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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratorio humano (hRSV) e o Metapneumovirus humano
(hMPV) s@o os agentes patologicos de doengas respiratorias agudas mais comum em
recém-nascidos, criancas e idosos, responsavel por doencas como bronquiolite e
pneumonia. Dentre as proteinas codificadas pelos virus, a M2-1 destaca-se por atuar como
um co-fator transcricional que impede a dissociagdo prematura do complexo da
polimerase, e que, sua ma funcionalidade implica em efeitos no ciclo replicativo viral.
Estruturalmente, a M2-1 € uma proteina multidominios formada por quatro subunidades
monoméricas, sendo estas compostas por quatro diferentes dominios. Estudos recentes
mostram que esse rearranjo tridimensional das subunidades é flexivel, apresentando
conformagdes “abertas” e “fechadas”, trazendo uma nova caracteristica dindmica para o
funcionamento de M2-1 e possibilitando por exemplo sua interagdo simultdnea com a
fosfoproteina viral e 0 RNA mensageiro nascente. Ainda, € relatado que a estabilidade de
ambas as conformagdes e o equilibrio entre elas sdo importantes para a fungido de M2-1.
Nesse contexto, o presente projeto tem como objetivo modelar e caracterizar
computacionalmente as mudangas conformacionais entre os estados aberto e fechado das
proteinas M2-1 do hRSV e hMPV empregando modelos minimalistas que permitem a
dindmica conformacional entre essas diferentes conformagdes. A partir dos dados
obtidos, refinamos nosso modelo e utilizamos como ponto de partida para a elucidagéo
de mecanismos que envolvem essas transigdes, identificando regides alvo para mutagdes
e desenho racional de farmacos. A auséncia de uma interpretagdo molecular exploratdria
das fungdes associadas a dindmica conformacional da proteina M2-1 ressaltam a
importancia desse projeto e suas elucidagées contribuira para uma compreenséo detalhada
de suas atividades no processo de transcri¢do viral, assim como para o desenvolvimento

de novas estratégias de combate ao virus que visam interromper o ciclo replicativo viral.
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Molecular. Modelagem Molecular. Modelos baseado em estrutura. Desenho Racional de
Farmacos.



1. Introdu¢ao

A familia dos Pneumovirus (Pneumoviridae) inclui o virus sincicial respiratorio
humano (hRSV) e o metapneumovirus humano (hMPV). Esses virus sdo os principais
agentes causadores de doencas respiratorias agudas, tais como pneumonia e bronquiolite
em criangas em todo o mundo além de serem os principais responsaveis pela morbidade
respiratoria em idosos, pessoas imunocomprometidas e com doenca cardiorrespiratéria
(1-3). Enquanto o genoma do hRSV codifica onze proteinas, o genoma do hMPV codifica
nove proteinas. Apesar dessa diferenca, ambos os virus compartilham organizacdes
genOmicas e mecanismos de transcricdo e replicagdo semelhantes. O RNA negativo de
fita simples enrolado em contato com a proteina N do nucleocapsideo € usado como
modelo para transcri¢do e replicacdo. A replicagdo gendmica do RNA ¢é conduzida pela
proteina L da RNA polimerase junto com a fosfoproteina P. A proteina M2-1, exclusiva
do pneumovirus, atua como um cofator e é necessaria para a transcrigdo subgendmica
eficiente do mRNA (4).

Além de atuar como um cofator para a transcrigdo gendmica do virus, prevenindo o
término prematuro da transcricdo de mRNAs longos e melhorando a sintese de mRNAs,
M2-1 também participa do trafego de mRNA pds-transcricional e acimulo transitorio de
mRNAs virais em organelas sem membrana, antes de liberar mRNAs no citosol para
tradug@o. Também ¢ associada a montagem de particulas virais, mediando as interagdes
entre o N nucleocapsideo e a proteina de matriz M. Além disso, M2-1 tem um papel
importante na morfogénese viral (5-7). Todas essas interagdes e fun¢des tornam M2-1 de
interesse significativo para a compreensdo do ciclo de vida e infeccdo do Pneumovirus
(8).

Estruturalmente, a proteina M2-1 é composta em sua maioria por alfa hélices e
apresenta uma estrutura tridimensional dividida em quatro dominios, mostrados na Figura
1. O dominio “zinc finger” que € composto por residuos iniciais do N-terminal os quais
se ligam a um atomo de zinco e auxiliam no processo de transcricdo; o dominio de
oligomerizagdo que é responsavel pela formagéo do tetrdmero; o dominio globular que
atua diretamente na interagdo com a proteina P e o RNA; e o dominio C-terminal néo

estruturado com baixo grau de conservagéo (9, 10).
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Figura 1: Estrutura da proteina M2-1 do hRSV (A) Estrutura tridimensional M2-1 do
hRSYV (PDB: 4C3B) determinada por cristalografia de raios-X. Representacdo em cartoon da
estrutura tetramérica da proteina com as cadeias monoméricas coloridas em diferentes cores. (B)
Representagdo do arranjo tetramérico tridimensional da proteina M2-1 do hRSV. Uma unidade
monomérica da proteina é composta por um dominio de ligago ao zinco (vermelho), um dominio
de oligomerizagdo (verde), um dominio globular de ligagdo a proteina P e ao RNA (azul) e uma
regifio ndo estruturada do C-terminal. Essa representagdo foi adaptada de (9).

Embora semelhante em estrutura tridimensional, a estrutura cristalina do
tetramero M2-1 do hMPV revela uma unidade assimétrica com um dos protdmeros
exibindo uma conformagéo aberta em relagdo a estrutura cristalina da M2-1 do hRSV,
como mostrado na Figura 2A e 2B (10—12). A sobreposicdo dessas estruturas, mostrada
da Figura 2C revela também que a mudanga conformacional acontece de maneira global
na proteina, afetando todos os outros dominios, mesmo que de maneira sucinta.

Nos estudos proposto por Leyrat e colaboradores (12), na configuragdo “aberta”
de M2-1, um dos dominios globulares do tetramero encontra-se afastado do restante da
proteina, devido a uma rotagdo ocorrida no linker flexivel entre a-hélice de
oligomerizacdo e o dominio globular (mondmero em cor laranja na Figura 2A e B).
Utilizando simulagées de dindmica molecular e experimentos de espalhamento de raios-
X a baixo angulo (Small Angle X-ray Scattering — SAXS), eles também reportaram um
equilibrio dindmico entre conformagdes “aberta” e “fechada” para a M2-1 do hMPV em
solucdo, sendo que a conformagdo completamente “fechada” seria estruturalmente
semelhante ao arranjo determinado para proteina do hRSV. Dentro desses estudos,
também foi demonstrado que na presenca de RNA a conformacdo “fechada” da M2-1 ¢
prevalente, sendo essa estabilizada pela ligagdo simultanea da molécula de acido nucleico
aregido zinc finger e a0 dominio globular da proteina (12). Desse modo, foi provado que

a M2-1 constitui uma plataforma flexivel para reconhecimento de RNA.



Em suma, esses estudos demonstram importancia do equilibrio dindmico entre
essas diferentes conformagdes para com as fungdes de M2-1. Essas mudancgas
conformacionais vdo de encontro com as caracteristicas da M2-1 atuando em diversas
frentes dentro do sistema viral, cada uma compativel com fun¢des especificas.

Mudangas conformacionais ¢ um estudo de extrema importancia para
entendimento do mecanismo molecular das proteinas. Os avangos computacionais tem
permitido construgdes e modelagens que proporcionam transi¢des conformacionais,
como podemos ver em trabalhos recentes (13—16). Dentre os trabalhos, temos exemplos
de proteinas que mudam estruturalmente para reconhecimento de DNA, estabilizagdo de
complexos, fusdo da membrana viral com hospedeiro e também para atividade catalitica.
Esses métodos computacionais combinam as informagdes estruturais experimentais para
explorar toda a transicdo entre essas, mostrando-se uma maneira eficiente de amostrar o
espaco conformacional e destacar novas visdes e possibilidades para o estudo de
proteinas.

Nesse cenario, a modelagem molecular e os estudos da dindmica conformacional
da M2-1 s@o substancialmente importantes para uma descrigdo completa dos mecanismos
de atuagdo dessa proteina. Um detalhamento de mecanismos de transi¢éo local (incluindo
pequenos movimentos de hélices e coils) e aspecto global (movimentos de subunidades
completas) sdo relevantes para o desenvolvimento de novas estratégias ao combate do
hRSV e hMPV. Essa elucidag@o nos possibilita diversos outros tipos de analises, como
por exemplo a construgfo dirigida de potenciais antivirais que poderiam estabilizar a

conformag@o “aberta” ou “fechada” e interferir no equilibrio conformacional de M2-1.



Figura 2: Comparacio estrutural da proteina M2-1 do hRSV e hMPV. (A, B) Estrutura
tridimensional M2-1 do hRSV (PDB: 4C3B) e hMPV (PDB:4CS7) respectivamente, ambas
determinadas por cristalografia de raios-X. A representacdo é em cartoon e colorida de acordo
com cadeias monoméricas (C) Sobreposi¢do das estruturas mostradas em A e B, com a estrutura
da M2-1 do hRSV colorida em ciano € do hMPV em cinza. Essa sobreposi¢do nos mostra que as
mudangas vio além do deslocamento do dominio, afetando globalmente a proteina por um todo.
(D) Modelo hipotético de reconhecimento co-transcricional de RNA mensageiro viral pela M2-1
em associagdo com o complexo transcricional viral. O nucleocapsideo € representado em azul, e
associado com o RNA (linha preta) e com a proteina tetramérica P em verde. A proteina P liga-
se a polimerase viral L (laranja) e o tetrdmero M2-1, o qual é mostrado em vermelho. Mudangas
conformacionais induzidas pelo RNA sob reconhecimento de sequéncias de acido nucleico pela
M2-1 sdo ilustradas pelo “fechamento” de um unico dominio globular da proteina ligado
(vermelho claro) ao RNA de fita simples (12).
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