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Resumo 

O Vírus Sincicial Respiratório Humano (hRSV) é o principal agente causador 

de doenças respiratórias agudas severas, como pneumonia e bronquiolite. Trata-se 

de um vírus da família Paramyxoviridae, com simetria helicoidal e envelope lipídico. 

Possui um genoma de RNA fita simples, não segmentado, com 10 genes 

codificantes. Um dos fatores que contribuem para o sucesso na replicação viral é a 

interação da proteína M2-1 com as proteínas P, M e com o RNA. Tal proteína age 

através da interação com RNA, e assim, participa efetivamente no processo de 

replicação viral, apresentando atividade anti-parada da replicação sendo ativa 

quando na forma tetramérica. Deste modo, o ligante que realizar interação com a 

M2-1 é um potencial candidato a prevenir as interações M2-1 com RNA e demais 

proteínas, impedindo deste modo o sucesso da replicação viral. Flovonoides são 

compostos naturais com várias atividades como antioxidante, anticancerígena, 

cardio protetora, antibacteriana e antiviral. Quercetina é um flavonoide que 

apresenta atividade antiviral, inibindo o complexo de replicação. Com a finalidade 

de investigar a interação de um potencial candidato a inibição da atividade da M2-

1, clonamos, expressamos e purificamos a proteína M2-1 do hRSV e, 

determinamos sua característica físico-química de interação com quercetina em 

diferentes condições de temperatura. Para clonagem e expressão do gene M2-1 

foram escolhidos o vetor pGEX-4T-1 e a bactéria Escherichia coli da linhagem 

BL21 Gold (DE3). A proteína expressa foi purificada em cromatografia de afinidade 

e cromatografia de exclusão molecular. As análises de composição de estrutura 

secundária e estabilidade térmica foram realizadas por espectroscopia de 

dicroísmo circular e, a interação com Quercetina com espectroscopia de 

fluorescência. Para o mapeamento da interação com a Quercetina foram realizadas 

docking molecular e dinâmica molecular. A proteína M2-1 purificada apresenta 40% 

α-hélice, 10% folhas β e 19% alças e 31% random coils, sendo a temperatura de 

melting de 55,6°C. O teste de titulação com o flavonoide Quercetina mostrou que 

ela interage em dois pontos, no sítio 1 (constante de afinidade ~1,5x106 M-1) 

estabelece uma interação do tipo iônica e no sítio 2 (1,1x105 M-1) estabelece uma 

interação do tipo hidrofóbica. Uma molécula de Quercetina interage no sítio 1 

(formada pelo tetrâmero) e quatro moléculas interagem no sítio 2 (uma por unidade 

proteica). O estudo de dinâmica molecular mostra que o domínio central (composto 
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de α-hélice) é estável e, a extremidade N-terminal adquire maior estabilidade 

quando a proteína está na forma tetramérica. O docking do ligante Quercetina 

mostra que ela pode interagir na face N-terminal com interação do tipo iônica e 

entre cadeias próxima aos domínios de oligomerização e ligação ao RNA e 

proteína P, com tipo de interação hidrofóbica. Os dados teóricos reforçam os dados 

experimentais, mostrando que a quercetina interage com a proteína M2-1, 

principalmente no poro central da proteína. 

 

Palavra-chave: hRSV, M2-1, Quercetina, dinâmica molecular. 
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Abstract 

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the major causative agent of 

acute respiratory infections such as pneumonia and bronchiolitis. This is a virus of 

the Paramyxoviridae family with helical symmetry and lipid envelope. It has a single 

strand RNA genome, not segmented, with 10 coding genes. One of the factors that 

contribute to success in viral replication is the interaction of M2-1 protein with P, M 

protein and RNA viral. Such protein acts through the interaction with RNA, hence, 

participating in the viral replication process, having anti-stop activity in the 

replication process and, the protein is active only as a tetramer. Thus, a ligand that 

interacts with M2-1 is a potential candidate to prevent interaction of M2-1 with other 

proteins, thereby preventing the success of viral replication. The aim of the research 

is to clone, express and purify the M2-1 protein of hRSV and then determine its 

physicochemical characteristics of the interaction with Quercetin in different 

temperatures to investigate the interaction of a potential candidate to inhibit the 

activity of the M2-1. The M2-1 gene was cloned in vector pGEX-4T-1 and 

expressed in Escherichia coli strain BL21 Gold (DE3). The expressed protein was 

purified on affinity chromatography molecular exclusion chromatography, thermal 

stability and secondary structure were analyzed by circular dicroism and the 

interaction with Quercetin was analyzed by fluorescence spectroscopy. To 

understand the interaction mechanism was performed molecular dynamics and 

molecular docking. The purified protein has 40% α-helix, 10% β-sheet, 19% turns 

and 31% random coils, being the melting temperature of 55,6°C. The titration of M2-

1 with Quercetin showed that it interacts in two points, on site 1 (the binding affinity 

is ~1,5x106 M-1) and stablishes an ionic interaction and, on site 2 (1,1x105 M-1) 

stablishes a hydrophobic interaction. One Quercetin molecule interacts on site 1 

(formed by the tetramer) and four Quercetins interacts on site 2 (one per protein 

unity). The molecular dynamics study shows that the central domain (composed 

mainly by α-helix) is stable and, the N-terminal extremity gets more stabilization 

when the protein is in the tetrameric form. The molecular docking of Quercetin 

shows that it can interact on N-terminus face with ionic interaction pattern and 

between chains close to oligomerization and RNA and P protein interaction domains 

with a hydrophobic interaction pattern. Hence, this ligand could be inhibiting the 

protein activity by disrupting it. 
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1. Introdução 

Em 1955, foi isolado de chimpanzés um vírus presente em secreções 

nasais mucopurulentas, que foi denominado agente da coriza do chimpanzé 

(Chimpazee coryza agent - CCA) (Blount et al., 1956). Posteriormente Robert J. 

Chanock isolou o CCA de dois bebês prematuros com bronquiolite e 

pneumonia. Esses vírus foram isolados em cultura de células e produziram 

características peculiares como células gigantes multinucleadas com grande 

sincício e, assim, o vírus passou a ser denominado vírus sincicial respiratório 

(respiratory syncitial virus – RSV) (Chanock et al., 1957, 1957b). 

A transmissão do RSV ocorre primariamente pelo contato direto de 

secreções respiratórias com a mucosa da nasofaringe ou pela entrada de 

grandes gotículas respiratórias no nariz ou olho (Hall et al, 1975, 1981, 1981b). 

O vírus pode permanecer viável em superfícies sólidas por até 6 horas, em 

luvas de borracha por 90 minutos e na pele por 20 minutos (Hall et al., 1980). A 

constante higienização das mãos é necessária quando se está em contato com 

pacientes contaminados. 

Após o contágio, a replicação começa no epitélio nasofaríngeo, mas se 

propaga para o epitélio bronquiolar onde a replicação é mais eficiente 

(Othumpangat et al., 2009). A replicação viral é seguida por necrose e edema 

da submucosa. A secreção de muco aumenta em quantidade e viscosidade. O 

resultado final é o bloqueio parcial das vias respiratórias e aumento da 

resistência respiratória causando o aprisionamento do ar (Aherne et al., 1970). 

De acordo com estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), o 

hRSV é responsável por mais de 160.000 mortes por ano. Só nos Estados 

Unidos da América, de 85.000 a 144.000 crianças são hospitalizadas 

anualmente com infecção por hRSV (Shay et al., 1999). No Brasil, no ano de 

2005 na cidade de Ribeirão Preto, a prevalência de crianças infectadas com 

hRSV foi de 42% (Gagliardi, et al., 2013) e, no ano de 2004 a 2008 em 

Fortaleza – CE, a prevalência foi de 15,8% (Moura et al., 2013). 

Infecções prévias com hRSV não garantem imunidade permanente (Walsh 

et al., 2004; Hall et al., 1991). O primeiro e segundo episódio da infecção 
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ocorre nos dois primeiros anos de vida e tendem ser mais severos (Glezen et 

al., 1986). A maioria das infecções subsequentes ocorre no trato respiratório 

superior e tem um curso moderado, embora a doença possa progredir para 

infecção do trato respiratório inferior com sintomas mais severos (Henderon et 

al., 1979; Hall et al., 2001). 

1.1. Morfologia 

O hRSV é classificado na ordem Mononegavirales, família Paramyxoviridae, 

subfamília Paramyxovirinae, gênero Pneumovirus. São vírus envelopados com 

nucleocapsídeo helicoidal (Santos et al., 2008). O genoma viral é constituído de 

RNA fita simples, linear, de polaridade negativa, não segmentado de 

aproximadamente 15kb, que contém 10 genes na seguinte ordem 3′-NS1-NS2-

N-P-M-SH-G-F-M2-L-5′, mas produz onze proteínas devido à presença de duas 

sequências de leitura aberta do gene da proteína de matriz M-2 (M2) que 

produz as proteínas M2-1 e M2-2 (Figura 1). Dessas, duas proteínas não 

estruturais (NS1 e NS2) são responsáveis pela evasão da resposta imune; das 

oito proteínas estruturais, cinco (N, P, L, M2-1 e M2-2) formam o complexo 

nucleocapsídeo envolvido na replicação e transcrição viral e, quatro (SH, M, G 

e F) estão associadas à membrana, sendo que as proteínas G e F são 

glicoproteínas envolvidas na adesão e fusão do vírus com a célula hospedeira 

(Peter et al., 2008). 

 
Figura 1: Mapa gênico do hRSV. O genoma sentido negativo é representado fora de escala. Os 
genes que codificam as proteínas responsáveis pela evasão imune estão em cinza, as 
proteínas do complexo polimerase em azul, as proteínas de superfície em verde e a proteína 
do capsídeo em laranja. Os códons de iniciação (GS) estão representados pelas caixas 
brancas e os códons de parada (GS) em preto. Na extremidade 3’ temos a sequência líder (le) 
e na região 5’ a sequência trailer (tr). Acima dos genes está representado o comprimento de 
aminoácidos da proteína. Acima da sequência do gene M2 está representado a sequência de 
leitura aberta (ORF) da proteína M2. (Adaptado de Collins e Melero, 2011). 

1.2. Função das proteínas do hRSV 

As proteínas NS1 e NS2 são as primeiras decodificadas e expressas em 

grande quantidade e são duas proteínas pequenas (NS1 – 139 resíduos; NS2 – 

124 resíduos) sem homologia significativa entre si e com outras proteínas 
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celulares. Elas antagonizam a resposta antiviral celular e a indução de 

produção de interferon (INF) (Schlender et al., 2000; Bossert e Conzelmann, 

2002; Bossert et al., 2003; Spann et al., 2004). IFN-α/β são secretados pela 

maioria de células eucarióticas como primeira linha de defesa contra infecção 

viral. O interferon ativa as células vizinhas pela via Jak-Stat, levando as células 

a um estado de resistência à infecção viral. Há evidências que as proteínas 

NS1 e NS2 são importantes para degradação de STAT2 (Lo et al., 2005; 

Ramaswamy et al., 2004, 2005) e inibição do Fator-3 Regulador de Interferon 

(IRF-3) (Spann et al., 2005). 

No processo de ancoramento e adsorção do vírus, duas proteínas em 

particular são importantes: proteína de fusão (F) e proteína G de ancoramento; 

essas duas proteínas são os alvos primários dos anticorpos do hospedeiro. A 

glicoproteína G medeia o ancoramento do vírus na célula do hospedeiro 

(Figura 2), em seguida a proteína F promove a fusão do vírus com a célula do 

hospedeiro e também promove a agregação de células multinucleadas 

(produzindo o sincício pela qual são conhecidos (Peter et al., 2008) permitindo 

a transmissão de vírus de célula a célula. 

 
Figura 2: Ciclo de infecção do hRSV. Ao se aproximar da célula do hospedeiro, a proteína G 
ancora nos receptores e a proteína F promove a fusão do vírus com a célula. Há o 
desempacotamento com a liberação do gene viral. O genoma com sentido negativo é replicado 
para genoma com sentido positivo e é transcrito os RNAms e tradução das proteínas. Então a 
proteína M junto à proteína M2-1 promove a formação do capsídeo e há a liberação de novos 
vírus (Adaptado de (Harrison, Sakaguchi, & Schmitt, 2010)).  
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A proteína SH (small hydrophobic protein) é descrita como não essencial 

para a replicação viral, embora na sua ausência a replicação diminua 

(Whitehead et al., 1999; Jin et al., 2000), mas é importante para a virulência, 

pois altera a permeabilidade da membrana celular (Perez et al., 1997). É uma 

proteína multimérica, formando pentâmeros ou hexômeros com um poro central 

de 1,9nm e 2,6nm, respectivamente, permitindo a passagem de pequenas 

moléculas (Carter et al., 2010). 

Na face interna do envelope viral está associada à proteína de matriz M que 

se localiza no núcleo nos estágios iniciais da infecção e, é deslocada para o 

citoplasma nos estágios finais da infecção, onde se associa com as proteínas 

N, P e M2-1 (Ghildyal et al., 2002). A presença da proteína M nessas inclusões 

tem o papel de interromper a transcrição viral como um prelúdio para a 

montagem e liberação do vírus, associando o nucleocapsídeo com as 

glicoproteínas do envelope do RSV (Figura 2). Esta associação se dá através 

da porção N-terminal da proteína M com a proteína M2-1 (Ghildyal et al., 

2005;Dongsheng et al., 2008). 

A nucleoproteína N forma um complexo helicoidal que envolve o RNA viral 

(protegendo-o de ribonucleases), chamado nucleocapsídeo que se associa a 

outras proteínas (L, P e M2) para formar um complexo envolvido na replicação 

e transcrição (Blumberg et al., 1983; Meric et al., 1994; Lamb e Parks, 2006). 

Demonstrou-se que a região C-terminal da proteína N, essencial para a 

replicação, também é sítio de ligação à proteína P (Stokes et al., 2003). 

Diferentes trabalhos mostram que a fosforilação/desfosforilação da proteína P 

contribui para a interação com outras proteínas, auxiliando a transcrição: a 

fosforilação da Ser232 e Ser237 é essencial para ativar a transcrição viral 

(Barik et al., 1995); a interação da região central da proteína P com a proteína 

M2-1 é independente de fosforilação e, essa interação é importante para uma 

transcrição efetiva (Stephen et al., 2003); a presença de aminoácidos ácidos e 

hidrofóbicos na porção C-terminal da proteína P é crítico para a sua interação 

com a proteína N e não depende de fosforilação (Stephen et al., 2003; Tran et 

al., 2007); a fosforilação na Ser54 é crucial para o desnudamento da partícula 

viral no início da infecção para iniciar a transcrição e sua desfosforilação 
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promove associação com a proteína M, o que seria crucial para o processo de 

brotamento da partícula viral (Ansejo et al., 2005). 

Acredita-se que em paramyxovirus a proteína P exerça duas principais 

funções: posicionar a proteína L no complexo N-RNA e, servir de chaperona 

para a proteína N recém-sintetizada (Curran et al., 1995). Há também um 

debate sobre a oligomerização da proteína P, o papel da fosforilação na 

oligomerização e qual a verdadeira função desses oligômeros. Castágne, et al. 

(2004), observou que a proteína P oligomeriza e essa associação é 

independente de fosforilação, sendo que a fosforilação é desnecessária para a 

interação P-P, P-N e P-M2-1. A região que compreende os resíduos 100-120 é 

importante para interagir com M2-1 e a região entre os resíduos 220-240 

importante para a interação com a proteína N (Mason et al., 2003). 

A proteína M2-1 é uma fosfoproteína básica que funciona na transcrição 

como um fator de processamento e antiparada (Collins et al., 1996; Hardy et 

al., 1998) e também auxilia na interação da proteína M com o nucleocapsídeo 

para a liberação da partícula viral (Li et al., 2008).  

A proteína M2-2 é responsável pela mudança de fase da atividade viral e 

quando a concentração de mRNA atinge determinado nível, ela atua mudando 

a atividade do nucleocapsídeo para iniciar a replicação viral (Bermingham et 

al., 1999). A expressão elevada de M2-2 inibe completamente a replicação de 

RSV (Cheng et al., 2005). 

1.2.1. Estrutura e função da proteína M2-1. 

Quatro das onze proteínas (N, P, L e M2-1) formam o complexo RNA-

polimerase dependente de RNA (RpRn) que está envolvido na replicação e 

transcrição do genoma. A transcrição é iniciada em uma região promotora de 

transcrição de 9 a 10 nucleotídeos conservados (gene start – GS) (Figura 1) e 

termina em uma região sinalizadora para poliadenilação e liberação, de 12 a 13 

nucleotídeos conservados (gene end – GE) (Kuo et al., 1996). Caso a 

polimerase dissocie-se do RNA molde prematuramente, a transcrição dos 

genes a jusante são interrompidos o que leva a uma redução na taxa de 

transcrição dos genes finais do genoma (Fearns e Collins, 1999). 
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A proteína M2-1 é um fator que evita a parada prematura da transcrição, 

sendo assim, importante para a transcrição de todos os mRNA (Collins et al., 

1996). O mecanismo realizado para evitar a parada da transcrição não está 

elucidado ainda, mas algumas hipóteses têm sido postuladas. 

A primeira hipótese é que a proteína M2-1 pode se ligar ao mRNA nascente 

facilitando a elongação do transcrito, talvez prevenindo que o mRNA de 

hibridizar com o molde ou formar estruturas secundárias que podem 

desestabilizar o complexo de transcrição. Essa hipótese é sustentada por 

achados de que o mRNA do RSV co-precipita com M2-1 de células infectadas 

com RSV (Cartee e Wertz, 2001). 

A segunda hipótese seria que o efeito do aumento da processividade da 

M2-1 poderia ser devido ao aumento da afinidade da polimerase pelo RNA 

genômico molde de uma maneira não específica Cartee e Wertz, 2001). 

E a terceira hipótese é que a proteína M2-1 poderia reconhecer sequências 

GE(3’-UCA(A/U)U(-/U/G)(A/U)(A/U)(U/A)UUUU) tanto no mRNA como no 

molde e evitar a liberação do complexo polimerase do molde, favorecendo a 

reiniciação da sequência GS (3’-CCCCGUUUAU/C) a jusante (Kuo Jearns e 

Collins, 1997). 

Estruturalmente, a proteína M2-1 é composta em sua maioria por α-hélice 

(Dubosclard et al., 2011; Tran et al., 2009) e possui quatro regiões distintas 

(Figura 3): os 32 resíduos iniciais da região N-terminal que se ligam ao zinco 

(“zinc finger”) corroborando na transcrição (é indispensável para a função da 

proteína, mas sua função exata é desconhecida) (Hardy e Wertz, 2000; Tang et 

al., 2001; Zhou, Cheng e Jin, 2003); um domínio responsável pela 

oligomerização (formando tetrâmeros) situado entre os resíduos His33 e Gly62; 

um domínio globular composto por α-hélices (resíduos 63 a 170) capaz de se 

ligar à proteína P e RNA; e uma região C-terminal com baixo grau de 

estruturação (Tran et al., 2009). 
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Figura 3: Estrutura cristalina da proteína M2-1 (PDB - 4C3B). Uma unidade monomérica da 
proteína (A) é composta por um domínio de ligação ao zinco (verde) um domínio de 
oligomerização (azul), um domínio de ligação à proteína P e ao RNA (magenta) e um domínio 
não estruturado (não mostrado). A forma ativa da proteína é na forma tetramérica (B) – cadeia 
A (vermelho), cadeia B (azul escuro), cadeia C (azul turquesa), cadeia D (amarela).  

O domínio globular é formado por seis hélices: α1 (Gly75-Gly85), α2 (Lys92-

Glu105), α3(Ser108-Asp117), α4 (Lys124-Lys140), α5 (Lys143-Arg151) e α6 

(Asp155-Ile171). Esse domínio apresenta duas faces carregadas e opostas. A 

face positiva contém um grande conjunto básico delimitado pelas hélices α2, α5 

e α6 que contribuem para a interação com RNA (Blondot et al., 2012). 

Observou-se que o domínio M2-1158-177 interage com a proteína P na 

proporção 1:1 com Kd de ≈ 3µM. A proteína P se liga numa região próxima à 

região de ancoramento de RNA. As hélices α5 e α6 podem interagir tanto com 

a proteína P como com RNA. Já α4 e α2 parecem estar envolvidas na ligação 

específica da proteína P e RNA, respectivamente (Blondot et al., 2012). 

Análise de mutação sítio dirigida mostra que a substituição de Lys92 (hélice 

α2 – ligação com RNA) e Arg126 e Thr130 (α4 – ligação com P) por aspartato, 

diminuem a transcrição. Similarmente, mutações nos resíduos Lys150, Arg151, 

Thr160 e Asn163 nas hélices α5 e α6 que pertencem à ligação de RNA/P, 

tiveram o mesmo efeito (Blondot et al., 2012). 

O estudo do domínio globular que compreende os resíduos Ser58-Lys177 

apresenta alta afinidade por fitas RNA sentido negativo rica em uracila (Blondot 
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et al., 2012) e por RNA sentido positivo, ricas em purina, especialmente 

adenina, cuja constante de dissociação dessa interação é de 19,1nM (Tanner 

et al., 2014). 

A análise de raio-X da proteína M2-1, mostrou que ela tetrameriza (Tanner 

et al., 2014), e que essa forma é a mais estável (Krissinel e Henrick, 2007). A 

tetramerização é principalmente mediada pela hélice α1, mas também é 

formada pelo domínio ‘dedo de zinco” e a face N-terminal do domínio central. 

Essa superfície de contato extensa do tetrâmero (14.369Å2) provê uma 

mudança da energia livre de solvatação de – 44kcal/mol, sugerindo um 

tetrâmero altamente estável (Tanner et al., 2014). 

A face N-terminal do tetrâmero é altamente positiva, enquanto a face C-

terminal também apresenta alta positividade, mas com quatro pontos de carga 

negativa. Entre a hélice de tetramerização e o núcleo, há uma região (resíduos 

Lys52-Asp67) na qual se encontra os resíduos Ser58 e Ser61 que são sítios de 

fosforilação (Tanner et al., 2014). 

O grau de fosforilação da proteína M2-1 afeta sua atividade como pode ser 

observado para outras proteínas. A fosforilação do resíduo Thr108 evita a 

associação da proteína M2-1 ao complexo do nucleocapsídeo e este passa a 

ter atividade replicativa do RNA viral. Por outro lado, a desfosforilação do 

resíduo Thr108 leva a associação da proteína M2-1 ao nucleocapsídeo 

conferindo atividade transcricional (Ansejo et al., 2006). Ainda, foi observado 

que a fosforilação dos resíduos Ser58 e Ser61 e, a desfosforilação dos 

resíduos Thr56 e Ser58, reduzem a afinidade da proteína ao RNA, o que afeta 

a sua função (Cuesta et al, 2000; Tanner et al., 2014). 

A análise de mutação sítio dirigida, mostra que os resíduos Ser58, Ser61, 

Lys92, Lys92, Lys150, Arg151, Arg151, Lys150, Arg151 e Lys159, exercem 

papel fundamental na interação do RNA à proteína e, que os resíduos Arg3, 

Arg4, Ser58, Ser61, Lys150, Arg151 e Lys159 são importantes para a atividade 

antiterminação da proteína (Tanner et al., 2014). 

1.3. Terapêutica da infecção por hRSV 

O tratamento primário para a infecção por hRSV é sintomático, exceto em 

pacientes imunocomprometidos. A administração de oxigênio para manter uma 
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saturação ≥93% e a reposição de líquidos é suficiente na maioria dos casos de 

infecção em crianças. Mesmo assim, a mortalidade pelo vírus é alta e, estima-

se que mesmo em países com baixa taxa de mortalidade, o custo anual devido 

à hospitalização de crianças com infecção por hRSV é em torno de US$500 

milhões (Pelletier et al., 2006). 

A administração de corticosteroides, broncodilatadores e outros 

medicamentos são ineficientes em reduzir a taxa de hospitalização de crianças 

com infecção por hRSV e diminuir o período de internação desses pacientes 

(Flores et al., 1997; Dobson et al., 1998; American Academic 2006; Corneli et 

al., 2007). Uma das terapias disponíveis é o anticorpo monoclonal humanizado 

Synagis® (palivizumab) que se liga à proteína F facilitando a opsonização, 

neutralização e clearance do vírus. Estudos clínicos mostraram que essa 

terapia é eficiente em reduzir a admissão hospitalar de crianças infectadas por 

hRSV. O seu principal problema é o custo elevado, o que tem desencorajado o 

seu uso (Frenton et al., 2004; Wu et al., 2005; American Academy, 2009). 

Outro fármaco licenciado, Virazole® (ribavirina) tem ampla ação antiviral, 

pois reduz a formação de mRNA e a polimerase viral (Sidwell et al., 2006). Mas 

testes mostram que não há melhora dos pacientes em relação aos pacientes 

do grupo controle. É uma antiviral de custo elevado e já foi demonstrado o 

surgimento de mutantes resistente à droga (Marquardt et al., 1995; Crotty et al., 

2002a, 2002b). Inibidores da proteína F estão em desenvolvimento, mas 

apresentam efeitos adversos como inibição da síntese de interleucinas e baixa 

segurança (Andries et al., 2003; Wyde et al., 2003; Luttick et al., 2007). 

As proteínas G e F são os principais alvos de estudo da inibição da 

infecção viral. Alguns fármacos pesquisados interagem com domínios dessas 

proteínas inibindo ligação do vírus à célula e a sua fusão. Um grupo de 

compostos tem ação semelhante, ligando à Tyr198 da proteína F, e inibindo a 

fusão vírus-célula. Esses compostos são: BMS-433771 (Cianci, Meanwell e 

Krystal, 2005), VP-14637 (Douglas et al., 2005), TMC353121 (Bonfanti et al., 

2008). 

O inibidor da proteína G MBX-300 apresenta potente inibição do RSV e é 

menos tóxico que a ribavirina, e está em fase clínica de estudo (Kimura et al., 

2000; Douglas et al., 2004). RSV-604 é um inibidor da proteína N que se 
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mostrou ter boa absorção e atividade em faixas submicromolares (Henderson 

et al., 2007; Chapman et al., 2007) e, na fase 2 de estudos clínicos, mostrou 

diminuir a infectividade e sintomas clínicos da infecção por hRSV (Marty et al., 

2007). Este composto se liga à proteína N inibindo a síntese do RNA, mas não 

altera a localização da proteína N na célula (Challa, Scott e Yuzhakov, 2015). 

1.3.1. Quercetina. 

Muitos compostos antivirais são derivados de compostos naturais (Butler et 

al., 2005; Harvey et al., 2008). Alguns estudos mostram que produtos naturais 

têm propriedades farmacológicas melhores que compostos gerados por 

química combinatorial (Feher et al., 2003; Koch et al., 2005; Wetzel et al., 

2007). Os flavonoides, são metabólitos secundários, amplamente distribuído 

entre os produtos naturais (Simões et al., 2004) que apresentam atividade 

antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-inflamatória (Simões et al., 2004; 

Cazarolli et al., 2008). 

Os flavonoides são substâncias de baixo peso molecular e, estruturalmente, 

consistem de um esqueleto de difenil-propano (C6C3C6) com dois anéis 

benzênicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (BEHLING et al., 2004) 

conforme apresentado na Figura 4-A. As várias classes de flavonoides se 

devem às modificações que o composto pode sofrer como hidroxilação, 

metilação, acilação, glicosilação, entre outras (Almeida, et al., 2004). 

 
Figura 4: Estrutura básica dos flavonoides (A) e da Quercetina (B) Na estrutura básica, os 
anéis A e B são anéis benzênicos e C anel pirano e, as várias classes de flavonoides originam 
da modificação nos grupos “Rs”. (Fonte: Patel et al., 2008) 

O flavonol Quercetina (Figura 4-B) é um flavonoide antioxidante que é 

encontrado em uma grande variedade de plantas. É um excelente aceptor de 
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radicais e, quelante de metais. É um dos mais potentes bioflavonoides 

estudado e possui uma variedade de atividades farmacológicas incluindo anti-

inflamatória, antineoplásica, cardio protetora e atividade anticancerígena 

(Wiegand, et al., 2009; Binsack et al., 2001). Tem uma biodisponibilidade alta e, 

é estimado que a ingesta diária de Quercetina numa dieta é de 5 a 40mg/dia 

(Hertog et al., 1995), mas esses valores podem aumentar até 200 a 500mg/dia 

em indivíduos que consomem alta quantidade de frutas e vegetais ricos em 

flavonoides (maçã, cebola, tomates, etc.) (Harwood et al., 2007).  

Apesar da descrição da Quercetina ter atividade anticâncer (Murakami, 

Ashida, Terao, 2008; Xavier et al., 2011; Dajas, 2012; Murphy et al., 2011), 

acredita-se que esse efeito é devido ao efeito protetor antioxidante. Por outro 

lado, Quercetina tem uma boa atividade antiviral. Observou-se que ela inibi a 

secreção de HBsAg e HBeAg em células infectadas com HBV (Wu et al., 

2007); inibe a replicação de HCV (Pisonero-Vaquero et al., 2014); inibi a HIV-1 

transcriptase reversa (Yu et al., 2007); e inibe a transcriptase reversa do vírus 

da mielobastose aviária, vírus-2 associado a Rous e vírus da leucemia murina 

de Maloney (Spedding, Ratty e Middleton, 2009).  

Ahmed-Belkacem e colaboradores (2014) mostraram que flavonas, 

especialmente a Quercetina, são capazes de inibir aproximadamente 80% da 

RNA-polimerase-RNA-dependente (RpRd) de HCV. Esta atividade se deve à 

ligação dos flavonoides ao túnel de entrada do RNA molde. Em 1985, Kaul et 

al., observaram que a Quercetina era capaz de inibir a infecção e replicação de 

RSV. Então, provavelmente, Quercetina se liga à alguma proteína do complexo 

RpRd do RSV evitando a replicação ou transcrição.  
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5. Conclusões 

A proteína M2-1 é uma proteína chave no processo de replicação do vírus 

sincicial respiratório humano (hRSV) por é responsável pela completa 

transcrição dos genes a jusante, promove a interação com a proteína P que 

está envolvida na formação do complexo polimerase e, na montagem da 

partícula viral, ela auxilia a migração da proteína M na migração para a 

membrana e liberação do vírus. Assim, moléculas que interajam com essa 

proteína e bloqueiem a sua atividade é de grande utilidade para tratar infecções 

que já estão em curso. Os flavonoides são compostos aromáticos encontrados 

em plantas e frutas cítricas que já mostraram ter atividade antimicrobiana, 

antiviral e antifúngica. O estudo da interação do flavonoide Quercetina com a 

proteína M2-1 mostra resultados promissores para esse composto. Com esse 

trabalho podemos concluir: 

i. A proteína M2-1 é composta por sua maioria de α-hélice, sendo uma 

proteína bem estruturada com temperatura de melting de 

aproximadamente 55°C. 

ii. Os resultados mostram dois tipos de sítios de ligação independentes, 

sendo um com constante de associação forte (~1,5x106 M-1) e outro tipo 

de sítio com constante de associação fraco (1,1x105 M-1). 

iii. Por se tratar de um tetrâmero, segundo dados de cristalografia, nossos 

resultados sugerem a existência de um sítio de ligação forte formado 

pelas quatro unidades do tetrâmero e que é ocupado por um ligante 

(0,25 ligante/proteína=1 ligante/tetrâmero), e o segundo sítio de ligação 

é ocupado por um ligante (1 ligante/proteína=4 ligantes/tetrâmero); 

iv. A interação da Quercetina é não cooperativa o que significa que a 

ligação de uma Quercetina é independente da ligação das demais, não 

há aumento de afinidade após a primeira Quercetina se ligar, ou seja, a 

interação nos diferentes sítios é independente; 

v. Esses resultados mostram que os valores de H e S referentes à 

interação da Quercetina com os dois tipos de sítio, indicam que o sítio forte 
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(sítio 1) estabelece uma interação do tipo iônica (H<0 e S>0) e o sítio 

fraco (sítio 2) estabelece uma interação do tipo hidrofóbica entre o ligante e 

a proteína (H>0 e S>0). 

vi. Sabe-se que a proteína M2-1 exerce a sua função quando na forma 

tetramérica. Pela análise da dinâmica molecular do monômero, dímero, 

trímero e tetrâmero, observamos que independente da forma 

monomérica ou oligomérica o domínio de ligação ao RNA e à proteína P 

é estável e sua estrutura secundária e terciária não varia com o tempo. 

Já o domínio de oligomerização tende a se empacotar quando na forma 

monomérica, porém quando a proteína forma oligômeros, esse domínio 

mantém a sua forma. Também, a região N-terminal apresenta alta 

variação estrutural e conforme a proteína migra para a forma de 

tetrâmero, a mobilidade dessa região diminui. Embora não se saiba a 

função exata e o mecanismo de ação da região N-terminal (onde está 

localizado o “dedo de zinco”), a estruturação dessa região é vital para a 

eficiência da proteína. 

vii. O docking molecular da Quercetina na proteína monomérica mostra que 

a interação ocorre em cavidades superficiais entre a porção C-terminal 

da proteína e o domínio de interação ao RNA e à proteína P. Essa 

interação está em uma cavidade polar estabilizada por ligações de 

hidrogênio. No entanto, o docking com a forma tetramérica ocorre em 

dois pontos, na face N-terminal próximo à hélice α2 e entre cadeias na 

interface de oligomerização e o domínio de interação à proteína P e ao 

RNA. No primeiro caso, a interação é em uma cavidade com perfil iônico 

estabilizada por ligações de hidrogênio e emparelhamento do tipo pi-

pi/pi-cátion. No segundo caso, a Quercetina interage em uma cavidade 

mais hidrofóbica estabilizada por ligação de hidrogênio e 

emparelhamento pi-pi. Então, a Quercetina pode interagir com a 

proteína em formação evitando sua tetramerização e interagir com a M2-

1 tetramérica, assim, evitando a replicação e liberação do vírus. 

viii. Pela análise do docking propomos que um ligante com um núcleo 

formado por dois anéis e grupos polares são essenciais para a 

estabilização hidrofóbica e iônica, respectivamente. 
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