado obtido na DM, pode variar sua
posicdo, como visto na Figura 17.B, corroborando com os indicios de poder ser uma

regido importante na interagdo com outras moléculas.
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Figura 17: Avaliacdo da dindmica molecular da proteina NS1. (A) RMSD dos atomos da cadeia
principal da proteina NS1. (B) Estrutura tridimensional da proteina NS1 do modelo cristalografico (azul
marinho) (PBD 5VJ2) e a estrutura obtida pela analise de cluster pela DM (violeta) onde é possivel
visualizar a mudanga na posi¢ao da a-hélice préxima ao C-terminal e a variagédo nas regides de fita-3
sendo regido de estruturas aleatérias apdés a DM. O N-terminal (N-ter) da proteina NS1 esta em
vermelho e o C-terminal (C-ter) em verde lim&o nas estruturas cristalogréaficas e obtida pela DM.
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5.6 Determinacao do coeficiente de extincdo molar de flavonoides

Os espectros caracteristicos com os valores de coeficiente de absortividade
molar para cada ligante estdo mostrados na Figura 18. Os coeficientes calculados
foram de 20.395 M-lcm™ (em 367 nm) para o kaempferol, 9.254 M-icm* (em 299 nm)
para a morina penta-acetilada e 11.291 M*cm™ (em 358 nm) para a morina. Para a
miricetina utilizou-se o coeficiente de extingdo molar da literatura, 20.400 M-1cm (em
378 nm). Entao, titulou-se os ligantes em tampéao PBS pH 7,4 com 2 mM de DTT para

se obter o espectro caracteristico no tampao (Figura 19).
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Figura 18: Espectro caracteristico do coeficiente de absortividade dos flavonoides. Destacado
nos espectros estao os coeficientes utilizados para cada ligante, sendo, morina (azul), morina

penta-acetilada (violeta) e kaempferol (verde oliva).
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Figura 19: Espectro de coeficiente de absortividade molar em tamp&o PBS pH 7,4 e 2 mM de DTT dos
flavonoides miricetina, kaempferol, morina e morina penta acetilada.Sendo utilizados os coeficientes
de extingdo molar no comprimento de onda de 295 para a filtragem interna da excitacéo de 8.080 M-
lemt (miricetina), 10.364 M-icm (kaempferol), 6.519 M-lcm (morina) e 6.442 M-*cm' (morina penta
acetilada), e para a emissao os coeficientes de 9.629 M-lcm (320 nm) para a miricetina, 9596 M-lcm-
1 (322 nm) para o kaempferol, 5.876 M-lcm-! (320 nm) para a morina e 5.755 M-1cm* (320 nm) para a
morina penta acetilada.
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FONTE: elaborado pelo autor.

5.7 Supresséo de Fluorescéncia da NS1 pela Morina

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia da NS1 pela adicdo de
ligante, a concentracdo da proteina foi considerada constante, pois o aumento do
volume apos as titulacdes foi da ordem de 1-2%. A concentracdo de miricetina variou
de 0 a 10,9 pM na solugdo com incrementos de 0,55 uM em cada titulagéo (Figura
20.A). A concentracdo de kaempferol variou de 0 a 7,4 pM na solugdo com
incrementos de 0,37 uM (Figura 20.B). A concentragéo da morina variou de 0 a 10,9
MM na solucdo com incrementos de 0,55 pM (Figura 20.C). Para o experimento com
a morina penta-acetilada, a concentragao variou de 0 a 11,2 pyM na solugdo com

incrementos de 0,56 uM (Figura 20.D).
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A amostra da NS1 foi excitada em 295 nm, em que, somente o residuo de
triptofano (Tpr90) é excitado (LAKOWICZ, 2006), e a supressao da fluorescéncia
mostra que a emissao da NS1 na auséncia e na presenca dos ligantes, registrada de
305 a 500 nm nas temperaturas de 292 e 310 K, diminui com o aumento da
concentracdo dos flavonoides na solucdo. Esses resultados indicam que os
flavonoides interagem nas proximidades do triptofano (Tpr90), havendo formacéao de
complexo NS1-ligante (Figura 20) (LAKOWICZ, 2006).

Figura 20: Espectro de emiss@o normalizado do complexo NS1-ligante em 292 K. (A) Supressédo da
fluorescéncia da proteina NS1 ([NS1]: 5,6 uM) pela titulagdo de miricetina ([L]: 0-10,9 uM). (B)
Supressao da fluorescéncia da proteina NS1 ([NS1]: 5,2 yM) pela titulagdo de kaempferol ([L]: 0-7,4
pMM). (C) Supresséo da fluorescéncia da proteina NS1 ([NS1]: 5,7 uM) pela titulagdo de morina ([L]: O-
10,9 uM). (D) Supresséo da fluorescéncia da proteina NS1 ([NS1]: 5,6 uM) pela titulagdo de morina
penta-acetilada ([L]: 0-11,2 uM). O espectro do tampao esta em pontos.
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FONTE: elaborado pelo autor.

Nos intervalos de concentra¢gdes investigados para os ligantes, os resultados
de supressédo de fluorescéncia nas temperaturas de 292 K (19 °C) e 310 K (37 °C)
estdo em coeréncia com a equacao de Stern-Volmer, equacéo (9), apresentando uma

dependéncia linear (Figura 21). Os valores obtidos para as constantes de Stern-
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Volmer para a morina, aumentam com o aumento da temperatura, assim como para
a morina penta acetilada. Ja para o kaempferol e miricetina, os valores da constante
de Stern-Volmer pouco se alteram, sendo que para o kaempferol, os valores das
constantes de Stern-Volmer sdo os maiores entre os flavonoides estudados (Tabela
2).

Em geral, pode-se dizer que para a morina e morina penta acetilada, o aumento
da temperatura favoreceu a interacéo, pois as constantes de Stern-Volmer aumentam
com o aumento da temperatura. Embora para a miricetina e o kaempferol ndo tenha
tido uma variacao significativa na constante em relacdo a temperatura, o valor da
constante para o kaempferol foi o maior, sugerindo que esta molécula teve mais
acesso ao Triptofano e/ou possa ter acesso a um bolséo enterrado da proteina mesmo

em temperaturas mais baixas.

Figura 21: Grafico de Stern-Volmer para a supressé@o de fluorescéncia da NS1 pela formacédo de
complexo com ligantes em 292 e 310 K.
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Tabela 2: Constantes de supressao de Stern-Volmer (ksv) do complexo NS1-ligantes em 292 e 310K.

R > 0,99.
Ligante Temperatura (K) Kgy (10* MY R*
miricetina 292 3,2 0,991
310 3,4 0,993
kaempferol 292 7,9 0,998
310 8,1 0,999
Morina 292 2,7 0,997
310 3,8 0,999
Morina penta-acetilada 292 2.9 0,999
310 4,3 0,997

*R é a constante de correlacdo. FONTE: elaborado pelo autor.

Figura 22: Gréafico de duplo-log para a supresséo de fluorescéncia da NS1 pelos flavonoides em 2
temperaturas. As retas em preto representam os melhores ajustes lineares para a interagdo do
complexo NS1-ligante. Nos insertos de cada grafico de duplo-log esta o grafico de van’t Hoff para cada

ligante.
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A dependéncia é linear no grafico de duplo-log para a supressdo de
fluorescéncia da NS1 na presenta de ligantes (Figura 22), sendo a inclinacéo da reta
igual ao numero de ligantes por sitio de ligacdo (n) e o intercepto com a ordenada
igual ao valor de n log (kp). As andlises da interacdo da NS1 com os flavonoides
mostram que k, é da ordem de 10* M e o n é de aproximadamente 1,0, podendo
considerar como um ligante por proteina. Sendo o valor aproximando de n para cada
ligante de 0,85 para o complexo NS1-miricetina, 0,9 para o complexo NS1-kaempferol,
0,9 para o complexo NS1-morina de e 1,0 para o complexo NS1-morina penta-
acetilada (Tabela 3).

A constante de ligagdo ao kaempferol apresentou os maiores valores
comparados com 0s outros ligantes enquanto que a morina apresentou 0s menores
valores da constante de ligacdo (Tabela 3). A morina e a morina penta-acetilada
apresentaram uma maior variacdo da constante de ligacdo com o aumento da
temperatura. Para o kaempferol, a tendéncia de pouca variacdo dos valores de Kp
com o aumento da temperatura (19 — 37 °C) sugere que a ligacdo € termicamente
mais estavel. Em geral, a ordem da afinidade dos flavonoides para a proteina de
acordo com a constante de ligacdo (kn) em 37 °C é kaempferol>morina penta
acetilada>morina=miricetina.

Para todos os flavonoides utilizados neste estudo, a constante de ligacao foi do
tipo moderada (10* M1), pois néo é fraca para ndo ocorrer a ligacdo e nem forte para
ocorrer a complexacéao definitiva. A constante de ligacdo sendo moderada mostra uma
caracteristica importante para perturbar interagdes intermoleculares em parceiros da
NS1 nas vias da resposta imunoldgica, como por exemplo, pode-se supor que quando
a NS1 interage com o flavonoide e isso pode impedir, momentaneamente a proteina
de bloquear as vias do IFN-a, e logo desassociem-se para que o flavonoide possa ser
complexado por outras proteinas NS1.

Entretanto, com os estudos realizados neste trabalho, ndo € possivel saber se a
constante de ligacdo do tipo moderada seria suficiente para inibir ou bloquear a
atuacao da proteina NS1 na via de inducéo de IFN ou se seria hecessario uma ligacao
mais forte para ocorrer a complexacao definitiva do ligante ao sitio de ligacdo da
proteina NS1.
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Tabela 3: Valores das constantes de ligacdo (kp) € nimero de ligantes por sitio de interacao
(n) para as temperaturas de 292 e 310K. R > 0,99

Ligante Temperatura (K) n k;,(10* MY)
miricetina 292 0,85 3,35
310 0,86 3,91
kaempferol 292 0,89 10,59
310 0,91 11,07
Morina 292 0,82 2,65
310 0,95 4,40
Morina penta-acetilada 292 0,96 3,28
310 1,08 5,36

FONTE: elaborado pelo autor.

Relacionando os resultados da supresséo de fluorescéncia com as estruturas
dos ligantes estudados, observa-se que o kaempferol é o ligante com a menor
quantidade de grupo OH (4 grupos), e pode-se presumir que € o ligante com a menor
solvatacdo e, consequentemente, mais susceptivel a interagir com a proteina mais
significativamente (NAFISI et al., 2008), o que pode justificar o kaempferol ser o ligante
com os maiores valores da constante de Stern-Volmer Ksy = (7,9-8,1) 10* M! e da
constante de ligacdo kp = (10,59-11,07) 10* M1, entretanto, pela variagdo de Ksy ser
pequena, sugere-se que o ligante tem pouca mobilidade no sitio.

Outro indicio deste fato, é que para a morina (5 grupos OH) e a miricetina (6
grupos OH), os valores médios de Ksy possuem pouca variagdo de uma para a outra,
sendo de (2,7-3,8) 10*M* e (3,2-3,4) 10* M1, respectivamente.

Porém, comparando as variacdes das constantes de ligacao (kv), (2,65-4,40)
10* M1 para a morina e (3,35-3,91) 10* M para a miricetina, os resultados mostram
gue a morina possui uma afinidade um pouco maior com o sitio de ligacédo da proteina
do que a miricetina. O fato de os dois ligantes terem grupos OH em posic¢des diferentes
no anel benzénico B pode ter interferido na ligacdo e, consequentemente, terem tido
uma constante de ligagdo mais baixa, ja que a posi¢cdo desses grupos pode interferir
na posicao de interacdo dos ligantes ao sitio de ligacdo da proteina, aumentando a
afinidade ou diminuindo-a.

Com relagéo aos grupos acetilados, a constante de Stern-Volmer da interacao
com a morina penta-acetilada foi a de maior variagdo com o aumento da temperatura

entre os ligantes, sendo Ksy = (2,9-4,3) 10* M1, j& a constante de ligacéo ky = (3,28-
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5,36) 10* M1, sugerindo que as 5 acetilacdes favoreceram a interacdo do ligante com
a proteina mais que a morina e miricetina.

Além disso, 0 aumento da temperatura favoreceu a interacdo para todos os
flavonoides, podendo ser devido ao fato de o aumento da temperatura expds o
triptofano para a interacdo com os flavonoides ou por mudancas estruturais na
proteina ou, até mesmo, por mudanca na posicdo de alguma regido da proteina
enterrando o triptofano para o seu interior.

Embora as acetilagdes ndo influenciaram significativamente a interagdo com a
proteina NS1, essas modificacbes podem ser benéficas por poderem melhorar a acdo
antiviral e facilitar a absor¢cdo do composto no organismo pelas acetilacdes facilitarem
a passagem por membranas celulares ou até, mesmo protegerem a molécula de
sofrerem reacfes metabdlicas (SANTOS et al., 2003; GUSDINAR et al., 2011).

5.8 Parametros termodinamicos da interacdo da NS1 com flavonoides

Os parametros termodinamicos para o complexo NS1-ligantes foram
determinados a partir da equacéo de van’t Hoff utilizando as constantes de ligacao k,
para cada temperatura, como mostrado na Tabela 4. Os insertos nos graficos de
duplo-log (Figura 22) mostra os graficos de van’t Hoff para cada ligante, onde a

inclinacdo da reta fornece o valor de AH.

Tabela 4: Valores de 1/T e -RInk;, para as temperaturas de 292 e 310K para o grafico de van’t
Hoff.

Ligante T(K) UT (K1) -RIn ky
Miricetina 292 3,42 103 -20,63
310 3,2310°% -20,94
Kaempferol 292 3,42 103 -22,91
310 3,23 103 -23,00
Morina 292 3,42 10 -20,17
310 3,2310°3 -21,170
morina penta-acetilada 292 3,42 103 -20,59
310 3,2310° -21,56

FONTE: elaborado pelo autor.
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As variacdes de entalpia (AH) a partir da inclinacdo da reta do gréafico de van't
Hoff, insertos na Figura 22, as variagbes de energia livre de Gibbs (AG), equacao
(12), e a variagcédo da entropia (AS), obtida pela equacdo (13), sdo mostradas na
Tabela 5.

Tabela 5: Valores das variacfes da energia livre de Gibbs AG, de entalpia AH e entropia AS.

Ligante T(K) AG (kcalmol®)  AH (kcalmol?)  TAS (kcalmol?)
miricetina 292 -6,02 1,55 7,57
310 -6,49 8,04
kaempferol 292 -6,69 0,44 7,13
310 -7,13 7,57
Morina 292 -5,89 5,03 10,92
310 -6,56 11,59
morina penta-acetilada 292 -6,01 4,88 10,89
310 -6,68 11,56

FONTE: elaborado pelo autor.

Os valores negativos da variacao de energia livre de Gibbs (AG), apresentados
na Tabela 5, indicam que a ligacdo da NS1 com os flavonoides é espontanea. Com o
aumento da temperatura a negatividade da AG aumenta, assim a formacdo do
complexo NS1-ligante é mais favoravel com o aumento da temperatura, sugerindo que
as interacfes sdo entropicamente dirigidas, pois a maior contribuicdo € na variacao
de entropia (AS).

Embora para o kaempferol tenha sido obtido uma energia livre de Gibbs
préxima das energias dos outros ligantes, foi o flavonoide com a menor entalpia, sendo
uma ligacdo de pouco gasto energético.

Uma evidéncia de que a ligacdo entre NS1 e os flavonoides tém mais
contribuicdo hidrofébica, sdo os valores positivos de AS e AH que, pelo balanco
entalpia-entropia, sendo a entropia a principal contribuicdo para a formacao dos
complexos NS1-ligantes.

A hidrofobicidade dos compostos melhora a capacidade de acessar locais
hidrofébicos e interfaces das membranas biol6gicas (ALMEIDA et al., 2004),
facilitando-os entrar nas células, assim como a interagdo com proteinas em regides
hidrofobicas. Essas caracteristicas sdo importantes para ensaios em cultura celular

para uma maior penetracéo do ligante na célula e assim atuar sobre o alvo.
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5.9 Interacao proteina-ligante por docking molecular

A andlise do docking molecular do complexo NS1-flavonoide para a miricetina
revelou um total de 39 clusters de conformacdes, sendo o cluster mais populoso, com
um total de 11 conformacdes, com score de -4,6 (Figura 23.A). Para o kaempferol, foi
obtido um total de 18 clusters de conformacdes, sendo o cluster mais populoso o de
menor score, -6,26, com um total de 18 conformacdes (Figura 24.A). Para a morina,
a analise foi de um total de 21 clusters de conformacdes, sendo o cluster mais
populoso o de menor score, -6,59, com um total de 28 conformacdes (Figura 25.A).
E para a morina penta acetilada, a andlise resultou em um total de 69 clusters de
conformacdes, com o cluster mais populoso com o menor score, -6,44, com um total
de 5 conformacdes (Figura 26.A). Foi considerada a primeira pose do cluster mais
populoso dos ligantes no sitio de interacdo da proteina.

O mapa da interacdo no sitio de ligacdo do complexo NS1-flavonoides foi
realizado pelo programa LigPlot v 1.4 (WALLACE et al., 1995) a partir do docking
molecular da proteina com cada ligante. Para a interacdo com a miricetina, os residuos
Ser63, Asp64, Leull7 e Prol39 (Figura 23.C) estdo envolvidos na ligacdo em
interacBes hidrofébicas com o flavonoide. Os residuos Asn68, Lys112, Phell3,
Serll4, Lys115, Aspll9 e Metl22 (Figura 24.C) estdo envolvidos na ligacdo por
interacdes hidrofébicas com o kaempferol. Os residuos Ala42, Lys43, Ala44, Val45,
lle60, Thrél, Ser62, Lys116, Leul33 e Leul37 (Figura 25.C) estdo envolvidos na
ligacdo em interacfes hidrofobicas com a morina. Ja para a interacdo com a morina
penta acetilada, os residuos Leul6, Val45, Glu9l, Leul33 e Leul37 (Figura 26.C)
estdo envolvidos por interacdes hidrofébicas com o flavonoide.

Os residuos Ser62, Lys116 e Serl18 estdo envolvidos por interacdes de ligacao
de hidrogénio com os atomos de hidrogénio ligados a oxigénios da miricetina com as
distancias de 2,92, 3,09, 2,75 e 2,70 A, respectivamente (Figura 23.B e C). Os
residuos His58, Pro67, Cys66 e Thrl21 estdo envolvidos por interacdes de ligacao de
hidrogénio com os atomos de hidrogénio ligados a oxigénios do kaempferol com as
distancias de 3,12, 2,77, 3,14 e 2,78 A, respectivamente (Figura 24.B e C). Os
residuos Glu91 e Met92 estédo envolvidos por interacdes de ligacdo de hidrogénio com
os atomos de hidrogénio ligados a oxigénios da morina (Figura 25.B e C) em
distancias de 2,80 e 2,96 A, respectivamente. E o residuo Met92 esta envolvido por
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interacOes de ligacdo de hidrogénio com oxigénio da morina penta acetilada (Figura
26.B) com distancia de 3 A.

A andlise do calculo das interagBes demonstra que os contatos hidrofébicos
desempenham um papel importante na estabilidade do complexo. Os resultados
corroboram com os dados experimentais, pois, como ja descrito, a contribuicdo das
interacOes hidrofobicas para a ligacdo proteina-ligante € normalmente considerada
proporcional ao tamanho da superficie hidrofébica enterrada durante a formacao do
complexo (YUNTA, 2016).

Os resultados do docking molecular sugerem que os ligantes formam complexos
com a proteina NS1 na regido da a-hélice proxima ao C-terminal (Figura 23.A, 23.B,
24.A, 24.B, 25.A, 25.B, 26.A e 26.B). CHARLLEJEER et al. (2017), sugerem que esta
a-hélice € uma regido conservada, possivelmente uma regido flexivel e que pode ser
importante para a estabilidade da proteina ou um potencial sitio de interacdes
intermoleculares que sdo necessarias para a funcéo da proteina NS1 (CHATTERJEE
et al., 2017). Os dados obtidos experimentalmente neste trabalho corroboram com
esses indicios, sendo, entdo a formacao do complexo em regides que possam diminuir
a flexibilidade desta regido e assim, perturbar a interacdo da NS1 com outras
moléculas, inativando a funcdo da NS1 no bloqueio da via do IFN. As distancias e 0s
atomos envolvidos nas interacdes de ligacdo de hidrogénio estdo descritas no
APENDICE.

Os resultados obtidos pela fluorescéncia e docking molecular sugerem que 0s
flavonoides estudados podem formar complexo temporario com a proteina NS1 e
atuar como potenciais bloqueadores das interacfes biomoleculares da NS1. Sendo
essas interacdbes em uma possivel regido da proteina que € proposta por
desempenhar interagcbes com moléculas da célula epitelial envolvidas na via de
producao de IFN.

Faz-se necessario estudos envolvendo dinamica estrutural por RMN gque possam
confirmar a hipétese da flexibilidade desta a-hélice e se ela esta envolvida nas
interacdes intermoleculares. Assim como a possivel perturbacdo que estes
flavonoides possam exercer nesta regido. Além disso, as estruturas dos flavonoides
influenciam na afinidade e na posicdo com que estes interagem com a proteina, sendo
importante o estudo de moléculas derivadas que possam melhorar esta interacdo com

a proteina.
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Figura 23: Atracamento dos flavonoides na proteina NS1 com miricetina por docking molecular. (A)
Imagem em cartoon e da superficie da proteina NS1 em violeta com o N-terminal da proteina em
vermelho e o C-terminal em verde lim&o, mostrando a regido da interagdo com o flavonoide miricetina
e onde esté situado o Trp90 (cian). (B) Imagem com as cadeias laterais da proteina em stick, mostrando
os residuos proximos ao flavonoide. (C) Mapa da interagédo da miricetina com a proteina NS1, utilizando
LigPlot. Sendo os cilios laranja residuos ndo ligados envolvidos em contatos hidrofébicos, atomos
pretos com cilios séo atomos correspondentes envolvidos em contatos hidrofébicos, linhas tracejadas
em verde séo ligaces de hidrogénio e suas distancias.

“—_—

Pro139

Miricetina

FONTE: elaborado pelo autor.
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Figura 24: Atracamento dos flavonoides na proteina NS1 com kaempferol por docking molecular. (A)
Imagem em cartoon e da superficie da proteina NS1 em violeta com o N-terminal da proteina em
vermelho e o C-terminal em verde lim&o, mostrando a regiéo da interagdo com o flavonoide kaempferol
e onde esté situado o Trp90 (cian). (B) Imagem com as cadeias laterais da proteina em stick, mostrando
os residuos préximos ao flavonoide. (C) Mapa da interacdo da kaempferol com a proteina NS1,
utilizando LigPlot. Sendo os cilios laranja residuos néo ligados envolvidos em contatos hidrofébicos,
atomos pretos com cilios sdo atomos correspondentes envolvidos em contatos hidrofébicos, linhas
tracejadas em verde séo ligacdes de hidrogénio e suas distancias.
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Asp119
Thr121

FONTE: elaborado pelo autor.
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Figura 25: Atracamento dos flavonoides na proteina NS1 com morina por docking molecular. (A)
Imagem em cartoon e de superficie da proteina NS1 em violeta com o N-terminal da proteina em
vermelho e o C-terminal em verde lim&o mostrando a regiéo da interacdo com o flavonoide morina e
onde esta situado o Trp90 (cian). (B) Imagem com as cadeias laterais da proteina em stick, mostrando
os residuos préximos ao flavonoide. (C) Mapa da interagdo da morina com a proteina NS1, utilizando
LigPlot. Sendo os cilios laranja residuos ndo ligados envolvidos em contatos hidrofébicos, atomos
pretos com cilios séo atomos correspondentes envolvidos em contatos hidrofébicos, linhas tracejadas
em verde séo ligaces de hidrogénio e suas distancias.

B
P

Morina

FONTE: elaborado pelo autor.
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Figura 26: Atracamento dos flavonoides na proteina NS1 com morina penta acetilada por docking
molecular. (A) Imagem em cartoon e de superficie da proteina NS1 em violeta com o N-terminal da
proteina em vermelho e o C-terminal em verde limdo mostrando a regiéo da interagdo com o flavonoide
morina e onde esta situado o Trp90 (cian). (B) Imagem com as cadeias laterais da proteina em stick,
mostrando os residuos proximos ao flavonoide. (C) Mapa da interagdo da morina penta acetilada com
a proteina NS1, utilizando LigPlot. Sendo os cilios laranja residuos néo ligados envolvidos em contatos
hidrofobicos, atomos pretos com cilios sdo atomos correspondentes envolvidos em contatos
hidrofdbicos, linhas tracejadas em verde séo ligagdes de hidrogénio e suas distancias.

N

5

N LEU-16

penta acetilada Leu133

Morina M ;’m
' Phe135

FONTE: elaborado pelo autor



84

6 CONCLUSAO

A proteina NS1 do RSV foi expressa, purificada em alto grau de pureza.

A estimativa de estrutura secundéria por dicroismo circular mostrou que a proteina
apresenta 15% de a-hélice, 31% de folha-p, 54% de voltas e estruturas aleatorias. E
possui flexibilidade em sua a-hélice proxima ao C-terminal, evidenciada pela DM.

Em relacdo a estabilidade térmica, todos os flavonoides estudados tiveram
resultados préximos e com a maior contribuicdo por interacdes hidrofébicas na
formacéo espontanea do complexo NS1-ligante e entropicamente dirigidas.

A ordem dos flavonoides de acordo com o valor da constante de ligacao (k) em
37 °C foi kaempferol>morina penta acetilada>morina=miricetina.

Os calculos da abordagem computacional corroboram com o0s resultados
experimentais, fornecendo um detalhamento das contribuicdes hidrofébicas na
interacdo dos flavonoides com a proteina NS1 e a influéncia da estrutural dos
flavonoides na formacao do complexo.

A interacdo dos ligantes com a proteina poderia reduzir a flexibilidade da a-hélice
préoxima ao C-terminal, perturbando a interacdo da NS1 com outras moléculas na via
do IFN.

Os dados experimentais e computacionais obtidos neste trabalho evidenciam o
indicio de que a regiao da a-hélice proxima ao C-terminal ser uma possivel regido de
interacOes intermoleculares sendo necessario investigacées por espectroscopia de
RMN e simulacdo de dinamica molecular do complexo para se determinar com

precisdo o sitio e a flexibilidade da regido de ligacao.
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7 TRABALHOS FUTUROS

o Verificar a estabilidade da interacdo por dinamica molecular dos complexos;

o Verificar os epitopos de interacdo dos ligantes com a proteina utilizando
Ressonancia Magnética Nuclear por Diferenca de Transferéncia de Saturacéo
(Saturation transfer difference STD-NMR);

o Produzir a proteina NS1 marcada para estudos de dinAmica em solucdo por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
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9 ANEXOS

9.1 Anexo A: Sequenciamento do gene NS1

9.1.1 Sequéncia de nucleotideos do gene NS1

ATGGGTAGCAATTCTTTGAGCATGATTAAGGTACGTCTGCAAAATCTGTTTGATA
ACGACGAAGTTGCTCTGTTGAAAATCACGTGCTACACGGACAAACTGATTCACC
TGACGAACGCCTTGGCGAAGGCGGTGATCCACACTATCAAGCTGAATGGTATTG
TCTTTGTGCACGTCATCACCAGCTCCGACATCTGCCCGAACAATAACATTGTTGT
TAAAAGCAATTTCACCACCATGCCAGCACTGCAAAACGGCGGCTACATTTGGGA
GATGATGGAGCTGACCCATTGTAGCCAGCCGAACGGTCTGATTGACGATAACTG
TGAAATCAAATTCAGCAAAAAGCTGTCGGATAGCACCATGACCAACTATATGAAT
CAGCTGAGCGAGCTGCTGGGTTTCGATCTGAATCCGCATCATCATCACCACCAC
TAA

9.1.2 Sequéncia de aminoacidos da proteina NS1

MGSNSLSMIK ~ VRLQNLFDND  EVALLKITCY  TDKLIHLTNA  LAKAVIHTIK

LNGIVFVHVI TSSDICPNNN IVVKSNFTTM PALQNGGYIW EMMELTHCSQ

PNGLIDDNCE IKFSKKLSDS TMTNYMNQLS ELLGFDLNPH HHHHH

9.2 Anexo B: Meio de cultura LB pH 7,5

9.2.1 Meio liquido LB

Reagentes 1000mL 1600mL
Triptona 10 g 16 g
NacCl 59 50
Extrato de Levedo 59 8¢

Agua Mili-Q g.s.p. 1000 mL 1600 mL

FONTE: elaborado pelo autor
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Diluir todos os reagentes na agua Mili-Q qg.s.p., acertar o pH para 7,5 e

autoclavar.

9.2.2 Meio sélido LB

Reagentes 1000 mL 100 mL
Triptona 10 g 0,19
NacCl 59 0,05¢
Extrato de Levedo 59 0,05¢9
Agar bacteriologico 159 159
Agua Mili-Q g.s.p. 1000 mL 100 mL

FONTE: elaborado pelo autor

Diluir todos os reagentes na agua Mili-Q qg.s.p., acertar o pH para 7,0 e

autoclavar.

9.3 Anexo C: Tampéo PBSpH 7,4

Reagentes Massas solucdo 1x  Concentracdo solucdo 1x
NaCl 849 137 mM
KCI 0,29 2,7 mM
Fosfato de sédio dibasico 1,44 g 10 mM
Fosfato de potassio monobasico 0,249 1,8 mM
Agua Mili-Q g.s.p. 1000 mL

FONTE: elaborado pelo autor

Diluir todos os reagentes em aproximadamente 800 mL de agua Mili-Q g.s.p.,

conferir o pH e completar o volume para 1 L. Estocar em temperatura ambiente.



97

10 APENDICE

10.1 Distancias das interacfes entre os a&tomos da NS1 com os flavonoides

Tabela 6: Relacdo das distancias das ligacdes entre residuos da cadeia lateral da proteina
NS1 envolvidos na ligagdo com a miricetina.

LIGACAO DE HIDROGENIO

Residuo Distancia Distancia Angulo Proteina Cadeia Atomo Atomo
H-A D-A doador doadora lateral doador aceitador
SER62 2.13 2.92 137.30 NAO NAO 1371 [O3] 574 [02]
LYS116 2.15 3.09 156.48 SIM SIM 1113 [N3+] 1344 [02]
SER118 2.50 3.46 168.55 NAO SIM 1365 [O3] 1132 [03]
SER118 1.73 2.70 163.06 SIM NAO 1127 [N] 1363 [03]
SER118 2.04 2.75 128.39 NAO SIM 1363 [O3] 1132 [0O3]

H: hidrogénio, A: atomo aceitador, D: &tomo doador. FONTE: elaborado pelo autor

Tabela 7: Relagéo das distancias das ligacdes entre residuos da cadeia lateral da proteina
NS2 envolvidos na ligacdo com a kaempferol.

LIGACAO DE HIDROGENIO

Residuo Distancia Distancia Angulo Proteina Cadeia Atomo Atomo
H-A D-A doador doadora lateral doador aceitador
HIS58 2.16 3.12 160.83 SIM SIM 540 [N] 1363 [03]
PRO67  2.00 277 13374 NAO NAO  1367[03] 616 [02]
LYS115  2.88 3.67 138.01  SIM NAO  1092[N]  1348[02]
THR121 _ 1.93 278 14423 NAO SIM___ 1363[03] 1158 [03]

H: hidrogénio, A: atomo aceitador, D: &tomo doador. FONTE: elaborado pelo autor

Tabela 8: Relagdo das distancias das ligacdes entre residuos da cadeia lateral da proteina
NS1 envolvidos na ligacdo com a morina.

LIGACAO DE HIDROGENIO

Residuo Distancia Distancia Angulo Proteina Cadeia Atomo Atomo
H-A D-A doador doadora lateral doador aceitador
GLU91 2.08 2.80 129.36 NAO SIM 1355 [03] 867 [02]
GLU91 1.98 2.73 133.03 NAO SIM 1365 [03] 867 [O2]
MET92 3.07 3.61 115.40 SIM NAO 869 [N] 1367 [O3]
MET92 2.18 2.96 136.61 NAO NAO 1367 [03] 872 [02]

H: hidrogénio, A: atomo aceitador, D: atomo doador. FONTE: elaborado pelo autor

Tabela 9: Relacdo da distancia da ligacao entre residuo da cadeia lateral da proteina NS1
envolvidos na ligacdo com a morina penta acetilada.

LIGACAO DE HIDROGENIO

Residuo Distancia Distancia Angulo Proteina Cadeia Atomo Atomo
H-A D-A doador doadora Iatgral doador aceitador
MET92 2.02 3,00 168,58 SIM NAO 869[N] 1354 [O3]

H: hidrogénio, A: atomo aceitador, D: atomo doador. FONTE: elaborado pelo autor



