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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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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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