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“A resposta certa não importa nada: o essencial é que as 
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RESUMO  

 

O vírus sincicial respiratório humano (HRSV) é o principal agente causador de 

doenças crônicas do trato respiratório inferior em crianças e idosos por todo o 

mundo. A proteína M2-1 do HRSV atua como um fator de antiterminação 

transcricional, possibilitando a transcrição de todos os genes. Essa proteína é 

dividida em quatro domínios: um domínio de dedo de zinco; o domínio de 

oligomerização; o domínio globular que interage com o RNA viral; e um domínio C-

terminal não estruturado. Em 2016, um estudo publicado por Bailly e colaboradores 

mostrou que alguns alcaloides esteroidais possuíam atividade antiviral significativa 

contra o HRSV e que o principal alvo do composto era o domínio globular da 

proteína M2-1 (dgM2-1). O presente estudo teve como objetivo responder às 

seguintes perguntas: i) quais são os parâmetros termodinâmicos e as interações não 

covalentes envolvidas na formação e estabilização do complexo dgM2-1 / RNA ?; ii) 

ciclopamina e solasodina realmente interagem no domínio globular? Quais regiões 

destas moléculas estão envolvidas na interação com a proteína? Para alcançar os 

resultados, mensuramos a supressão de fluorescência do dgM2-1 pelo RNA em 

diferentes condições de temperatura, força iônica e pH. A constante de dissociação 

determinada para o complexo é da ordem de 10-9 M e a estequiometria de ligação é 

de 2 proteínas para 1 molécula de RNA. O efeito da temperatura revelou uma 

variação negativa na entalpia de ligação, enquanto o aumento no pH ou na 

concentração salina confirmou que a orientação da interação possui uma 

componente eletrostática. Os resultados também indicam que a interação é 

espontânea, com ligações de hidrogênio e forças de van der Waals desempenhando 

um papel fundamental na estabilização do complexo. Com relação aos alcaloides 

esteroidais, descobriu-se que ambos interagem no sítio de ligação ao AMP e o 

complexo formado foi visualizado por meio de docking molecular, o qual demonstrou 

que a interação ocorre na região de interface interdomínio dgM2-1/dedo de zinco e 

depende de ligações de hidrogênio e contatos hidrofóbicos para ocorrer. Esses 

achados necessitam de maiores investigações e são importantes para a 

compreensão do mecanismo de interação entre a proteína M2-1 do HRSV com o 

RNA e com candidatos promissores para o desenvolvimento de antivirais. 

 

Palavras-chave: HRSV, M2-1, RNA, solasodina, ciclopamina.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

Human respiratory syncytial virus (HRSV) is the major causative agent of chronic 

lower respiratory tract diseases in children and elderly worldwide. The M2-1 protein 

from HRSV acts as a transcription antitermination factor, enabling the transcription of 

all genes. This protein is divided into four domains: a zinc finger domain; the 

oligomerization domain; the core domain that interacts with the viral RNA; and 

unstructured C-terminal domain. In 2016, a study published by Bailly and colleagues 

showed that steroidal alkaloids had significant antiviral activity against HRSV and that 

the main target of the compound was the M2-1 protein core domain (cdM2-1). Then, 

the present study aimed to answer two questions: i) what are the thermodynamic 

parameters and the non-covalent interactions involved in the formation and 

stabilization of the cdM2-1/RNA complex? ii) do solasodine and cyclopamine really 

interact in the core domain? Which regions of these molecules are involved in the 

interaction with the protein? To achieve the results, we measured the fluorescence 

quenching of cdM2-1 by RNA under different conditions of temperature, ionic 

strength and pH. The determined dissociation constant for the complex was on the 

range of hundreds nanomolar and the binding stoichiometry is of two proteins per 

RNA molecule. The effect of temperature revealed a negative binding enthalpy 

change, whereas the increase either in pH or in saline concentration confirmed that 

electrostatic forces drive the interaction. The results also indicate that it is 

spontaneous, with hydrogen bonds and van der Waals forces playing a key role on 

the stabilization of the complex. Regarding to the steroidal alkaloids, it was found that 

both interact at the AMP binding site and the complex formed was visualized by 

molecular docking, which demonstrated that the interaction occurs at the cdM2-1 / 

zinc finger interdomain interface region and it depends on hydrogen bonds and 

hydrophobic contacts to occur. These findings require further investigation and are 

important for understanding the mechanism of interaction between HRSV M2-1 

protein with RNA and with promising candidates for the development of antivirals. 

 

Keywords:  HRSV, M2-1, RNA, solasodine, cyclopamine. 
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1.  Introdução 

 1. 1.  Vírus Sincicial Respiratório Humano: Epidem iologia, aspectos 

clínicos e classificação 

 O vírus sincicial respiratório humano (VSRH) foi descoberto na década de 

1950 e desde então é apontado como o principal agente causador de infecções 

respiratórias agudas (IRA) por todo o mundo, especialmente em recém-nascidos 

(MORRIS et al., 1956; CHANOCK et al., 1957; MUFSON et al., 1973; PARROTT et 

al., 1973; HALL et al., 1994; HALL et al., 2009). O vírus, assim como os demais vírus 

respiratórios, é dispersado por gotículas de muco ou saliva nos momentos em que 

um individuo infectado tosse, espirra ou fala.  O contágio pode ocorrer diretamente 

ou, principalmente, indiretamente, quando um indivíduo sadio entra em contato com 

secreções depositadas em um objeto ou superfície do ambiente e as conduz para as 

mucosas orais, nasais ou oculares.  Ao alcançar as células epiteliais ciliadas do trato 

nasofaríngeo do futuro hospedeiro, o HRSV (do inglês – Human Respiratory 

Syncytial Virus) penetra e inicia a replicação, podendo atingir as células ciliadas dos 

bronquíolos e os pneumócitos do tipo I nos alvéolos, principais alvos do agente e 

locais onde ocorrem os sintomas característicos da infecção aguda do trato 

respiratório inferior (HALL et al., 1975; HALL et al., 1980; HALL et al., 1981a; HALL 

et al., 1981b; COLLINS et al., 2008).  

 Os surtos de HRSV apresentam sazonalidade regional, assim como ocorre 

com o vírus Influenza, porém nem sempre os ciclos de ambos os vírus coincidem. 

Fatores como a umidade são importantes para a disseminação do vírus, 

principalmente em regiões tropicais. Mas, de maneira geral, os picos no número de 

casos ocorrem em meses de inverno, nos quais a temperatura média é mais baixa e 

as pessoas tendem a se aglomerar em suas casas, facilitando a transmissão 

intrafamiliar, onde o contágio geralmente ocorre dos indivíduos adultos para as 

crianças (YANG et al., 2015; PAYNTER et al., 2015; HEIKKINEN et al., 2015). 

Apesar de existirem dois subtipos virais (RSVA e RSVB), não existe distinção geral 

clara entre a sazonalidade de ambos. O que se sabe até o momento é que os 

subtipos alternam surtos e que RSVA gera títulos virais mais altos, possivelmente 

facilitando sua dispersão nos momentos de aglomeração familiar. Reservatórios para 

o vírus ainda não foram encontrados, mas provavelmente existem pequenas 



 

populações virais que se replicam "silenciosamente" em hospedeiros adultos ou em 

crianças durante o verão 

  

Figura 1. Tendências idade-
número total de casos de gripe contabilizados por semana epidemiológica em 14 diferentes países ao 
redor do planeta. O gradiente de cor azul das barras 
de gripe, partindo do azul claro (bebês de 0 a 6 meses de idade), seguindo para um tom pouco mais 
escuro (crianças de 6 meses a 5 anos de idade), depois um tom de azul escuro intermediário 
(crianças de 5 anos até idosos de 65 anos de idade), chegando até o azul escuro (idosos com idade 
superior a 65 anos). A linha azul representa o percentual de casos positivos para HRSV, enquanto a 
linha laranja representa o percentual de positividade para 

Fonte: Organização Mundial da Saúde (OMS, 2020).
http://ais.paho.org/phip/viz/ed_who_rsv.asp
 

 A idade é o fator determinante para o aumento da susceptibilidade de contrair 

o HRSV, sendo recém-nascidos

grupos de risco (figura 1)

destacando-se a fragilidade do sistema imunológico, ora imaturo, ora menos 

eficiente (MUFSON et al.

populações virais que se replicam "silenciosamente" em hospedeiros adultos ou em 

crianças durante o verão (AUSAR et al., 2005; KIM et al., 2015).  

-específicas do HRSV no ano de 2019. As barras azuis representam o 
número total de casos de gripe contabilizados por semana epidemiológica em 14 diferentes países ao 

O gradiente de cor azul das barras representa a faixa etária acometida pel
de gripe, partindo do azul claro (bebês de 0 a 6 meses de idade), seguindo para um tom pouco mais 
escuro (crianças de 6 meses a 5 anos de idade), depois um tom de azul escuro intermediário 

até idosos de 65 anos de idade), chegando até o azul escuro (idosos com idade 
A linha azul representa o percentual de casos positivos para HRSV, enquanto a 

linha laranja representa o percentual de positividade para Influenza. 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2020).
http://ais.paho.org/phip/viz/ed_who_rsv.asp. 

A idade é o fator determinante para o aumento da susceptibilidade de contrair 

nascidos, crianças até 2 anos de idade e idosos os 

(figura 1), provavelmente em virtude de múltiplos fatores intrínsecos, 

se a fragilidade do sistema imunológico, ora imaturo, ora menos 

MUFSON et al., 1973; FALSEY  et al., 1995; DOWELL
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populações virais que se replicam "silenciosamente" em hospedeiros adultos ou em 

.   

As barras azuis representam o 
número total de casos de gripe contabilizados por semana epidemiológica em 14 diferentes países ao 

representa a faixa etária acometida pelos casos 
de gripe, partindo do azul claro (bebês de 0 a 6 meses de idade), seguindo para um tom pouco mais 
escuro (crianças de 6 meses a 5 anos de idade), depois um tom de azul escuro intermediário 

até idosos de 65 anos de idade), chegando até o azul escuro (idosos com idade 
A linha azul representa o percentual de casos positivos para HRSV, enquanto a 

 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2020). Disponível em: 

A idade é o fator determinante para o aumento da susceptibilidade de contrair 

, crianças até 2 anos de idade e idosos os principais 

, provavelmente em virtude de múltiplos fatores intrínsecos, 

se a fragilidade do sistema imunológico, ora imaturo, ora menos 

DOWELL  et al., 2006; HALL 
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et al., 2009;). Porém, estudos epidemiológicos apontam outros fatores agravantes 

para o estado patológico destes pacientes, sendo eles a exposição excessiva à 

fumaça (por tabagismo e ao cozinhar), evidências de asma na mãe e o nível 

socioeconômico (WEBER et al., 1999; OKIRO et al., 2008). Outros grupos 

notavelmente susceptíveis as hospitalizações pela infecção viral incluem: bebês 

prematuros ou abaixo do peso (< 2,5 kg), imunocomprometidos (via medicamentosa 

ou com HIV por exemplo) (HERTZ et al., 1989; WHIMBEY et al., 1995), pessoas 

com problemas cardiopulmonares (GLEZEN et al., 2000), com anomalias genéticas 

ou cromossômicas (síndrome de Down, por exemplo) (MORI et al., 2014), 

neoplasias e indivíduos com combinações de todos os quadros listados (WALSH et 

al., 2004; CILLA et al., 2006; CHEN et al., 2014; WU et al., 2015).  

 

Figura 2.  Aspectos clínicos e resposta imunológica da infecção por HRSV por faixa etária. A idade é 
um fator determinante para desenvolver a doença causada por HRSV. As primeiras infecções 
ocorrem tipicamente logo após o declínio dos títulos de anticorpos maternais, na primeira época de 
surto de RSV enfrentada por uma criança; este é o momento de grande risco para desenvolver 
doenças severas do trato respiratório inferior, as quais podem acarretar chiados respiratórios após 
episódios de bronquiolite na infância tardia. A resposta imunológica amadurece no primeiro e 
segundo anos de vida, com uma resposta imune inata mais eficiente, aquisição de imunidade Th1 
protetiva e relativo declínio em respostas mediadas por Th2 e Th17. Repetidas infecções com HRSV 
ocorrem ao longo da vida, porém em adultos saudáveis causam apenas resfriados comuns. No 
entanto, para aqueles que possuem problemas respiratórios como asma ou doenças pulmonares 
obstrutivas crônicas (DPOC), o HRSV pode levar a exacerbações. A imunidade tende a declinar em 
idade avançada, com a maioria das mortes causadas por HRSV ocorrendo em idosos fragilizados. 

 
Fonte: traduzido e adaptado de Openshaw et al., 2017.  
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 O HRSV não é apenas o maior causador de IRA, como também é um dos 

agentes que mais levam a hospitalizações devido a IRA severa no mundo todo, 

ficando atrás apenas das pneumonias bacterianas causadas por pneumococos e 

Haemophilus influenzae tipo B.  Estima-se que quase todas as crianças até os dois 

anos de idade tenham se infectado com HRSV, com cerca de 2% destas requerendo 

hospitalização. Dados epidemiológicos mostram que o HRSV acomete cerca de 34 

milhões de crianças menores que 5 anos de idade por ano, levando a quadros de 

IRA do trato respiratório inferior grave seguida de hospitalização em cerca de 3,4 

milhões de casos. Além disso, a mortalidade deste grupo foi de cerca de 66,000 a 

160,000 indivíduos em 2005, com mais de 90% das mortes ocorrendo em países 

emergentes (HALL et al., 2001; NAIR et al., 2010). Já no grupo dos idosos, os dados 

são tão alarmantes quanto o supracitado, apresentando um número total de 

hospitalizações maior que do vírus influenza. Estima-se que 78% das mortes 

causadas por HRSV sejam de adultos acima de 65 anos de idade, um número que 

tende a aumentar devido ao envelhecimento das populações, refletindo as 

mudanças nas estruturas sociais globais (THOMPSON et al., 2003; FALSEY et al., 

2005; FLEMING et al., 2015).  

 Apesar do HRSV infectar boa parte das pessoas logo nos primeiros 6 meses 

de idade e induzir a produção de níveis significantes de imunoglobulinas, não existe 

a garantia de imunização para o futuro, sendo frequentes as reinfecções ao longo da 

vida sem a necessidade de troca antigênica, especialmente nos primeiros anos de 

vida (WALSH et al., 2004). Os sintomas importantes causados pela infecção por 

HRSV nos pacientes são originados por dois componentes: o título viral e a 

exacerbação da resposta imunológica do hospedeiro, sendo geralmente brandos ou 

inexistentes em indivíduos adultos saudáveis e frequentes e acentuados em 

indivíduos dos grupos de risco, requerendo hospitalização (DEVINCENZO et al., 

2010; UTOKAPARCH et al., 2011).   

 O aumento da carga viral pode tornar a infecção mais severa, 

consequentemente causando maior inflamação das vias aéreas, assim como ocorre 

com outros vírus respiratórios (DEVINCENZO et al., 2010).  No entanto, o efeito 

citopático causado pelo HRSV é relativamente menor do que o observado para 

influenza por exemplo. Logo, há indícios de que boa parte do dano causado pela 

infecção ocorra em virtude da resposta imunológica desregulada, cujos indicadores 

são a infiltração massiva de neutrófilos e eosinófilos e a resposta imune mediada por 



21 

 

 

células Th2 (KIM et al., 1969; EVERARD et al., 1994; JOHNSON et al., 1999; 

MCNAMARA et al., 2003). Outros efeitos notórios no decorrer da infecção por HRSV 

são a formação de sincícios entre as células do hospedeiro (originando o nome do 

vírus) principalmente in vitro, obstrução das vias aéreas inferiores (o que agrava os 

sintomas de indivíduos que possuem asma e doenças pulmonares obstrutivas 

crônicas – DPOC) e indução de bronquiolite e pneumonia viral grave, levando a 

deficiência funcional do pulmão, podendo acarretar a morte (SEEMUNGAL et al., 

2003; HEWITT et al., 2016). Além disso, a progressão para casos severos da 

doença pode ter efeitos a longo prazo, existindo indícios de uma correlação direta 

entre indivíduos que desenvolveram a IRA precocemente e o surgimento de casos 

de chiados ao respirar e asma no futuro, devido ao desenvolvimento de 

anormalidades funcionais nos pulmões durante o curso da infecção (CARROLL et 

al., 2009; SIGURS et al., 2010).  

 O HRSV pertence ao domínio Riboviria,  reino Orthornavirae, filo 

Negarnaviricota, subfilo Haploviricotina, classe Monjiviricetes, ordem 

Mononegavirales, família Pneumoviridae, gênero Orthopneumovirus (KOONIN et al., 

2020), e apresenta morfologia pleomórfica, possuindo nucleocapsídeo helicoidal 

circundado por um envelope lipídico externo no qual estão embebidas as 

glicoproteínas de membrana.  O vírus possui um genoma de RNA fita simples de 

polaridade negativa, sem segmentação, com 15,2 kb e dez genes, produzindo dez 

RNAs mensageiros (mRNA), os quais codificam onze proteínas devido a duas 

regiões de leitura aberta sobrepostas localizadas no gene M2, produzindo as 

proteínas M2-1 e M2-2 (COLLINS et al., 1984; COLLINS et al., 1991; GOWER et al., 

2005). Desses dez genes, na ordem: 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5', oito 

codificam proteínas estruturais e dois codificam proteínas não estruturais (NS1 e 

NS2) relacionadas à evasão de resposta imunológica inata. Das proteínas 

estruturais, a proteína de matriz (M) e nucleoproteína (N) compõem o 

nucleocapsídeo, enquanto a fosfoproteína (P) e a RNA polimerase viral (L) 

constituem o complexo da RNA polimerase. No envelope lipídico estão localizadas 

as glicoproteínas de membrana, relacionadas com o aumento de permeabilidade, 

adesão e fusão à célula hospedeira, sendo elas a pequena proteína hidrofóbica 

(SH), glicoproteína (G, da qual se diferenciam os subtipos virais A e B) e proteína de 

fusão (F), respectivamente. Por fim, as proteínas M2-1 e M2-2 compõem um 

importante sistema de regulação do ciclo de replicação viral, encontrado em poucos 
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vírus desta família, e são responsáveis por impedir a terminação prematura da 

transcrição e regular a alternância de etapas entre transcrição/tradução, 

respectivamente (BERTHIAUME et al., 1974; COLLINS et al., 1984; ANDERSON et 

al., 1985; KNIPE et al., 2001).  

 

1. 2.  O papel da proteína M2-1 e dgM2-1 na infecti vidade e replicação viral 

 Logo após a fusão da partícula viral com a célula hospedeira, inicia-se a 

transcrição do genoma viral. A princípio, o complexo da polimerase viral realiza uma 

transcrição abortiva, iniciando e terminando a transcrição de pequenos trechos do 

genoma viral, dessa forma produzindo muitas cópias de RNA senso positivo dos 

genes próximos a extremidade 3'. Portanto, ocorre a geração de um gradiente 

decrescente de transcritos da extremidade 3' em direção a 5' do genoma (FEARNS 

et al., 1999; BLONDOT et al., 2012). 

 A proteína M2-1 atua no processo de transcrição como um fator de 

processividade e anti-terminação (COLLINS et al., 1996; HARDY et al., 1998), 

evitando que a RNA polimerase viral se dissocie precocemente ao chegar no códon 

de parada, aumentando a eficiência de transcrição principalmente dos genes 

próximos à extremidade 5’ (BLONDOT et al., 2012). Alternativamente, a associação 

de M2-1 com o replissomo aumenta a atividade replicativa do RNA viral (ASENJO et 

al., 2012). Dois eventos contribuem para a interação da proteína M2-1 com o 

complexo nucleocapsídeo. A interação com a proteína N via moléculas de RNA 

(sendo que a interação com RNA não é sequência específica) e a interação com a 

proteína P que acontece quando o resíduo Thr108 da proteína P está desfosforilado 

(ASENJO et al., 2006; ASENJO et al., 2012).   

Há evidências de que em alguns Paramyxoviridae, uma família relacionada a 

Pneumoviridae, a proteína P exerça duas funções principais: posicionar a proteína L 

no complexo N-RNA e servir de chaperona para a proteína N recém-sintetizada 

(CURRAN et al., 1995). Outros estudos sugerem que a proteína P oligomeriza de 

maneira independente de fosforilação, sendo a mesma desnecessária para a 

interação P-P, P-N e P-M2-1 (CASTAGNE et al., 2004). A região que compreende os 

resíduos 100-120 é importante para interagir com M2-1 e a região entre os resíduos 

220-240 é importante para a interação com a proteína N (MASON et al., 2003; 

ESPERANTE et al., 2012). 
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 O mecanismo utilizado para evitar a parada da transcrição não está elucidado 

ainda, mas algumas hipóteses têm sido postuladas. A proteína M2-1 atua como um 

fator que evita a parada prematura da transcrição, sendo assim, importante para a 

transcrição dos mRNA (COLLINS et al., 1996). Ela pode se ligar ao mRNA nascente 

facilitando a elongação do transcrito, talvez prevenindo que o mRNA se reibridize 

com o molde ou forme estruturas secundárias que podem desestabilizar o complexo 

de transcrição. Essa hipótese é sustentada por achados de que o mRNA do RSV co-

precipita com a proteína M2-1 em células infectadas com RSV. O efeito do aumento 

da processividade da M2-1 poderia ocorrer devido ao aumento da afinidade da 

polimerase pelo RNA genômico molde de uma maneira não específica. Sendo 

assim, a proteína M2-1 poderia reconhecer sequências GE (do inglês gene end) 

tanto no mRNA como no molde e evitar a liberação do complexo polimerase do 

molde, favorecendo a reiniciação da sequência GS (do inglês gene start) a jusante 

(CARTEE et al., 2001).  

A M2-1 é uma proteína básica de 194 aminoácidos, sendo descrita pela 

primeira vez como uma fosfoproteína estrutural de membrana (TRAN et al., 2009). A 

proteína é composta por 40% de α-helice, 10% de folha-β, 19% de volta β e 31% de 

estruturas aleatórias, apresentando uma temperatura de fusão (melting) de 55,6 °C 

(TEIXEIRA et al., 2017). A estrutura cristalográfica da proteína M2-1 mostrou que ela 

tetrameriza e que essa conformação é a mais estável (KRISSINEL et al., 2007; 

TANNER et al., 2014). A proteína M2-1 possui quatro regiões distintas (Figura 4): 

região N-terminal, constituída pelos 32 resíduos iniciais, alguns dos quais se ligam 

ao zinco (“zinc finger”) e atuam no reconhecimento de ácidos nucleicos e 

consequentemente auxiliam na etapa de transcrição, sendo indispensáveis para a 

função da proteína (HARDY et al., 1998; TANG et al., 2001; ZHOU et al., 2003); um 

domínio responsável pela oligomerização (formação dos tetrâmeros) situado entre 

os resíduos His33 e Gly62; um domínio globular composto por α-hélices (resíduos 

58 a 177) capaz de se ligar à proteína P e RNA; e uma região C-terminal com baixo 

grau de conservação (TRAN et al., 2009).  
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Figura 3. Representação esquemática do monômero e do tetrâmero formado pelas unidades da 
proteína M2-1. Estrutura cristalina da proteína M2-1 (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 (domínio globular – magenta) e um domínio não 
estruturado (não mostrado). A forma ativa da proteína é na forma tetramérica (B). 

 
Fonte: Tanner et al., 2014. 

 

A tetramerização é principalmente mediada pela hélice α1, mas também é 

formada pelo domínio “dedo de zinco” e a face N-terminal do domínio globular.  Essa 

superfície de contato extensa do tetrâmero (14.369 Å2) possibilita uma mudança da 

energia livre de solvatação de – 44 kcal/mol, sugerindo um tetrâmero estável 

(TANNER et al., 2014). A região N-terminal da proteína tem predomínio de cargas 

positivas, enquanto a região C-terminal também apresenta alta positividade, mas 

com quatro resíduos de carga negativa. Entre a hélice de tetramerização e o domínio 

globular, há uma região (resíduos Lys52-Asp67) na qual se encontram os resíduos 

Ser58 e Ser61 que são sítios de fosforilação. Alternativamente, a região de interface 

entre o zinc finger e o dgM2-1 possui papel importante no reconhecimento de RNA 

rico em adeninas (TANNER et al., 2014). Sabendo disso, Leyrat e colaboradores 

(2014) realizaram estudos de interação entre um nucleotídeo, mais especificamente 

o AMP (adenosina 5'-monofosfato), e a proteína M2-1 do metapneumovirus, o qual é 

filogeneticamente próximo do RSV. Os resultados obtidos por esse grupo 

corroboraram com os de Tanner (2014), revelando que a interface é capaz de 

abrigar uma molécula de AMP com um Kd de 8 mM, de forma que interações do tipo 

stacking entre a molécula e resíduos de aminoácidos aromáticos do domínio dedo 

de zinco são estabelecidas (LEYRAT et al., 2014; TANNER et al., 20140). 

O grau de fosforilação da proteína P afeta a atividade da proteína M2-1. A 

fosforilação do resíduo Thr108 da proteína P evita a associação P-M2-1, 
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consequentemente impedindo a associação de M2-1 ao complexo do 

nucleocapsídeo, obrigando-o a desempenhar atividade replicativa sobre o RNA viral.  

Por outro lado, a desfosforilação do resíduo Thr108 de P leva à associação da 

proteína M2-1 ao complexo, conferindo-o atividade transcricional (ASENJO et al., 

2006). Ainda foi observado que a fosforilação dos resíduos S58 e S61 e a 

desfosforilação dos resíduos Thr56 e Ser58 da proteína M2-1 reduzem a afinidade 

da proteína ao RNA, o que afeta a sua função (TANNER et al., 2014). Análises de 

mutação sítio dirigida mostraram que os resíduos Ser58, Ser61, Lys92, Lys150, 

Arg151 e Lys159 exercem papel fundamental sobre a interação do RNA com a 

proteína e que os resíduos Arg3, Arg4, Ser58, Ser61, Lys150, Arg151 e Lys159 são 

importantes para a atividade anti-terminação da proteína (TANNER et al., 2014). 

 O domínio globular, compreendido entre os resíduos Ser58 e Lys177, é 

formado por seis hélices: α1 (Gly75-Gly85), α2 (Lys92-Glu105), α3 (Ser108-Asp117), 

α4 (Lys124-Lys140), α5 (Lys143-Arg151) e α6 (Asp155-Ile171) e apresenta duas 

faces opostamente carregadas. A face positiva contém um grande conjunto básico 

delimitado pelas hélices α2, α5 e α6 que contribuem para a interação com o RNA 

(BLONDOT et al., 2012). Estudos apontam que o domínio globular apresenta alta 

afinidade por fitas de RNA de polaridade negativa, rica em uracilas (BLONDOT et al., 

2012) e por RNA senso positivo, ricas em purinas, especialmente adenina, cuja 

constante de dissociação dessa interação é de 19,1 nM (TANNER et al., 2014). 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). Uma análise de mutação sítio dirigida 

mostrou 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 

estão relacionados à ligação de RNA/P, tiveram o mesmo efeito (BLONDOT et al., 

2012). 

 

1. 3. Moléculas com potencial terapêutico e candida tas a antivirais para 

interação com a proteína M2-1 

 As infecções causadas por RSV são maioria dentre crianças em idade escolar 

e idosos com idade superior aos 65 anos e persistem como um dos mais sérios 
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problemas de saúde pública pelo mundo (CHANOCK et al., 1957; DOWELL et al., 

1996). Muito se sabe a respeito do ciclo viral e das funções e estruturas das 

proteínas, logo, existem muitas possibilidades visíveis de intervenção terapêutica. 

No entanto, até o presente momento, o desenvolvimento de vacinas e terapias 

antivirais foi infrutífero, quando comparado ao que se conseguiu com outros vírus 

como influenza, hepatite C e HIV (MUFSON et al., 1973; SIDWELL et al., 2006; 

HALL et al., 2009; GRIFFITHS et al., 2017). O suporte clínico oferecido aos 

pacientes hospitalizados permanece sendo a oxigenação e hidratação constantes. 

Tentativas de imunização vacinal foram iniciadas na década de 1960 e falharam, 

levando a quadros de indução da própria doença por HRSV e consequente morte de 

alguns pacientes vacinados (KIM et al., 1969; GRIFFITHS et al., 2017). Atualmente a 

forma mais eficaz adotada para combater a infecção por HRSV é a admnistração 

profilática de anticorpos (palivizumab e derivados), mas também houveram 

tentativas malsucedidas de uso de antivirais como a ribavirina. Em ambos os casos 

os medicamentos foram receitados apenas para os grupos de risco, pois os mesmos 

exibem restrições como o alto custo e a possibilidade de causar efeitos colaterais 

graves (SIDWELL et al., 2006). Diversos compostos e terapias vem sendo testados 

clinicamente e novas estratégias de imunização preventiva estão sendo 

desenvolvidas, como a vacinação materna e pediátrica.  

 Ainda que vacinas venham a ser licenciadas, existe uma ampla chance de 

que terapias anti-infecção devam continuar sendo desenvolvidas, já que o agente 

viral possui elevada taxa de mutação, a qual permite a troca antigênica rápida e 

consequente evasão da resposta imunológica (AGOTI et al., 2014; GRIFFITHS et 

al., 2017). Além disso, os grupos de risco muitas vezes apresentam um sistema 

imunológico ineficiente, o que torna a imunização por vacinas pouco proveitosa, 

sendo necessária uma intervenção terapêutica ou antiviral adicional. Outro 

agravante é o nível socioeconômico dos pacientes. Como a maioria das mortes 

ocorrem em países emergentes, faz-se necessário o desenvolvimento de alguma 

forma de antiviral eficaz de menor custo e uma possível maneira de alcançar isso 

seria a busca por compostos naturais com essa propriedade (NAIR et al., 2010; 

GRIFFITHS et al., 2017).  

 O desenho racional de medicamentos nem sempre produz antimicrobianos 

eficazes. Estudos mostram que produtos naturais apresentam propriedades 

farmacêuticas melhores do que compostos gerados aleatoriamente por química 
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combinatorial. No passado, potentes enzimas foram sintetizadas com sucesso, com 

atividades antimicrobianas modestas, provavelmente devido ao baixo potencial de 

absorção celular. Atualmente, diversos trabalhos de síntese e triagem de compostos 

naturais para a atividade antimicrobiana vem sendo realizados para o 

desenvolvimento de novos medicamentos. Esses produtos têm sido uma fonte 

particularmente rica de agentes antimicrobianos como, por exemplo, a obtenção das 

penicilinas em 1940, das tetraciclinas em 1948 e dos glicopeptídeos, em 1955. A 

continuidade dos estudos com compostos naturais reafirmou seu uso clínico, 

inclusive como drogas antivirais (FEHER et al., 2003; BUTLER et al., 2005; HARVEY 

et al., 2008).  

 Os alvos escolhidos para serem testados são alcaloides esteroidais, 

moléculas sintetizadas a partir de alcaloides, uma classe de compostos com 

distribuição ampla pela natureza, sendo produzidos pela maioria dos seres vivos e, 

neste caso, por dois vegetais distintos: Veratrum californicum (lírio da Califórnia) e 

plantas da família Solanaceae (FRIED et al., 1953; ÖZÇELIK et al., 2011; PATEL et 

al., 2013; MOUSAVIZADEH et al., 2018). Tais moléculas geralmente são absorvidas 

com facilidade pelo organismo humano e vem sendo descritas por apresentarem 

muitas características atrativas para o desenho de novas estratégias terapêuticas. 

As atividades farmacológicas descritas na literatura evidenciam esse fato. Dentre 

elas pode-se elencar as seguintes atividades: inseticida, antiparasitária, antifúngica, 

antibacteriana, anticarcinogênica, antiasmática, analgésica e, principalmente, 

antiviral (LEVETIN et al., 1999; SINATRA et al., 2010; RUSSO et al., 2013; 

CUSHNIE et al., 2014; KITTAKOOP et al., 2014; SHI et al., 2014). Alcaloides 

esteroidais também possuem uma variedade de atividades descritas, similares as 

demonstradas para os alcaloides (LEVETIN et al., 1999; TAIPALE et al., 2000). 

Ademais, um composto específico dessa classe foi descrito como um potente 

inibidor, tanto in vitro quanto in vivo, da replicação do HRSV. O composto é a 

ciclopamina que historicamente foi descoberta em 1957 e pouco tempo depois 

descrita como um potente agente teratogênico causador de ciclopia, assim como 

outras moléculas oriundas de V. californicum (JAMES, L. F. et al., 2004). No caso do 

estudo, a proteína M2-1 foi o provável alvo da molécula, o que desencadeou uma 

desregulação funcional do complexo da RNA polimerase viral, seguida de redução 

na eficiência de transcrição e consequente redução dos títulos virais ao longo dos 

experimentos em cultura de células e em modelos animais (BAILLY et al., 2016). 
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Este achado abre o caminho para exploração dos mecanismos envolvidos nesta 

possível interação. Além disso, possibilita que sejam testadas outras moléculas 

estruturalmente similares a ciclopamina, por exemplo a solasodina, outro alcaloide 

esteroidal que já possui importância farmacológica bem descrita na literatura (PATEL 

et al., 2013).  

Figura 4. Estrutura química dos alcaloides esteroidais ciclopamina e solasodina. 

Fonte: C. A. BROWNE et al., 1984. 
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5. Conclusões

Ambas as proteínas, tanto M2-1 quanto seu domínio globular, foram 

produzidas de maneira solúvel e com elevado grau de pureza. Com os resultados 

obtidos por western blotting comprovou-se que as proteínas purificadas eram as de 

interesse.  

A partir dos resultados obtidos pelos experimentos de titulação por 

fluorescência entre dgM2-1 e RNA torna-se evidente que existe interação 

relativamente alta, na razão de duas moléculas de proteína para uma de RNA, 

caracterizada por ser uma interação espontânea e dirigida entalpicamente. Ademais, 

os parâmetros termodinâmicos apontam que forças de van der Waals e ligações de 

hidrogênio desempenham um papel importante na estabilização do complexo 

formado pela proteína e os ácidos nucleicos. Por outro lado, os experimentos em 

diferentes condições de salinidade e pH evidenciaram uma importante contribuição 

eletrostática para a formação do complexo. Logo, o microambiente celular na qual 

M2-1 desempenha sua função, mais especificamente os corpos de inclusão, devem 

possuir condições que favoreçam este tipo de interação, como valores de pH e/ou 

salinidade mais baixos (RINCHEVAL et al., 2017). 

Os resultados referentes aos experimentos entre M2-1 e AMP corroboram 

com o que já foi publicado na literatura, revelando que realmente ocorre interação 

entre ambos (LEYRAT et al., 2014). No entanto, reporta-se neste trabalho que a 

solasodina e, possivelmente, a ciclopamina, foram capazes de interferir nesta 

interação, indicando que a interação entre M2-1/alcaloides possa estar ocorrendo no 

sítio do AMP também, na região de interface dgM2-1/dedo de zinco, não se limitando 

ao sítio do RNA, como sugerido por Bailly e colaboradores (2016). Portanto, a 

atuação de alcaloides esteroidais sobre o ciclo viral, caso estes venham a se tornar 

candidatos a antivirais, provavelmente estará relacionada ao impedimento do 

reconhecimento de caudas poli A em RNAs nascentes ao longo da transcrição. 

Entretanto, mais estudos são necessários para complementar estes dados, no intuito 

de verificar como os alcaloides em questão interferem na ligação do RNA, dentro do 

dgM2-1, ou do AMP, na interface dgM2-1/dedo de zinco, para descrever 

mecanismos envolvidos no processo replicativo viral e propor novas abordagens no 

combate ao RSV. 
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