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RESUMO 

O Vírus Sincicial Respiratório Humano (hRSV) é um dos principais causadores 

de infecções respiratórias agudas (IRA), do trato inferior, em crianças menores 

de cinco anos de idade. O hRSV, membro da família Pneumoviridae, sintetiza a 

proteína NS1 que promove ao vírus evasão do sistema imunológico do 

hospedeiro. Diante dos efeitos colateriais, alto custo e baixa eficácia dos 

tratamentos disponíveis, buscam-se tratamentos alternativos para hRSV com 

melhor eficácia, baixo custo e menos efeitos colaterais. A crisina, um flavonóide 

proveniente de produtos naturais, dentre suas atividades farmacológicas, 

apresenta atividade antiviral em estudos in vitro contra HSV-I e Influenza. Diante 

disso, o objetivo desse trabalho foi estudar se há interação entre a proteína NS1 

do hRSV e os flavonóides crisina e derivado monoacetilado de crisina, utilizando 

espectroscopia de fluorescência e docking molecular. Para isso, foi realizada a 

clonagem, expressão e purificação da proteína NS1 e caracterização dos 

ligantes. Os resultados da supressão de fluorescência da NS1 com ambos os 

ligantes apontam que o mecanismo de interação é do tipo dinâmico, já que as 

constantes de Stern-Volmer (Ksv) é diretamente proporcional ao aumento da 

temperatura. A partir da análise do duplo log determinou-se a ordem da 

constante de ligação (Kb) da ordem de 105 M-1, entretanto a interação NS1-crisina 

apresentou maior afinidade do que na interação NS1-derivado monoacetilado de 

crisina. Os parâmetros termodinâmicos indicaram que a reação de ligação é 

favorável, entropicamente dirigida e predominantemente hidrofóbica. Esses 

resultados, juntamente com estudos de Docking molecular, nos sugerem que 

apesar da diminuição na afinidade da proteína pelo derivado monoacetilado de 

crisina, a modificação não resultou em maior probabilidade de afinidade do 

ligante por outro sítio que não o mesmo da NS1-crisina. A acetilação, em 

sistemas mais complexos, poderá resultar em um aumento na sua absorção 

intestinal, biodisponibilidade e acesso ao seu alvo por facilitar sua passagem 

pela membrana citoplasmática.  

Palavras-chave: hRSV, proteína NS1, crisina, derivado monoacetilado de 

crisina, espectroscopia de fluorescência, docking molecular.  



ABSTRACT 

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is a major cause of acute lower 

respiratory tract infections (ALRIs) in children under 5 years of age. HRSV, a 

member of the Pneumoviridae family, synthesizes the NS1 protein that promotes 

virus evasion of the host's immune system. In view of the collateral effects, high 

cost and low efficacy of available treatments, alternative treatments for hRSV was 

sought with better efficiency, low cost and fewer side effects. Chrysin, flavonoid 

from natural products, among its pharmacological activities, has antiviral activity 

in in vitro studies. Therefore, the aim of this work was to study the interaction 

between hRSV-NS1 and chrysin flavonoids and monoacetylated chrysin 

derivative using fluorescence spectroscopy and molecular docking. For this, 

cloning, expression and purification of the NS1 protein and characterization of the 

ligands were performed. The results of hRSV-NS1 fluorescence suppression with 

both ligands indicate that the interaction mechanism is of the collisional type, 

since the Stern-Volmer (Ksv) constants increase with increasing temperature. 

From the double log analysis, the order of the binding constant (Kb) of 105 M-1 

was determined, however, the NS1-chrysin interaction showed higher affinity in 

comparation to the NS1-monoacetylated derivative of chrysin interaction. The 

thermodynamic parameters indicated that the binding reaction is favorable, 

entropically directed. These results, together with molecular docking studies, 

suggest us that despite the decrease in protein affinity for the monoacetylated 

derivative of chrysin, the modification did not result in a greater likelihood of 

affinity for the linker at a site other than that of NS1-chrysin. Chrysin acetylation, 

in more complex systems, may result in an increase in its intestinal absorption, 

bioavailability and access to its target by facilitating its passage through the 

cytoplasmic membrane. 

Keywords: hRSV, hRSV-NS1, chrysin, monoacetylated derivative of chrysin, 

fluorescence spectroscopy, molecular docking. 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 Mapa global do tempo de pico de infecção por RSV e duração da epidemia 

(n = 96 locais). As cores ilustram o tempo da atividade de pico de RSV, com base na 

legenda inferior esquerda, enquanto o tamanho dos círculos é proporcional à duração 

da epidemia. Observações independentes para o mesmo local foram calculadas uma 

média. Para estudos que não forneceram informações suficientes para estimar a 

duração, um triângulo é mostrado. Círculos preenchidos com mais de uma cor 

representam locais que experimentam picos semestrais de atividade de vírus. ....... 16 

Figura 2. Representação da estrutura do Vírus Sincicial Respiratório Humano (hRSV) 

e das suas proteínas. A. O hRSV possui proteínas estruturais e não estruturais. Dentre 

as proteínas estruturais, três compõem o envelope viral, a proteína de fusão F (verde), 

a glicoproteína G (amarelo) e a proteína hidrofóbica pequena SH (púrpura); quatro 

compõem o nucleocapsídeo, a proteína de matriz M (bege), a nucleoproteína N (azul), 

a fosfoproteína P (verde claro), a RNA polimerase dependente de RNA L (roxo). B 

Genoma do hRSV composto por 10 genes, sentido 3’-5’, que codificam 11 proteínas. 

A cor representativa para cada gene corresponde à proteína que é produzida a partir 

do mesmo.................................................................................................................. 19 

Figura 3 Replicação do hRSV (Pneumoviridae). A replicação se inicia pela adsorção 

e fusão do vírus à célula hospedeira por meio da interação das proteínas G e F do 

vírus com receptores da célula hospedeira que resultam na fusão do envelope viral 

com a membrana citoplasmática promovendo a internalização do material genético 

viral. O genoma viral internalizado é, em seguida, transcrito e traduzido. Tanto a 

replicação como a transcrição são dependentes da RNA polimerase dependente de 

RNA, que sintetiza antigenoma de sentido positivo que servirá como molde para 

síntese de antigenoma de sentido negativo e também será traduzido em proteínas 

virais. Após a síntese das proteínas e da replicação do genoma viral, a estrutura do 

vírion se reorganiza e sai da célula por brotamento dando origem ao vírion maduro.

 .................................................................................................................................. 21 

Figura 4 Atuação das proteínas virais na modulação da resposta imunológica do 

hospedeiro. 1. NS1 inibe a ligação de RIG-I à proteína mitocondrial de sinalização 

antiviral (MAVS) impedindo a interação MAVS-RIG-I necessárias para a produção de 



IFN; 2. NS1 pode ligar-se diretamente ao IRF-3, ativador de transcrição do sistema 

IFN tipo I; 3.As proteínas NS1 e NS2 induzem a degradação proteossômica da STAT2 

que, quando ativados, associam-se ao fator 9 regulador de interferon (IRF-9) para 

formar o complexo ativador transcricional fator 3 (ISGF-3). Esse complexo é 

translocado para o núcleo e ativa a transcrição dos ISG. 4. Interação da proteína F do 

hRSV com receptores Toll-like 4 (TLR-4) importantes na ativação da resposta imune 

inata. ......................................................................................................................... 26 

Figura 5 Esquema da estrutura molecular da crisina (5,7-di-OH-flavona) e derivado 

monoacetilado de crisina evidenciando o local onde foi realizada a modificação ..... 30 

Figura 6 Mapa do plasmídeo pJexpress 401-NS1. O plasmídeo contém uma região 

marcadora para resistência a canamicina, o gene lacI, origem de replicação de alta 

cópia bacteriana, promotor de transcrição T5, a região do operador lac (lacO), o gene 

da NS1 e o gene para a cauda com 6 Histidinas. ..................................................... 31 

Figura 7 Espectro de absorção da crisina e seu derivado com os pontos utilizados. 

Coeficientes de extinção molar (ԑ) de 240 a 500 dos flavonoides A. crisina e B. 

Derivado monoacetilado de crisina em DMSO. ......................................................... 40 

Figura 8 SDS-PAGE 15% corado com Coomassie brilliant blue R-250 evidenciando o 

teste de expressão para averiguar o melhor tempo de indução da proteína NS1 em 

Rosetta-gami 2 (DE3). M. Marcador de massa molecular. Foram selecionados os 

tempos de 3, 4 e 17 horas após indução em três clones diferentes (C1, C2 e C3). 

Determinou-se a melhor condição de expreção após 4 horas de indução do clone 1.  

A proteína NS1 apresenta aproximadamente 16 kDa. .............................................. 41 

Figura 9. SDS-PAGE 15% corado com coomansie brilliant blue R-250 evidenciando 

a purificação por cromatografia de afinidade. A.  M. Marcador de massa molecular, AI 

antes de induzir, DI depois da indução, Flow through 1 e 2, passos de lavagem de 5 a 

40 mM de Imidazol. B. Passos de eluição de 60 a 500 mM de Imidazol. A proteína 

NS1 foi eluída no passo de 80 mM de Imidazol. ....................................................... 43 

Figura 10 Cromatograma referente a cromatografia de exclusão molecular. Em azul 

está representado a absorbância no UV em mAU, em vermelho são as frações 

coletadas de 0,5 mL em cada fração e em preto o volume coletado em mL. Quatro 

picos foram observados, de B2 a B8, de B9 a C2, de C9 a C11 e o último pico em D1.  



A proteína NS1 foi eluída nas frações B10 a C2, que apresentou pico de 110 mAU em 

um volume de 12 e 13 mL. ........................................................................................ 45 

Figura 11 Gel SDS-PAGE 15% evidenicando as frações coletadas após a 

cromatografia de exclusão molecular. A. AI (amostra antes de injetar), M (marcador 

de massa molecular), B2 a B8 frações coletadas referentes ao primeiro pico do 

cromatograma de 38 mAU. B. Frações de B9 a C2 referente ao segundo pico de 110 

mAU (eluição da proteína NS1), C11 referente ao terceiro pico de 8 mAU e D1 

referentes ao pico aproximadamente 2 mAU. ........................................................... 46 

Figura 12 Espectro Absorbância da proteína NS1 em tampão PBS 1X, pH 7,4. A. 

Absorbância da proteína NS1 na concetração de 34,14 µM. B. Absorbância da 

proteína NS1 na concetração de 2 µM. ..................................................................... 47 

Figura 13 Espectro de dicroísmo circular e estrutura da proteína NS1 (tampão PBS 

1x, pH 7,4). (a) O espectro de CD da proteína obtido experimentalmente está 

representado pelos círculos pretos e o ajuste da curva utilizando programa 

CONTIN/LL.(b) Diagrama de topografia da proteína NS1. ........................................ 48 

Figura 14 Espectros de supressão da fluorescência da proteína NS1 pela presença 

dos flavonoides. A. Crisina. B. Derivado mono acetilado de crisina. Ambos na 

temperatura de 19 ºC. A concentração dos ligantes variaram de 0 a 4 µM. Proteína 

NS1 em Tampão PBS 1X em uma concentração de 2 µM. ...................................... 49 

Figura 15. Gráficos de Stern-Volmer e ajuste linear dos pontos nas temperaturas de 

19 e 37 oC. A. complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de 

crisina ........................................................................................................................ 50 

Figura 16 Gráficos de duplo log e ajuste linear dos pontos nas temperaturas de 19 e 

37 oC ......................................................................................................................... 50 

Figura 17 Gráficos de Van’t Hoff. A. complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado 

monoacetilado de crisina ........................................................................................... 52 

Figura 18. Gráficos em barras dos parâmetros termodinâmicos dos complexos NS1-

crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina em duas temperaturas, 19 e 37 ºC. 

A complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina. 

Variação da energia livre de Gibbs (ΔG), variação da entalpia (ΔH) e variação da 

entropia (TΔS). .......................................................................................................... 52 

file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360603
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360603
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360603
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360605
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360605
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360605
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360605
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360607
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360607
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360608
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360608
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360608
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360608
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360608


Figura 19 Localização das moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina   na 

cavidade de interação da proteína NS1 por docking molecular e mapa te interação. A. 

Localização da molécula crisina na proteína. B. Detalhe estrutural da interação entre 

NS1-crisina obtida pelo método de modelagem molecular.  C. mapa de interação entre 

NS1 crisina obtida a partir do PayMol evidenciando as distâncias, linha tracejada 

verde, entre a crisina e os resíduos Lys-115 e Pro-67. D. Localização da molécula 

derivado monoacetilado de crisina na proteína. E. Detalhe estrutural da interação entre 

NS1-derivado monoacetilado de crisina obtida pelo método de modelagem molecular.  

F. mapa de interação entre NS1 e o derivado monoacetilado de crisina obtida a partir

do PayMol. As moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina são 

representadas utilizando o modelo stick-balls, os resíduos de aminoácidos são 

denotados usando o modelo sticks (C, cinza; O, vermelho; N, azul; S, amarelo; H, 

branco) e as pontes de hidrogênio representadas por linhas tracejadas amarelas... 54 

file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610
file:///C:/Users/Evelyn/Desktop/Dissertação%20mestrado/Dissertação%20de%20mestrado%20Corrigido.docx%23_Toc12360610


LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Constantes de Stern-Volmer resultantes da interação do complexo 

NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. R = coeficiente de 

correlação..........................................................................................................49 

Tabela 2. Constantes de ligação (Kb) e o número de sítios de ligação nas 

temperaturas de 19 e 37 oC para a interação entre NS1-crisina e NS1-derivado 

monoacetilado de crisina. Os coeficientes de correlação (R) são > 0,995........51

Tabela 3. Parâmetros termodinâmicos dos complexos NS1-crisina e NS1-

derivado monoacetilado de crisina em duas temperaturas, 19 e 37 ºC. A 

complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina.  

Variação da energia livre de Gibbs (ΔG), variação da entalpia (ΔH) e variação da 

entropia (TΔS)...................................................................................................53



Sumário 

1- INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 12 

2- REVISÃO DA LITERATURA .................................................................................... 13 

2.1. Replicação viral e função das proteínas do hRSV no processo de 
infecção ................................................................................................................. 20 

2.2. Resposta imunológica e o papel da proteína NS1 na infecção viral ... 23 

2.3. Tratamento e busca de alvo para bloqueio da replicação viral ....... 26 

2.4. Crisina: Potencial Terapêutico e Antiviral ........................................... 27 

2.4.1. Estrutura química da crisina e derivado monoacetilado de crisina ......... 28 

3. OBJETIVOS .................................................................................................................. 30 

3.3. Objetivos Gerais ...................................................................................... 30 

3.4. Objetivos Específicos ............................................................................. 30 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................................ 30 

4.1. DNA recombinante pJexpress 401-NS1 .................................................. 31 

4.2. Parâmetros físico-químicos da proteína NS1 fornecidos pelo 
programa ProtParam .......................................................................................... 32 

4.3. Transformação e expressão da proteína NS1 em Rosetta-Gami 2 
(DE3) ...................................................................................................................32 

4.4. Purificação Proteína NS1 por Cromatografia de Afinidade por Íons 
Metálicos Imobilizados e Cromatografia de Exclusão Molecular ................ 33 

4.5. Caracterização dos flavonoides Crisina e derivado monoacetilado 
de crisina ............................................................................................................... 34 

4.6. Estrutura secundária por deconvolução espectral de CD ................ 35 

4.7. Espescroscopia de fluorescência: medidas e análises .................... 36 

4.8. Parâmetros Termodinâmicos ................................................................ 38 

4.9. Docking molecular e mapa de interação ............................................. 39 

5. RESULTADOS .............................................................................................................. 40 

5.1. Caracterização dos ligantes crisina e derivado monoacetilado de 
crisina .................................................................................................................... 40 

5.2. Teste de indução da proteína .................................................................... 40 

5.3. Purificação da proteína NS1 ................................................................. 41 

5.4. Dicroísmo Circular (CD) ......................................................................... 47 

5.5. Supressão da fluorescência da NS1 Crisina e seu derivado .......... 48 

6. DISCUSSÃO .................................................................................................................. 55 

7. CONCLUSÃO ............................................................................................................... 58 

    REFERÊNCIAS.............................................................................................................60



12 

1- INTRODUÇÃO

Dentre as doenças que mais afetam as crianças nos primeiros anos de 

vida, encontram-se as infecções virais do trato respiratório inferior. O Vírus 

Sincicial Respiratório humano (hRSV) é um dos principais causadores dessas 

infecções respiratórias agudas (IRA) graves como pneumonia e bronquiolite em 

crianças menores de 5 anos de idade, sendo o causador de milhões de 

hospitalizações e milhares de óbitos nessa faixa etária, afetando também 

imunodeficientes e idosos (NAIR et al., 2010; LAMBERT et al., 2014; GRIFFITHS 

et al., 2016). 

    A maioria das infecções por hRSV ocorrem em períodos específicos do 

ano, o que o caracteriza como sazonal. No hemisfério norte, entre outubro e maio 

e, no hemisfério sul, especialmente no Brasil, entre abril e julho, com pico no final 

do verão (CHECON et al., 2002; BLOOM-FESHBACH et al., 2013; PAYNTER, 

2015).  

O hRSV é membro da família Pneumoviridae pertencente ao gênero 

Orthopneumovirus, sendo um vírus de RNA não segmentado de cadeia negativa. 

O genoma viral contém 10 genes responsáveis pela transcrição de 11 proteínas. 

Suas proteínas são: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, L, M2-1 e M2-2 (COLLINS et 

al., 2013; TAPIA et al., 2014; FREITAS et al., 2015).  

A molécula alvo desse trabalho é a NS1, uma proteína não estrutural 

envolvida na inibição da produção de intérferon, que juntamente com outros 

mediadores inatos das células epiteliais, têm um papel crucial no curso 

subsequente da infecção por RSV por induzir mecanismos de defesa contra a 

infecção viral. A inibição do interferon do tipo I parece ser um dos principais 

determinantes da suscetibilidade à reinfecção pelo RSV, com seus efeitos de 

longo alcance na imunidade inata e adaptativa (GARCÌA-SASTRE et al., 2006; 

MUNIR et al., 2011; PRETEL et al., 2013; OPENSHAW et al., 2017). 

Até o momento, não existe vacina aprovada para a imunização contra a 

infecção por hRSV e o tratamento oferecido atualmente, como o palavizumab e 

a Ribavirina são de alto custo, causam efeitos colaterais, principalmente a 

Ribavirina, e não são efetivos no tratamento da doença (DE VINCENZO et al., 

2008). Dessa forma, buscar tratamentos alternativos mais efetivos, de baixo 
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custo e com menos efeitos colaterais passou a ser o objetivo de muitos 

pesquisadores da área (HEYLEN et al., 2017).  

A crisina, uma flavona oriunda de produtos naturais, dentre suas atividades 

farmacológicas, apresenta atividade antiviral em estudos in vitro contra o vírus 

do HSV-I e Influenza (SCHNITZLER et al., 2010 e HOUR et al., 2013). 

Modificações realizadas na estrutura desses flavonoides para facilitar sua 

entrada na célula por meio de difusão passiva e, portanto, melhorar sua 

absorção, são uma estratégia utilizada para melhorar a biodisponibilidade de um 

fármaco (PEREIRA, 2007).  

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi estudar e caracterizar por 

espectroscopia de fluorescência, aspectos da interação, como supressão de 

fluorescência, Stern-Volmer, duplo-log e parâmetros termodinâmicos. Além 

disso, estudos utilizando docking molecular e mapa de interação foram 

realizados a fim de analisar as principais interações intermoleculares entre a 

crisina e derivado monoacetilado de crisina e os resíduos de aminoácidos 

presentes na cavidade de interação do da proteína NS1. 

2- REVISÃO DA LITERATURA

Infecções respiratórias agudas (IRAs) são consideradas a principal causa 

de morte infantil no mundo. Dentre os causadores desse tipo de infecção 

encontra-se o Vírus Sincicial Respiratório humano (hRSV), que acomete 

principalmente crianças com até 5 anos de idade. Até dois anos de idade, o risco 

de infecção por hRSV é maior e 40% delas desenvolvem as infecções 

respiratórias agudas. Destas, 0,5-2% necessitam de hospitalização tornando as 

IRAs de trato inferior associadas ao hRSV a principal causa de hospitalização 

em crianças durante o inverno (NAIR et al., 2010; LAMBERT et al., 2014; 

GRIFFITHS et al., 2016). 

Em um levantamento global realizado por Shi e colaboradores (2017) as 

IRAs causadas por hRSV corresponderam, no ano de 2015, há 33,1 milhões de 

casos que resultaram em 3,2 milhões de internações hospitalares e 59,6 mil 

óbitos de crianças com menos de cinco anos de idade hospitalizadas (SHI et al., 

2017; GRIFFITHS et al., 2016; NAIR et al., 2010). Sendo assim, as infecções por 
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hRSV são consideradas um relevante problema de saúde pública em todo o 

mundo (FREITAS et al., 2015; TAPIA et al., 2014). 

Alguns fatores podem contribuir de forma significativa para o agravamento 

do quadro infeccioso, durante a infecção por hRSV, que resultam em 

hospitalizações. A prematuridade, peso inferior a 2,5 kg ao nascer, distúrbios 

imunológicos sejam eles genéticos ou adquiridos, anomalias cromossômicas 

numéricas, como Síndrome de Down, e presença de outras doenças pulmonares 

como asma, neoplasias e cardiopatias, são fatores que contribuem para o 

estabelecimento de quadros mais graves ocasionados da infecção por hRSV 

(SHARMA et al, 2016; GRIFFITHS et al., 2016; CHAN et al., 2017; SHI et al., 

2017). 

As infecções do trato respiratório inferior, incluindo o hRSV, resultam no 

agravamento dos sintomas pulmonares, incluindo tosse, taquipneia, dificuldade 

ao respirar e um chiado audível. No entanto, são bronquiolite e pneumonia que 

resultam nas doenças pulmonares mais grave e potencialmente fatais. A 

bronquiolite causa a obstrução dos lúmens de diâmetro estreito das vias aéreas 

brônquicas, reduzindo o fluxo de ar normal através dos bronquíolos (PICKLES 

et al., 2015; MEISSNER, 2016; WOLKOFF, 2018).  

A obstrução das vias aéreas causa redução da capacidade de expiração, 

que leva ao aprisionamento de gás carbônico, hiperexpansão pulmonar, 

aumento das taxas respiratórias e declínio rápido da função pulmonar. Já a 

pneumonia, infecção do epitélio alveolar, resulta em lesão e edema, que 

impedem que as trocas gasosas ocorram de forma eficiente, resultando em 

doença pulmonar grave, incluindo hipóxia, insuficiência respiratória e morte 

(PICKLES et al., 2015; WOLKOFF, 2018). 

 A patologia pulmonar observada durante a infecção deve-se, em parte, a 

uma resposta imunológica exacerbada do hospedeiro, caracterizada por 

infiltração de células do sistema imune nos pulmões e alta carga viral, que 

resultam nos quadros mais graves de infecção por hRSV, bronquiolite e 

pneumonia. A importância relativa da inflamação e carga viral para a patogênese 

dessas doenças varia de acordo com o indivíduo, mas ambas são igualmente 

importantes para o estabelecimento do quadro clínico (GRIFFITHS et al., 2016; 

OPENSHAW et al., 2017). 
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 A maioria das infecções por hRSV ocorrem em períodos específicos do 

ano em todo o mundo, o que o caracteriza como sazonal, como demonstrado na 

Figura 1. No Hemisfério Norte, as infecções por hRSV tendem a coincidir com as 

estações em que há maior circulação do vírus da influenza, entre os meses de 

outubro e maio. Na América do Norte, as infecções por hRSV geralmente 

aparecem em outubro ou novembro, com um pico entre janeiro e fevereiro e 

término da primavera (BLOOM-FESHBACH et al., 2013; PAYNTER, 2015; 

GRIFFITHS et al., 2016).  
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Figura 1 Mapa global do tempo de pico de infecção por RSV e duração da epidemia (n = 96 locais). As cores ilustram o tempo da atividade de pico de 

RSV, com base na legenda inferior esquerda, enquanto o tamanho dos círculos é proporcional à duração da epidemia. Observações independentes para 

o mesmo local foram calculadas uma média. Para estudos que não forneceram informações suficientes para estimar a duração, um triângulo é mostrado.

Círculos preenchidos com mais de uma cor representam locais que experimentam picos semestrais de atividade de vírus. 

Fonte: Adaptado de BLOOM-FESHBACH et al, 2013. 
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Em climas tropicais o período de infecção por hRSV tende a alongar-se, 

com relatos dos primeiros casos no meio do verão, não sendo bem definido 

(GRIFFITHS et al., 2016). No sudeste do Brasil, no período de 2011 a 2013, a 

maioria dos casos de infecção por hRSV ocorreram de abril a julho, com pico em 

maio (28% dos casos), período de temperaturas mais baixas na região 

(MOREIRA et al, 2017). Em outro estudo, também no Sudeste, a infecção por 

hRSV foi identificada em 10 dos 12 meses do período do estudo, mas a maioria 

(88,5%) dos casos ocorreu no final do verão (CHECON et al., 2002, BLOOM-

FESHBACH et al., 2013).  

 No interior de São Paulo, as precipitações são identificadas como um fator 

característico importante para as infecções respiratórias (PICA, 2014). A 

umidade relativa do ar, também interfere nos períodos de maior incidência de 

infecção respiratória. Um trabalho realizado entre 2004 e 2005 em São José do 

Rio Preto mostrou que quanto maior a umidade relativa do ar, menor é a taxa de 

detecção de infecção por vírus respiratório como o hRSV, de modo inverso, 

quanto menor a umidade relativa do ar, maior é a taxa de detecção do mesmo 

(GARDINASSI et al., 2012).   

Assim, a temperatura e a umidade exibem papéis importantes nos períodos 

de maior incidência de infecção por hRSV. Dentre os fatores influenciados por 

ester dois parâmetros, o ar frio predominante nos períodos de inverno diminui a 

temperatura do epitélio respiratório nasal e isso promove a diminuição depuração 

mucociliar, pela redução da freqüência de batimento ciliar e diminuição da taxa 

de secreção de muco. Da mesma forma, a baixa umidade prejudica a máxima 

velocidade do transporte mucociliar. A diminuição do muco e batimento ciliar 

facilita a aderência do vírus às células do epitélio respiratório do hospedeiro 

aumentando as chances de infecção (PITTET et al., 2010; WOLKOFF, 2018). 

Além disso, outros mecanismos distintos podem estar associados à 

sazonalidade incluindo mudanças sazonais no comportamento social do 

hospedeiro, que pode aumentar o coeficiente de transmissão para muitas 

doenças contagiosas pelo aumento das taxas de contato, além de pulsos anuais 
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de nascimentos e mortes de indivíduos infectados e mudanças nas defesas 

imunológicas do hospedeiro (ALTIZER et al., 2006). 

O hRSV é membro da família Pneumoviridae pertencente ao gênero 

Orthopneumovirus, sendo um vírus de RNA não segmentado de cadeia negativa 

(ICTV, 2015). Estruturalmente, o hRSV é um vírus helicoidal, envelopado, com 

um diâmetro de aproximadamente 150 nm. O genoma viral apresenta 15.222 

nucleotídeos, contendo 10 genes responsáveis pela transcrição de 11 proteínas, 

como representado na Figura 2.a. Suas proteínas são: NS1, NS2, N, P, M, SH, 

G, F, L, M2-1 e M2-2 ilustradas na Figura 2.b. Destas proteínas, cinco compõe o 

nucleocapsídeo (M, N, P, L, M2), três são proteínas de envelope 

transmembrânicas (F, G, SH), e duas (NS1 e NS2) são proteínas não estruturais 

(FREITAS et al., 2015; TAPIA et al., 2014).   

O vírus apresenta dois tipos sorológicos: hRSV-A e hRSV-B (SANDE et al, 

2013), ambos são variações nos padrões de ligação de anticorpos monoclonais 

na proteína G, sendo o hRSV-A o tipo sorológico de maior gravidade (TAPIA et 

al., 2014; FREITAS et al., 2015).  



19 

Figura 2. Representação da estrutura do Vírus Sincicial Respiratório Humano (hRSV) e das suas proteínas. A. O hRSV possui proteínas estruturais e 

não estruturais. Dentre as proteínas estruturais, três compõem o envelope viral, a proteína de fusão F (verde), a glicoproteína G (amarelo) e a proteína 

hidrofóbica pequena SH (púrpura); quatro compõem o nucleocapsídeo, a proteína de matriz M (bege), a nucleoproteína N (azul), a fosfoproteína P (verde 

claro), a RNA polimerase dependente de RNA L (roxo). B Genoma do hRSV composto por 10 genes, sentido 3’-5’, que codificam 11 proteínas. A cor 

representativa para cada gene corresponde à proteína que é produzida a partir do mesmo. 

Fonte: Adaptado de CANEDO-MARROQUÍN et al, 2017.
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2.1. Replicação viral e função das proteínas do hRSV no processo de infecção 

A replicação do hRSV, representada na Figura 3, inicia-se com a infecção 

das células do epitélio respiratório das vias aéreas superiores. A ligação do vírus 

com a célula hospedeira é mediada pela proteína G que interage com receptores 

celulares, seguida da ação da proteína F que desencadeia a fusão do envelope 

viral à membrana celular (CANE, 2001). Um dos receptores presentes na célula 

hospedeira é o receptor para quimiocina CX3C1 (CX3CR1).  A ligação da 

proteína G do hRSV ao receptor CX3CR1 possibilita a ligação de partículas virais 

à superfície celular e desencadeiam também uma sinalização celular por mediar 

a quimiotaxia de leucócitos para a célula que está sendo atacada (GRIFFITHS 

et al., 2016; MARCHANT et al., 2010). 
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Figura 3 Replicação do hRSV (Pneumoviridae). A replicação se inicia pela adsorção e fusão do vírus à célula hospedeira por meio da interação das 

proteínas G e F do vírus com receptores da célula hospedeira que resultam na fusão do envelope viral com a membrana citoplasmática promovendo a 

internalização do material genético viral. O genoma viral internalizado é, em seguida, transcrito e traduzido. Tanto a replicação como a transcrição são 

dependentes da RNA polimerase dependente de RNA, que sintetiza antigenoma de sentido positivo que servirá como molde para síntese de antigenoma 

de sentido negativo e também será traduzido em proteínas virais. Após a síntese das proteínas e da replicação do genoma viral, a estrutura do vírion se 

reorganiza e sai da célula por brotamento dando origem ao vírion maduro. 

Fonte: Adaptado de SHAHRIAR et al, 2016.
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As glicoproteínas F, proteínas que promovem a fusão do vírus à célula 

hospedeira, ligam-se aos receptores Toll-like 4 (TLR4), que são expressos nas 

células epiteliais bronquiais ciliadas das vias aéreas, que por sua vez, ativam 

cinases, que facilitam a entrada de partículas de hRSV nas células hospedeiras 

alvo, promovendo o aumento da endocitose (MARCHANT et al., 2010; 

GRIFFITHS et al., 2016). 

 Após a internalização do material genético viral no citoplasma da célula, 

inicia-se a transcrição sequencial do genoma viral, pela maquinaria da célula 

hospedeira, gerando um conjunto de mRNA, que posteriormente serão 

traduzidos e terão como produto as proteínas, que constituem o vírus e que são 

necessárias para formar o complexo transcricional (CERVANTES-ORTIZ et al., 

2016).  

As proteínas N, P e L são suficientes e necessárias para a replicação do 

RNA e transcrição. A nucleoproteína (N) é uma proteína que se encontra 

intimamente relacionada com o RNA viral e consiste no principal componente do 

nucleocapsídeo. A proteína L, RNA polimerase dependente de RNA, é o principal 

componente do complexo polimerase, e está associada ao nucleocapsídeo. A 

fosfoproteína (P) corresponde a um cofator essencial para a RNA polimerase, 

apresentando uma estrutura tetramérica sendo sua fosforilação essencial para 

exercer sua função (PRETEL, 2014). 

A proteína M2-1 promove a transcrição, sendo um fator anti-terminador e 

um fator de processabilidade, constituindo o complexo polimerase. A proteína 

M2-2 participa da regulação da síntese de RNA, alternando entre a transcrição 

e a replicação do hRSV (PRETEL et al., 2013). 

A RNA polimerase dependente de RNA (L) desempenha um papel duplo, 

capaz de transcrever RNA mensageiro e sintetizar antigenoma de sentido 

positivo de comprimento total. Quando a região do trailer é replicada no RNA de 

sentido positivo, o complemento do trailer é um poderoso promotor, semelhante 

à região líder, que impulsiona a replicação de antigenomas de volta para 

genomas de sentido negativo (GRIFFITHS et al., 2016; CANEDO-MARROQUÍN 

et al., 2017). 

As proteínas de matriz M são importantes para a morfogênese viral e 

coordena a montagem dos componentes que constituem o vírion. Ainda dentro 



23 

da célula, os componentes virais organizam-se de modo a originar os vírions e 

as proteínas de superfície são endereçadas para a membrana citoplasmática do 

hospedeiro, geralmente em regiões de “jangadas lipídicas” (CANE, 2001). As 

ribonucleoproteínas (RNPs) se associam às proteínas M e utilizam 

microfilamentos como meio de transporte para alcançar os locais de montagem. 

Estes, além de se associarem aos filamentos de actina, se associam às 

glicoproteínas do envelope viral, para completar a montagem e iniciar o 

brotamento (SHAHRIAR et al., 2016). 

A proteína SH do RSV atua como viroporina na membrana plasmática e 

no aparelho de Golgi, onde se acumula em estruturas de jangada lipídica e forma 

canais iônicos seletivos de Na+ e K+. Ela tem sido descrita como uma proteína 

que atua como um canal de íon, que medeia a permeabilidade da membrana, 

atuando também na inibição de apoptose pela via do fator de necrose tumoral 

(TNF-α) (TAPIA et al, 2014; CERVANTES-ORTIZ et al., 2016).  

2.2. Resposta imunológica e o papel da proteína NS1 na infecção viral 

Como descrito anteriormente, a proteína F do hRSV interage com 

receptores Toll-like 4 (TLR-4). Esses receptores são receptores de 

reconhecimento padrão (RRP), induzem a secreção de citocinas pró-

inflamatórias e ativam o fator de transcrição NF-кβ. O recrutamento de células 

do sistema imunológico inato contribui para uma complexa rede de sinais pró e 

anti-inflamatórias, que ajudam a eliminar a infecção e estabelecer o ambiente 

para a imunidade adaptativa subseqüente (CANEDO-MARROQUÍN et al, 2017). 

Outros RRPs também são desencadeados durante a infecção pelo hRSV, 

dentre eles os receptores induzidos por ácido retinóico do tipo 1 (retinoic acid-

inducible gene I - RIG-I) citosólico, que induz, através da proteína de sinalização 

antiviral mitocondrial (Mitochondrial antiviral-signaling protein – MAVS), uma 

proteína adaptadora, a produção de intérferon do tipo I (IFN-I) e outras moléculas 

antivirais, que são consideradas essenciais para ativar o sistema imune 

adaptativo. As citocinas IFN-I induzem um estado antiviral nas células vizinhas 

através da indução de numerosos genes estimulados por intérferon (Interferon-

stimulated gene - ISGs) (OPENSHAW et al, 2017).  
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Os receptores de IFN tipo I consiste em duas subunidades, IFNAR1 e 

IFNAR2, que estão associadas às Janus quinase (JAK1) e tirosina quinase 

(TYK2), que resultam na fosforilação da tirosina do transdutor de sinal e ativador 

da transcrição 2 (STAT2) e STAT1 que, quando ativados, associam-se ao fator 

regulador de interferon 9 (IRF-9), para formar o complexo ativador transcricional 

fator 3 (ISGF-3). Esses complexos translocam-se para o núcleo e ativam a 

transcrição dos ISG. A indução de alguns dos numerosos ISGs amplifica a 

resposta inflamatória após a infecção pelo hRSV por ativar células dendríticas 

(DCs), células natural killer (NK) e células T (ELLIOTT et al., 2007). 

A ativação de respostas adaptativas de células B e T são conduzidas por 

células dendríticas (DCs) que são ativadas ao detectar a infecção viral através 

dos RRPs. Estas células deslocam-se para os linfonodos, apresentam os 

antígenos virais e fornecem sinais adicionais para ativar as células T CD4 e CD8 

(STOLEY, et al., 2016). 

As células T CD4 ativadas podem, por sua vez, ativar células B específicas 

do vírus, resultando na produção de anticorpos. As células T CD8 + reconhecem 

e destroem as células epiteliais infectadas pelo vírus. À medida que a infecção 

é controlada, a população de células do sistema imunológico regride para formar 

um pool de células de memória locais e circulantes, que podem responder mais 

rapidamente à infecção (GRIFFITHS et al., 2016; STOLEY, et al., 2016). 

As células T são essenciais para combater a infecção aguda e para adquirir 

memória imunológica específica do vírus, células T de memória residente (Trm). 

Na maioria dos modelos animais, o RSV induz uma resposta imune adaptativa 

antiviral típica, com resolução da infecção primária, resultando em altos títulos 

de anticorpos específicos para vírus e um grande número de células T 

específicas para antígeno. Isso limita a virulência durante a infecção secundária 

(GRIFFITHS et al., 2016; STOLEY, et al, 2016; OPENSHAW et al., 2017). 

Dentre as proteínas virais que atuam na evasão do sistema imunológico, 

encontram-se as proteínas não estruturais (NS) 1 e 2 imunomoduladoras que 

são expressas apenas em células infectadas, não sendo empacotados em 

vírions maduros (YANG et al, 2015). Essas proteínas são as principais 

antagonistas virais do IFN. Elas atuam em suas vias e, juntas, desempenham 

um papel chave na resposta imunológica inata e adaptativa, suprimem a 
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maturação de células dendríticas e a resposta de linfócitos T (PRETEL et al, 

2013; MUNIR et al, 2011). 

A proteína NS1 inibe a ligação de RIG-I à proteína mitocondrial de 

sinalização antiviral (MAVS), impedindo a interação MAVS-RIG-I, mostrado na 

figura 4, necessárias para a produção de IFN, suprimem a proliferação e ativação 

de populações de células T efetoras, que conferem proteção (células T e células 

CD8+ e Th17), e promove a proliferação e ativação de células Th2 que 

favorecem a doença devido ao aumento da inflamação durante a produção de 

anticorpos contra o hRSV (YANG et al, 2015). A NS1 interfere na ligação do 

promotor de IFN-β aos IRF3, ativadores de transcrição do sistema IFN-I. 

Portanto, acredita-se que essas interações reduzem a ligação entre o IRF-3 e o 

promotor do IFN-β, diminuindo a ativação da cascata antiviral (CANEDO-

MARROQUÍN et al, 2017). Recentemente, foi demonstrado que tanto as 

proteínas NS1 como NS2 induzem a degradação proteossômica do transdutor 

de sinal e do ativador da transcrição 2 (STAT2), figura 4 (GARCÌA-SASTRE et 

al., 2006). Como resultado, a resposta antiviral do hospedeiro mediada pela via 

do IFN do tipo I é amplamente prejudicada.  Diante do importante papel da 

proteína NS1 na evasão do sistema imune do hospedeiro, essa proteína se torna 

um importante alvo na busca de moléculas que possam atuar como potenciais 

fármacos que auxiliem no tratamento de infecções por hRSV. 
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Figura 4 Atuação das proteínas virais na modulação da resposta imunológica do hospedeiro. 1. 

NS1 inibe a ligação de RIG-I à proteína mitocondrial de sinalização antiviral (MAVS) impedindo 

a interação MAVS-RIG-I necessárias para a produção de IFN; 2. NS1 pode ligar-se diretamente 

ao IRF-3, ativador de transcrição do sistema IFN tipo I; 3.As proteínas NS1 e NS2 induzem a 

degradação proteossômica da STAT2 que, quando ativados, associam-se ao fator 9 regulador 

de interferon (IRF-9) para formar o complexo ativador transcricional fator 3 (ISGF-3). Esse 

complexo é translocado para o núcleo e ativa a transcrição dos ISG. 4. Interação da proteína F 

do hRSV com receptores Toll-like 4 (TLR-4) importantes na ativação da resposta imune inata. 

Fonte: Adaptado de OPENSHAW et al, 2017 

2.3. Tratamento e busca de alvo para bloqueio da replicação viral 

Estratégias atuais de prevenção às infecções virais são usadas 

principalmente em uma pequena porcentagem de bebês de alto risco. Estes 

bebês dependem de anticorpos monoclonais (Palivizumab, MedImmune), que 

são apenas parcialmente eficazes (BOIVIN et al., 2008). Nenhuma vacina contra 

o hRSV está disponível, apesar de haver algumas em desenvolvimento

(HIGGINS et al., 2016). A pouca compreensão dos mecanismos que limitam a 

indução de imunidade duradoura afeta o desenvolvimento de uma vacina eficaz 

contra infecção por hRSV (HIGGINS et al., 2016). A resposta imune inata 
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desempenha um papel crítico na condução do desenvolvimento da imunidade 

adaptativa e é, portanto, um determinante crucial do resultado da infecção (SUN 

et al., 2017). A única terapia antiviral aprovada para hRSV (ribavirina) é 

raramente usada na população pediátrica européia ou norte-americana devido 

ao seu potencial teratogênico e sua eficácia limitada além dos seus efeitos 

colaterais observados apresentam custo extremamente elevado da droga (DE 

VINCENZO et al., 2008). 

Diante da ausência de vacina até o momento, do alto custo dos 

tratamentos oferecidos, pelos efeitos colaterais e pelo impacto das infecções por 

hRSV que resultam em milhões de internações hospitalares e até óbito de 

crianças com menos de cinco anos de idade em todo mundo, é imprescindível a 

busca por tratamentos alternativos que sejam mais efetivos contra esse vírus, 

que possuam baixo custo e menos efeito colateral (GRIFFITHS et al., 2017; 

PANGESTI et al., 2018).  

Investigar a ação de moléculas provenientes de produtos naturais tais 

como os flavonóides, moléculas presentes na dieta diária humana, que são 

extraídos de vegetais, legumes e frutas com potencial farmacológico. Na 

literatura existem relatos de estudos utilizando flavonóides como sendo uma 

molécula com ação anti-inflamatória, antibacteriana, antitumoral, que atua no 

bloqueio de radicais livres e antiviral (BARBARIĆ et al, 2011; MANI et al., 2018). 

2.4. Crisina: Potencial Terapêutico e Antiviral 

Os flavonóides são polifenóis de ocorrência natural com padrões de 

hidroxilação e substituições, que dão origem a várias subclasses, incluindo 

flavanonas, antocianidinas, flavonóis, flavonas, catequinas (ou flavanóis), 

isoflavonas, diidroflavonóis e chalconas. A Crisina (5,7-dihidroxiflavona) é um 

fitoquímico alimentar, pertencente à classe das flavonas encontradas em muitos 

extratos vegetais, incluindo a flor azul paixão (Passiflora caerulea), além do mel 

e da própolis (BARBARIĆ et al, 2011; MANI et al., 2018).  

Este flavonóide exerce uma vasta variedade de atividades farmacológicas, 

apresenta propriedades anticarcinogênicas, pró-apoptóticas, antiangiogênicas, 

antimetastáticas, imunomoduladoras e antioxidantes. Outra atividade 
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demonstrada pela crisina em estudos recentes consiste na proteção dos 

neurônios contra estresse oxidativo e apoptose, sugerindo ainda que a 

crisinamelhorasse déficits cognitivos e danos cerebrais induzidos por 

hipoperfusão cerebral crônica em ratos (SURESH BABU et al, 2006; TSUJI et 

al., 2006; PUSHPAVALLI et al, 2010; CANDIRACCI et al, 2011; BAE et al., 2011; 

AHAD et al., 2014; SOUZA et al, 2015; SATHISHKUMAR et al., 2015; NABAVI 

et al, 2015; RAMÍREZ-ESPINOSA et al., 2017;).  

A crisina também tem o potencial para aplicações clínicas e terapêuticas 

contra os efeitos fisiológicas e bioquímicos de envelhecimento (SOUZA et al, 

2015). Pode atuar também atuar na inibição da síntese de prostaglandina, sendo 

um potente inibidor da expressão e transcrição da enzima ciclooxigenase 2 

(COX-2) relacionada à inflamação (CHO et al, 2004).  

A crisina também tem demonstrado atividade antiviral em estudos in vitro 

para HSV-I, enterovirus e Influenza vírus. Contra HSV-I (Herpes simplex vírus 

type 1) a crisina reduziu a formação de placa livre em 56,4% das células tratadas 

quando comparadas com as células controle (SCHNITZLER et al., 2010). Contra 

influenza virus, em estudos in vitro e docking molecular mostraram que a crisina 

apresenta efeito inibitório moderado (HOUR et al, 2013).  

Ambos os vírus hRSV e influenza são vírus que infectam o epitélio 

respiratório, apresentam genoma de RNA de senso negativo e proteínas não 

estruturais como a NS1 que também atuam na inibição da via do intérferon 

(FERNANDEZ-SESMA et al, 2006; GARCIA-SASTRE et al, 2006). Tais achados, 

sustenta a investigação da crisina como um potencial antiviral para o hRSV. 

2.4.1. Estrutura química da crisina e derivado monoacetilado de crisina 

A crisina tem uma estrutura química comum, consistindo de dois anéis 

fundidos, A e C, e um anel heterocíclico B, ligado à segunda posição do anel C 

(MANI et al., 2018). Ele compartilha a estrutura flavona comum, com um grupo 

hidroxila adicionais nasposições 5ª e 7ª do anel A representado na Figura 5 A. 

Tais hidroxilas são denominadas hidroxilas fenólicas. O derivado monoacetilado 

de crisina apresenta uma substituição da hidroxila da posição 7 do anel A por 

um éster, demostrado na Figura 5 B. 
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Quando a molécula é ingerida, hidroxilas fenólicas, como o presente na 

estrutura da crisina, sofrem rápida inativação por conjugação química, 

metabolismo de primeira passagem, que pode diminuir a biodisponibilidade do 

fármaco antes que este atinja a circulação sistêmica e atue no seu alvo. Para 

impedir esta inativação e melhorar a biodisponibilidade oral, a estratégia habitual 

é mascarar o grupo metabolizável, isto é, converter a hidroxila fenólica à um 

grupo éster (PEREIRA, 2007). No caso da derivado monoacetilado de crisina, 

apenas uma hidroxila presente no anel A, foi substituída por um grupo éster, e 

sugere-se que essa substituição foi idealizada a fim de reduzir a metabolização 

de primeira passagem e aumentar a biodisponibilidade (PEREIRA, 2007). 

Entretanto, a presença das hidroxilas nas posições 5 e 7 do anel A também 

têm mostrado ser importantes para a inibição do vírus influenza A (H5N1), o que 

ressalta a importância dessas hidroxilas para a estrutura e ativdade (SITHISARN 

et al., 2013). Outro exemplo, são os efeitos da hidroxilação de flavonóides nas 

na inibição de xantina oxidase, enzima que catalisa a oxidação da hipoxantina e 

xantina na produção de ácido úrico, que desempenha um papel crucial na gota, 

mostrou que o efeito inibitório da xantina oxidase foi maior nos experimentos com 

crisina, com hidroxilas nas posições 5 e 7 do anel A, do que com 7-hidroxiflavona, 

uma molécula que deixou de possuir uma hidroxila em relação à crisina, 

ressaltando a importância da presença das duas hidroxilas na estrutura e 

atividade dessa molécula (COS et al., 1998).  

Diante disso, é preciso investigar se a substituição da hidroxila da posição 

7 do anel A por um éster resultará, além do aumento da hidrofobicidade da 

molécula e provavelmente, sua biodisponibilidade quando ingerida, em 

mudanças na interação do ligante com seu alvo molecular, favorecendo ou não 

a interação e podendo afetar sua atividade farmacológica  (WANG et al., 2018).  
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Figura 5 Esquema da estrutura molecular da crisina (5,7-di-OH-flavona) e derivado 

monoacetilado de crisina evidenciando o local onde foi realizada a modificação 

Fonte: Modificado de PubChem 

3. OBJETIVOS

3.3. Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi estudar a interação entre os flavonoides crisina 

e derivado monoacetilado de crisina e a proteína NS1 do hRSV, por 

espectroscopia de fluorescência e docking molecular. 

3.4. Objetivos Específicos 

 Expressar e purificar a proteína NS1 em bactéria Escherichia coli (E. coli);

 Investigar a interação proteína/ligante por métodos espectroscópicos

(Fluorescência);

 Encontrar a constante de associação proteína/ligante e a estequiomeria da

interação o numero de sítios de interação;

 Descrever os parâmetros termodinâmicos das interações;

 Representar por docking molecular a interação das moléculas crisina e derivado

monoacetilado de crisina à proteína NS1.

4. MATERIAIS E MÉTODOS
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4.1. DNA recombinante pJexpress 401-NS1 

A construção do plasmídeo pJexpress 401-NS1, contendo os códons 

otimizados para expressão do gene NS1 (435 pb) no vetor pJexpress401, foi 

realizada pela empresa DNA 2.0. O mapa do gene é mostrado na Figura 6. 

Figura 6 Mapa do plasmídeo pJexpress 401-NS1. O plasmídeo contém uma região marcadora 

para resistência a canamicina, o gene lacI, origem de replicação de alta cópia bacteriana, 

promotor de transcrição T5, a região do operador lac (lacO), o gene da NS1 e o gene para a 

cauda com 6 Histidinas. 

Fonte: DNA 2.0 (ATUM) 
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4.2. Parâmetros físico-químicos da proteína NS1 fornecidos pelo 

programa ProtParam 

Os parâmetros físico-químicos da proteína NS1 foram obtidos a partir da 

análise da sequência de resíduos de aminoácidos pela ferramenta ProtParam 

(GASTEIGER et al., 2005). A NS1 possui 139 resíduos de aminoácidos 

apresentando massa molecular de 14 kDa (YANG et al., 2015). Entretanto, a 

proteína NS1-His, com adição da cauda de histidina, possui 145 resíduos de 

aminoácidos, com massa molecular de aproximadamente 16 kDa, ponto 

isoelétrio (pI) teórico de 6,33 e coeficiente de extinção molar de 10.220 cm-1M-1

em 280 nm. O coeficiente de extinção molar foi utilizado para determinar a 

concentração das amostras de proteína, realizando medidas de absorção optica 

na região de UV próximo. 

4.3. Transformação e expressão da proteína NS1 em Rosetta-Gami 

2 (DE3) 

O plasmídeo pJexpress401-NS1 foi incorporado a célula competente de 

Escrerichia coli da linhagem Rosetta-gami 2 (DE3), pelo processo de 

transformação por choque térmico, que consiste em incubar 30 minutos no gelo, 

45 segundos a 42 ºC e mais 2 minutos no gelo. Posteriormente meio LB foi 

adicionado a mistura e incubou-se em shaker a 37 ºC, 100 rpm por 1 hora. Em 

seguida, a mistura foi centrifugada por 1 minuto a 5000 rpm e ressupedida em 

20 µL de meio LB para então ser plaqueada pela técnica de esgotamento em 

meio sólido, contendo 50 µg/mL de canamicina, 34 µg/mL de cloranfenicol e 50 

µg/mL de estreptomicina para então ser incubada por 16 horas a 37 °C.  

Três colônias recém transformadas de Escherichia coli da linhagem Rosetta-

gami 2 (DE3), contendo o plasmídeo pJexpress401-NS1 foram cultivadas em 

meio LB, contendo os antibióticos descritos acima a 37 °C, 120 rpm, afim de 

realizar um teste de expressão. Após atingir a densidade óptica (D.O.) de 0,6 a 

600 nm, a expressão da proteína NS1 foi induzida pela adição de 0,3 mM de 



33 

isopropil - D-tiogalactopiranósido (IPTG) a 37 ° C, por 17 horas, com coleta de 

alíquotas para verificar o melhor tempo de expressão foram elecionados os 

tempos de 3h, 4h e 17h após indução.  

O Resultado do teste de expressão foi analisado por gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) com gel 

de separação a 15% e o de empilhamento a 4%.  

Após selecionada a colônia com melhor expressão e tempo após indução, o 

pré-inóculo contendo as bactérias selecionadas, foram cultivadas em 2 litros de 

meio LB contendo 50 µg/mL de canamicina, 34 µg/mL de cloranfenicol e 50 

µg/mL de estreptomicina até atingir a D.O. de 0,6 para então ser induzida com 

0,3 mM de IPTG, a 37 ºC, por 4 horas, a 150 rpm. As mesmas foram colhidas 

por centrifugação de 4000 xg durante 50 minutos a 4 ºC e ressuspensas em 40 

mL de tampão de lise [50 mM Tris-HCl pH 8,0; NaCl 100 mM; 1 mM de p-

mercaptoetanol; cocktail de inibidores de protease 1x (Sigma Aldrich)]. A lise das 

células foi completada por sonicação com 6 ciclos de 2 segundos ligado e 1 

segundo desligado, 32 W com intervalo de 40 segundos para cada ciclo.  O 

lisado foi centrifugado a 28.000 xg durante 40 min a 4 °C e filtrado em corte de 

0,45 µm para então seguir para a etapa seguinte, que é a purificação.  

4.4. Purificação Proteína NS1 por Cromatografia de Afinidade por Íons 

Metálicos Imobilizados e Cromatografia de Exclusão Molecular 

A partir dos extratos bacterianos, a proteína NS1 foi purificada por dois 

métodos cromatográficos. O primeiro método consistiu na purificação por por 

cromatografia de afinidade com íon cobalto imobilizado na resina (coluna 

HiTrapTM 5mL, GE Healthcare) no Purificador AKTA (GE). A resina foi 

previamente equilibrada com tampão purificação (50 mM de Tri s-HCl; 100 mM 

de NaCl 1 mM β-Mercaptoetanol e 5 mM de Imidazol, pH 8,0). A NS1 foi injetada 

a um fluxo de 0,5 mL por minuto e eluída por passos de imidazol de 20, 40, 60, 

80, 100, 120, 200 e 500 mM, a um fluxo de 2 mL por minuto. As frações contendo 

a proteína foram então concentradas e submetidas ao segundo método 

cromatográfico de purificação, a cromatografia de exclusão molecular.  
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    A cromatografia de exclusão molecular foi realizada utilizando a coluna 

Superdex 75 10/300 GL, 10 × 300 mm (GE Healthcare) equilibrada com tampão 

PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de NaH2PO4, 1,8 mM de 

KH2PO4 e 2 mM de DTT com pH 7,4) no Purificador AKTA (GE). 

 A análise dos resultados de ambas as purificações foi observada por gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE 15%.  

A concentração da proteína obtida foi determinada 

espectrofotometricamente (Espectrofotômetro UV-visível, BioMATE 3S, Thermo 

Scientific, USA) no comprimento de onda de 280nm.  

4.5. Caracterização dos flavonoides Crisina e derivado monoacetilado de 

crisina 

As moléculas Crisina e derivado monoacetilado de crisina, cedidas pelo Prof. 

Dr. Luis Octavio Regasini do Departamento de Química e Ciências Ambientais 

do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas, IBILCE/UNESP, foram 

primeiramente caracterizadas. As massas moleculares da crisina e derivado 

monoacetilado de crisina são 254,23 g/mol e 296,27 g/mol, respectivamente. 

As massas das moléculas foram aferidas e diluídas em DMSO para a 

determinação da concentração molar estoque obtida pela equação:   

𝐶 =  
𝑚

𝑀𝑀 𝑥 𝑉(𝐿)
 (1) 

sendo que C é a concentração do ligante, m é a massa de ligante obtida em 

balança analítica de alta presição (0,1mg), MM é a massa molecular do ligante 

e V (0,002 L) é o volume, em que o ligante foi dissolvido. A concentração estoque 

da crisina e seu derivado foram determinadas em 8,65 mM e 3,71 mM, 

respectivamente. 

      Ambas as moléculas foram tituladas em DMSO e os espectros de absorção 

obtidos por meio do Espectrofotômetro UV-visível (BioMATE 3S, Thermo 

Scientific, USA) foram utilizadas para determinar o coeficiente de extinção molar 

em um comprimento de onda de 271 nm, para isso, utilizou-se a relação obtida 

na Lei de Beer-Lambert (GOBRECHT et al, 2015) onde:  

𝐴𝑏𝑠𝜆 = 𝜀𝜆. 𝑙. 𝐶 (2) 
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ou seja, 

𝜀𝜆 = 𝐴𝑏𝑠𝜆/(𝑙. 𝐶) (3) 

sendo que Abs representa a absorção em um determinado comprimento de onda 

em nm, ελ representa o coeficiente de extinção molar em cm-1M-1, l o caminho 

óptico da cubeta em cm e C a concentração molar da solução absorvente em 

mol/litro. 

Para encontrar o coeficiente de extinção molar em qualquer comprimento 

de onda, calculou-se a concentração final de ligante na cubeta onde este foi 

titulado utilizando a relação  

𝐶 (𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜) =  
∆𝑉 𝑥 𝐶0

𝑉0 + ∆𝑉 
 (4) 

sendo que C (solução) é a concentração de ligante na solução, ∆𝑉 é o 

incremento de volume, 𝐶0 a concentração estoque e𝑉0 é o volume inicial.  

Substituindo a concentração da solução na fórmula de Beer-Lambert tem-

se: 

𝐴𝑏𝑠𝜆 = 𝜀𝜆. 𝑙.
∆𝑉 𝑥 𝐶0

𝑉0 + ∆𝑉 
 (5) 

Ao isolar o ε tem-se 

𝜀𝜆 = 𝐴𝑏𝑠𝜆. 𝑙.
∆𝑉 𝑥 𝐶0

𝑉0 + ∆𝑉 
 (6) 

4.6. Estrutura secundária por deconvolução espectral de CD 

As medidas de CD foram realizadas em espectroolarímetro (Jasco-810) na 

temperatura de 25°C utilizando uma cubeta de 0,5 cm de caminho óptico para a 

amostra. O espectro da amostra de proteína foi obtido na faixa de comprimento 

de onda de 200 a 260 nm com 10 acumulações e abertura de fenda de 1,0 nm. 

A proteína NS1 estava em uma concentração de 26,8μM.  

O princípio básico envolvido na análise dos espectros de CD de proteínas e 

utilizado na estimativa das frações de estrutura secundária é que o espectro de 
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CD da proteína (θ𝜆) pode ser expresso como uma combinação linear de 

espectros de estrutura secundária individuais, então: 

θ𝜆= Σ𝑓𝑘Θ𝑘,𝜆 (7) 

sendo que 𝑓𝑘 é a fração de estrutura secundária e Θ𝑘,𝜆 é o espectro padrão da 

estrutura secundária k (GREENFIELD et al., 2007).  

As frações da estrutura secundária da proteína NS1 foram obtidas pelo 

método de CONTIN⁄LL, uma variação do método COLTIN, desenvolvido por 

Provencher e Glockner (1981). Por meio da análise das frações de estrutura 

secundária da proteína foi possível verificar a integridade da mesma. 

4.7. Espescroscopia de fluorescência: medidas e análises 

As medidas de espectroscopia de fluorescência foram feitas no 

espectrofluorímetro ISS PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com banho térmico 

Nestlab RTE-221 (ThermoElectron Corporation, USA), nas temperaturas de 192 

(19) e 310 K (37 ºC) utilizando cubeta de quartzo de caminho óptico de 1 cm com

excitação em 295 nm e emissão entre 305 e 500 nm utilizando fendas de 1 mm 

com largura de 8 nm para excitação e emissão para ambos os experimentos.  

Durante a realização dos experimentos, a concentração da proteína foi de 

2 µM, com variação de 1%  ao longo do experimento, em 2 mL de tampão PBS 

1X, enquanto a concentração de ligante variou de 0 a 4 µM em 20 titulações de 

1 µL partindo das concentrações estoque de crisina de 408 µM e crisina 

modificada de 350 µM. As análises dos dados de fluorescência foram realizadas 

utilizando a equação de Stern-Volmer e gráfico de Hill (LAKOWICZ, 1999).  

     A intensidade de fluorescência de uma macromolécula pode diminuir 

devido a uma variedade de interações com outros compostos moleculares: 

rearranjo molecular, transferência de energia, supressão devido a colisões, 

dentre outros (LAKOWICZ, 1999). Tal decréscimo da fluorescência é 

denominado supressão ou “quenching” e é descrita pela relação de Stern–

Volmer, através da seguinte equação: 
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][1][1 0
0 LkLK

F

F
qSV    (8) 

no qual F0 e F são respectivamente as intensidades de fluorescência antes e 

após a adição de ligante. KSV, Kq, 0, e [L] são: a constante de Stern–Volmer, a 

constante de supressão biomolecular, o tempo de vida média de emissão da 

fluorescência da biomolécula na ausência de ligante e a concentração de ligante 

(supressor), respectivamente. Neste modelo (Eq. 8) a concentração de 

supressor (ligante total) é admitida como sendo igual à concentração de 

supressor livre, pois esta não é conhecida no experimento.  

Quando o gráfico de Stern-Volmer apresenta concavidade positiva indica 

que a fração F0/F está relacionada com a concentração de ligante (ou supressor) 

pela seguinte relação (LAKOWICZ, 1999): 

])[1])([1(0 LKLK
F

F
SD  (9) 

ou seja, 

20 ][])[(1 LKKLKK
F

F
SDSD   (10), 

no qual KD e KS são as constantes dinâmicas e estáticas respectivamente sendo 

prevista uma dependência quadrática com a concentração de ligante, resultando 

numa curva com concavidade positiva no gráfico F0/F versus [L]. 

Independentemente do agente supressor, a verificação dos efeitos do 

filtro interno nas intensidades de fluorescência deve ser corrigida.  

A intensidade de fluorescência foi corrigida utilizando a seguinte relação: 

𝐹𝐶=𝐹 .10((𝐴𝑒𝑥+𝐴𝑒𝑚) ⁄2) (11) 

sendo que 𝐹𝐶  e 𝐹 são a fluorescência corrigida e fluorescência experimental, 

respectivamente, 𝐴𝑒𝑥 é o valor da absorbância no comprimento de onda de 

excitação, e 𝐴𝑒𝑚, a absorbância no comprimento de onda de emissão  da proteína 

(LARSSON et al., 2007). As absorbâncias, nos comprimentos de onda de 
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absorção e exitação são obtidos pela lei de Beer-Lambert (NELSON et al., 2005), 

onde: 

𝐴𝑒𝑥= 𝜀𝑒𝑥.𝑐.𝑙  (12) 

𝐴𝑒𝑚= 𝜀𝑒𝑚.𝑐.𝑙 (13) 

no qual 𝜀𝑒𝑥 e 𝜀𝑒𝑚 são os coeficientes de extinção molar do ligante no comprimento 

de onda de excitação e emissão da proteína, respectivamente, 𝑐 é a 

concentração do ligante na solução após cada titulação e 𝑙, o caminho óptico da 

cubeta utilizada na medida. 

Através do gráfico de Hill, representado por log [(𝐹0-𝐹)]/𝐹] versus 

log[1/([L]-([P](𝐹0-𝐹)/ 𝐹0))], no qual observa-se uma dependência linear, pode-se 

obter os valores relativos ao número n de sítios de ligação da proteína e a 

constante de ligação K𝑏  relativa à interação dos ligantes com as proteínas, sendo 

a inclinação igual ao valor de n e o valor de log (Kb) obtido do valor da interseção 

da reta com o eixo y (CARUSO, 2016).  

4.8. Parâmetros Termodinâmicos 

O cálculo da variação de entalpia (∆𝐻) foi obtido a partir do gráfico de Van’t 

Hoff (JOHN  et al., 2000) dado pela equação: 

−𝑅𝑙𝑛𝐾𝑏 =  (
∆𝐻

𝑇
) −  ∆𝑆 (14) 

no qual R é a constante universal dos gases ideais (1,92cal/mol K), Kb é a 

constante de ligação obtido a partir do gráfico de duplo log e T é a temperatura 

em Kelvin. 

No gráfico de van’tHoff, (lnK𝑏) versus (1/T), a partir da inclinação da reta 

obteve-se a variação de entalpia (∆𝐻). A variação da energia livre de Gibbs (∆𝐺) 

foi calculada para cada temperatura a partir da seguinte equação:  
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∆𝐺 =  −𝑇𝑅𝑙𝑛𝐾𝑏 (15) 

A partir da variação da entalpia (∆𝐻) e variação da energia livre de 

Gibbs (∆𝐺) foi possível calcular a variação da entropia (∆𝑆) do sistema a partir 

da seguinte equação:  

∆𝑆 =  
∆𝐻− ∆𝐺

𝑇
 (16) 

4.9. Docking molecular e mapa de interação 

    A estrutura da proteína NS1 de maior cluster após a dinâmica molecular 

foi utilizada para o docking molecular com os ligantes crisina (molid 269290) e 

derivado monoacetilado de crisina (molid 269851) do banco ATB (STROET et 

al., 2018). Utilizou-se a ferramenta AutoDockTools (ADT) (SANNER, 1999) para 

preparar a proteína NS1 e os ligantes e foi gerado mapa grid com espaçamento 

de 0,375 Å e dimensão de 126 x 126 x 126 pontos pelo programa AutoGrid 4.2.6 

(MORRIS et al., 1998) centrado na proteína NS1. O programa AutoDock 4.2.6 

(MORRIS et al., 1998) foi empregado para estudar o local de ligação entre a NS1 

e os ligantes, aplicando o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para 

minimização onde o número de avaliações de energia foi de 25 milhões, o 

tamanho da população foi de 250 e a tolerância do RMSD de 2 Å. Para a 

simulação de docking molecular, foram consideradas posições iniciais aleatórias 

em toda a superfície da proteína e orientações aleatórias para cada ligante 

gerando 100 conformações diferentes cada um. A representação estrutural foi 

preparada usando PyMOL (DELANO, 2002) e o mapa de interação foi calculado 

usando programa Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP). A dinâmica 

molecular e o docking molecular foram realizados pela Isabella Otenio Lourenço. 
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterização dos ligantes crisina e derivado monoacetilado de

crisina

A caracterização dos ligantes a partir da concentração resultou na obtenção 

dos coeficientes de extinção molar em qualquer comprumento de onda. Para 

determinar a concentração estoque dos ligantes usados nos experimentos, 

foram utilizados os coeficientes de extinção molar em 271 nm ԑ = 20.208 cm-1 M-

1 para crisina e ԑ = 33.310 cm-1 M-1 para o derivado monoacetilado de crisina. A 

figura 7 A e B evidenica o gráfico com os coeficientes de extinção molar da crisina 

e derivado monoacetilado de crisina, respectivamente.  

Figura 7 Espectro de absorção da crisina e seu derivado com os pontos utilizados. 

Coeficientes de extinção molar (ԑ) de 240 a 500 dos flavonoides A. crisina e B. Derivado 

monoacetilado de crisina em DMSO. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

5.2. Teste de indução da proteína 

No teste de indução verificou-se que dentre os clones 1, 2 e 3, o clone 1 

expressou a proteína NS1 com mais eficiência. Em relação ao tempo de indução 

observou-se que dentre 3, 4 e 17 horas de após indução com 0,3 mM de IPTG. 
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O tempo que demosntrou ser o mais apropriado para a expressão da proteína 

deu-se após 4 horas de indução. Ambos os achados foram determinados com 

base na maior intensidade da banda observada no gel SDS-PAGE 15% como 

evidenciado na figura 8.  A proteína NS1 está representada pela banda de 

aproximadamente 16 kDa.  

Figura 8 SDS-PAGE 15% corado com Coomassie brilliant blue R-250 evidenciando o teste de 

expressão para averiguar o melhor tempo de indução da proteína NS1 em Rosetta-gami 2 (DE3). 

M. Marcador de massa molecular. Foram selecionados os tempos de 3, 4 e 17 horas após

indução em três clones diferentes (C1, C2 e C3). Determinou-se a melhor condição de expreção 

após 4 horas de indução do clone 1.  A proteína NS1 apresenta aproximadamente 16 kDa. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

5.3. Purificação da proteína NS1 

O resultado da purificação por afinidade, primeiro método cromatográfico 

emprepago, revelou por meio do gel SDS-PAGE 15% que a proteína eluiu-se em 

maior concentração no passo de 80 mM de Imidazol, com base na maior 

intensidade da banda.  

O gel SDS-PAGE referente a purificação por afinidade está representado 

na figura 9. Na figura 9 A. observou-se que a proteína foi expressa após indução 
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com 0,3 mM de IPTG, evidenciado pelas colunas AI (antes da indução) e DI 

(depois da indução). Além disso, estão representados também o flow though que 

representa as frações de proteínas que não se ligaram a resina e os primeiros 

passos de eluição de 5 a 40 mM de Imidazol. A figura 9 B evidencia os passos 

de eluição de 60 a 500 mM de Imidazol.   
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Figura 9. SDS-PAGE 15% corado com coomansie brilliant blue R-250 evidenciando a purificação por cromatografia de afinidade. A.  M. Marcador de 

massa molecular, AI antes de induzir, DI depois da indução, Flow through 1 e 2, passos de lavagem de 5 a 40 mM de Imidazol. B. Passos de eluição de 

60 a 500 mM de Imidazol. A proteína NS1 foi eluída no passo de 80 mM de Imidazol. 

Fonte: Elaborada pelo autor
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A fração eluida no passo de 80 mM de imidazol, por ainda apresentar 

contaminantes de maior massa molecular, foi concentrada e submetida à 

cromatografia de exclusão molecular no qual foi eluída com aproximadamente 

13 mL de tampão PBS 1X, demostrado no cromatograma da Figura 10 e no gel 

SDS-PAGE 15% da Figura 11. O cromatograma evidencia o maior pico de 

absorção no UV com aproximadamente 110 mAU, que abrange as frações de 

B10 a C3 com volume de aproximadamente 12 e 13 mL de tampão. No gel SDS-

PAGE observa-se na figura 11 A. as frações de B2 a B8 referente aos 

contaminantes de maior massa molecular e na figura 11 B. estão representadas 

as frações de B9 a C3 e D1. As frações utilizadas nos experimentos foram C1, 

C2 e C11. 



45 

Figura 10 Cromatograma referente a cromatografia de exclusão molecular. Em azul está 

representado a absorbância no UV em mAU, em vermelho são as frações coletadas de 0,5 mL 

em cada fração e em preto o volume coletado em mL. Quatro picos foram observados, de B2 a 

B8, de B9 a C2, de C9 a C11 e o último pico em D1.  A proteína NS1 foi eluída nas frações B10 

a C2, que apresentou pico de 110 mAU em um volume de 12 e 13 mL. 
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Figura 11 Gel SDS-PAGE 15% evidenicando as frações coletadas após a cromatografia de 

exclusão molecular. A. AI (amostra antes de injetar), M (marcador de massa molecular), B2 a B8 

frações coletadas referentes ao primeiro pico do cromatograma de 38 mAU. B. Frações de B9 a 

C2 referente ao segundo pico de 110 mAU (eluição da proteína NS1), C11 referente ao terceiro 

pico de 8 mAU e D1 referentes ao pico aproximadamente 2 mAU.  

Fonte: Elaborado pelo autor 

A concentração da proteína NS1 obtida após a purificação e a usada nos 

experimentos de fluorescência foram determinadas a partir da absorbância no 

comprimento de onda de 280 nm e do coeficiente de extinção molar da proteína 

de ԑ = 10220 cm-1 M-1. A concentração mais alta obtida de proteína NS1 foi 34,14 

μM, observado na figura 12 A, a concentração utilizada nos experimentos de 

fluorescência foi de 2 μM, demonstrado na figura 12 B.  
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Fonte: Elaborado pelo autor 

5.4. Dicroísmo Circular (CD) 

A análise de deconvolução espectral da proteína NS1 pelo método de 

CONTIN/LL, demostrado na figura 13 A., evidenciou que sua estrutura 

secundária é constituída pelas seguintes frações: 11% de α-hélice, 33% de folha-

β, 24% de voltas e 32% de estruturas aleatórias, como mostrado no espectro de 

CD. A figura 13 B. evidencia o diagrama da proteína NS1 proposta por

CHATTERJEE e colaboradores (2016), no qual observa-se que a quantidade de 

folha β é de fato maior que a quantidade de α-hélice, e que em torno de 50% da 

estrutura secundária corresponde à voltas e estruturas aleaórias. Estes 

resultados indicam que a proteína NS1 estava em seu estado nativo e, portanto, 

adequada para a realização de experimentos subsequentes. 

Figura 12 Espectro Absorbância da proteína NS1 em tampão PBS 1X, pH 7,4. A. Absorbância da 

proteína NS1 na concetração de 34,14 µM. B. Absorbância da proteína NS1 na concetração de 2 

µM.  
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Figura 13 Espectro de dicroísmo circular e estrutura da proteína NS1 (tampão PBS 1x, pH 7,4). 

(a) O espectro de CD da proteína obtido experimentalmente está representado pelos círculos

pretos e o ajuste da curva utilizando programa CONTIN/LL.(b) Diagrama de topografia da 

proteína NS1.  

Fonte: Elaborado pelo autor; CHATTERJEE et al, 2017 

5.5. Supressão da fluorescência da NS1 Crisina e seu derivado 

Os dados de supressão de fluorescência evidenciaram que a emissão da 

proteína NS1 (λex=295 nm → Trp90) diminui com o aumento da concentração 

dos flavonóides crisina e derivado monoacetilado de crisina, como demonstrado 

na figura 14.  
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Fonte: Elaborado pelo autor 

As análises dos dados de supressão de fluorescência foram feitas 

utilizando a equação de Stern-Volmer (Eq. 8). Os resultados apontam que os 

valores das constantes de Stern-Volmer são diretamente proporcionais ao 

aumento da temperatura. Observa-se este comportamento pelos valores das 

constantes na tabela 1 e pelo aumento da declividade da reta com o aumento da 

temperatura de ambos os experimentos evidenciados na figura 15.  

Tabela 1. Constantes de Stern-Volmer resultantes da interação do complexo NS1-

crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. R = coeficiente de correlação.  

T (ºC) 
Ksv (105 M -1) 

Crisina 

Ksv (105 M-1) 

Derivado monoacetilado de crisina 
R 

19 1,33 1,09 0,99 

37 1,88 1,52 0,99 

Figura 14 Espectros de supressão da fluorescência da proteína NS1 pela presença dos 

flavonoides. A. Crisina. B. Derivado mono acetilado de crisina. Ambos na temperatura de 19 ºC. 

A concentração dos ligantes variaram de 0 a 4 µM. Proteína NS1 em Tampão PBS 1X em uma 

concentração de 2 µM.  
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Figura 15. Gráficos de Stern-Volmer e ajuste linear dos pontos nas temperaturas de 19 e 37 oC. A. 

complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina 

Fonte: Elaborado pelo autor 

A dependência de log ((F0-F)/F) com relação a log (1/([Crisina] – [NS1] (F0 

- F)/F0)) (Figura 12.a) e log (1/([Derivado monoacetilado de crisina] – [NS1] (F0 -

F)/F0)) (Figura 12.b) é linear, sendo a inclinação da reta igual a n referente ao 

número de ligante por proteína (CARUSO, 2016). A inclinação da reta do gráfico 

duplo log (ou gráfico de Hill), mostrado na figura 16, referente às interações NS1-

crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina, indicam que os valores de n 

para as duas temperaturas são próximos de 1 para ambos os experimentos, 

sugerindo a estequiometria de um ligante por proteína. Além disso, como 

demonstrado na Tabela 2, a constante de ligação (Kb) é da ordem de 105 M-1, 

sendo considerada uma constante de associação moderada por estar dentro do 

intervalo de 104 a 107 M-1. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Figura 16 Gráficos de duplo log e ajuste linear dos pontos nas temperaturas de 19 e 37 oC 
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Tabela 2. Constantes de ligação (Kb) e o número de sítios de ligação nas 

temperaturas de 19 e 37 oC para a interação entre NS1-crisina e NS1-derivado 

monoacetilado de crisina. Os coeficientes de correlação (R) são > 0,995 

Os parâmetros termodinâmicos foram obtidos a partir do gráfico de Van’t 

Hoff representado na Figura 17 que fornece a variação de entalpia (∆H) das 

interações NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. Para a 

obtenção desses gráficos, mostrados na figura 18, foram utilizados os valores da 

constante de ligação (Kb) para cada temperatura 19ºC e 37 °C, tabela 3. A 

variação de energia livre de Gibbs (ΔG) foi obtida a partir da Equação 15 e a 

variação entrópica apartir da equação 16.  

T 

(ºC) 

N 

Crisina 

Kb

(105M-1) 

Crisina 

N 

Derivado 

monoacetilado 

de crisina 

Kb  (105 M -1)

Derivado 

monoacetilado 

de crisina 

19 0,92 1,61 1,06 1,31 

37 0,90 2,47 1,08 1,85 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

Figura 17 Gráficos de Van’t Hoff. A. complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado 

monoacetilado de crisina 

Figura 18. Gráficos em barras dos parâmetros termodinâmicos dos complexos NS1-crisina e NS1-

derivado monoacetilado de crisina em duas temperaturas, 19 e 37 ºC. A complexo NS1-crisina. B. 

complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina. Variação da energia livre de Gibbs (ΔG), 

variação da entalpia (ΔH) e variação da entropia (TΔS). 
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Tabela 3. Parâmetros termodinâmicos dos complexos NS1-crisina e NS1-

derivado monoacetilado de crisina em duas temperaturas, 19 e 37 ºC. A 

complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina.  

Variação da energia livre de Gibbs (ΔG), variação da entalpia (ΔH) e variação da 

entropia (TΔS). 

Flavonoide 
T 

(ºC) 

ΔG 

(kcal.mol-1) 

ΔH 

(kcal.mol-1) 

-TΔS

(kcal.

mol-1) 

Crisina 
19 -6,93

4,26 
-11,2

37 -7,62 -11,9

Derivado 

monoacetilado 

de crisina 

19 -6,90

2,49 

-9,38

37 -7,47 -9,96

Dentro da cavidade de interação mostrada na figura 19, a crisina e derivado 

monoacetilado de crisina interagem por meio de ligações de hidrogênio com um 

resíduo de lisina (Lys- 115). De acordo com o mapa de interação gerado a partir 

do Paymol, distâncias entre os átomos doador e aceitador nas ligações de 

hidrogênio do resíduo de lisina (Lys-115) e prolina (Pro-67) da proteína NS1 e 

grupos hidroxila dos carbonos (C5 e C7) da crisina são de 3,17 Å e 2,52 Å, 

respectivamente.  

Essas mesmas ligações não foram observadas no mapa de interação do 

complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina, figura 19 F. Os ligantes 

parecem interagir também com a proteína NS1 por meio de interações 

hidrofóbicas com resíduos como Phe-113 e Pro-67. O complexo NS1-derivado 

monoacetilado de crisina apresentou também com outros resíduos que diferem 

do complexo NS1-crisina, como metionina (Met-122) e leucina (Leu-117), sendo 

estes resíduos apolares que favorecem interações hidrofóbicas.  

Observou-se também que que a acetilação no carbono 7 (C7) mudou a 

orientação de atracamento molecular da crisina modificada à proteína em 

relação a interação NS1- crisina. As ligações de hidrogênio também sofreram 

com essa modificação, dificultando a formação das mesmas na cavidade da 

proteína NS1 ao interagir com a crisina modificada.
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Figura 19 Localização das moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina   na cavidade de interação da proteína NS1 por docking molecular e 

mapa te interação. A. Localização da molécula crisina na proteína. B. Detalhe estrutural da interação entre NS1-crisina obtida pelo método de 

modelagem molecular.  C. mapa de interação entre NS1 crisina obtida a partir do PayMol evidenciando as distâncias, linha tracejada verde, entre a 

crisina e os resíduos Lys-115 e Pro-67. D. Localização da molécula derivado monoacetilado de crisina na proteína. E. Detalhe estrutural da interação 

entre NS1-derivado monoacetilado de crisina obtida pelo método de modelagem molecular.  F. mapa de interação entre NS1 e o derivado monoacetilado 

de crisina obtida a partir do PayMol. As moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina são representadas utilizando o modelo stick-balls, os 

resíduos de aminoácidos são denotados usando o modelo sticks (C, cinza; O, vermelho; N, azul; S, amarelo; H, branco) e as pontes de hidrogênio 

representadas por linhas tracejadas amarelas. 
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6. DISCUSSÃO

A extinção de fluorescência de uma substância por interação com outra, 

pode ser usada para medir as afinidades de ligação entre algumas 

macromoléculas e os ligantes que atuam como supressores (quenchers). Isso 

indica que a localização dos flavonoides crisina e derivado monoacetilado de 

crisina estão próximas ao triptofano da proteína exercendo influência na 

polaridade do microambiente da cavidade ao redor do resíduo de Trp. Esta 

supressão é expressa como a diminuição do rendimento quântico da 

fluorescência do fluoróforo induzida por uma variedade de interações 

moleculares (CHAVES et al., 2015).   

De acordo com os resultados experimentais e de docking molecular 

sugere-se que apesar de haver supressão da fluorescência do triptofano 

observado nos experimentos de fluorescência, os flavonoides crisina e crisina 

modificada interagem com a proteína em uma cavidade hidrofóbica próxima a 

ele (Trp-90), porém não na região onde ele se encontra.  

Uma das técnicas experimentais usadas para fornecer informações 

quantitativas do quenching são as constantes de Stern-Volmer. Muitas 

interações moleculares podem resultar em um processo de supressão, dentre 

elas, formação de complexo de estado fundamental e processo colisional. Altas 

temperaturas resultam em difusões mais rápidas e, portanto, uma extensão 

maior do processo de supressão por colisão (supressão dinâmica). Ao mesmo 

tempo, temperaturas elevadas também implicam em dissociação de complexos 

fracamente ligados, conduzindo a uma redução no processo de supressão 

estática (CARUSO, 2016).  

A supressão da fluorescência se deu de forma dinâmica para ambos os 

complexos NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. Já que o 

aumento do processo colisional promovido pelo aumento da temperatura 

favoreceu a interação para ambos os ligantes.  

Se o mecanismo de extinção se deve principalmente ao processo 

dinâmico, os resultados experimentais seguem uma relação linear de Stern-

Volmer. Em alguns casos, o quenching é devido a uma combinação de processo 
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estático e dinâmico e os gráficos de Stern-Volmer (S – V) tendem a exibir um 

desvio positivo da linearidade, como pode ser o caso da interação NS1-derivado 

monoacetilado de crisina (KEIZER et al., 1983; GEETHANJALI et al., 2015). 

As constantes de ligação (Kb) para as interações NS1-crisina e NS1-

derivado monoacetilado de crisina foram da ordem de 105 M-1 e foi maior para a 

interação NS1-crisina do que na interação NS1-derivado monoacetilado de 

crisina, ambas consideradas de caráter moderado, ou seja, não é fraca o 

bastante para que permina que a proteína tenha afinidade pela crisina 

modificada em outro sítio que não o mesmo da crisina, e nem forte demais para 

que o complexo não se dissocie e a proteína NS1 seja totalmente inibida. Além 

disso, os valores de n revelaram que a estequiometria de ligante por proteína é 

de 1 para 1.  

O valor negativo de ΔG é consistente com a ligação espontânea, e se 

torna mais favorável com o aumento da temperatura.  O valor positivo de ΔH 

indica que o processo de ligação da crisina e derivado monoacetilado de crisina 

é endotérmico, e o valor positivo de ΔS mostra que a interação é devida 

principalmente a fatores hidrofóbicos (CHAVES et al., 2015). Assim sendo, a 

interação entre a proteína NS1 e as flavonas crisina e derivado monoacetilado 

de crisina são entropicamente dirigidas e do tipo hidrofóbica. Esses fatores 

hidrofóbicos estão relacionados provavelmente à influência das moléculas de 

hidratação (CHAVES et al., 2015), no qual as moléculas de água são expelidas 

com a entrada das moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina na 

cavidade proteica da NS1.  

Dockings moleculares, realizados a fim de analisar as principais 

interações intermoleculares, sugeriram que a acetilação observada no carbono 

7 do derivado monoacetilado de crisina modificou a orientação de atracamento 

do ligante à proteína e resultou em interação com átomos diferentes da interação 

NS1-crisina, sendo esses resíduos apolares como (Met-122) e leucina (Leu-

117), favorecendo a interação hidrofóbica.  

Diante disso, o presente trabalho mostrou que a acetilação do derivado 

monoacetilado de crisina, resultou em interações novas com outros resíduos 

apolares não observados na interação NS1-crisina, o que era esperado pelo 

aumento da hidrofobicidade do derivado monoacetilado de crisina em relação à 
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crisina, e também resultou em mudança no atracamento do liganto à cavidade 

da proteína NS1 atrapalhou a formação de ligações de hidrogênio com resíduos 

de Lys-115 e Pro-67, tornando-a pouco menos estável, que a interação NS1-

crisina o que corrobora com os demais resultados experimentais.  

O primeiro estudo investigando a biodisponibilidade da crisina foi 

realizado em 1999 por Walle e colaboradores em células de intestino epitelial 

humano Caco-2 (WALLE et al., 1999). Apesar de ser melhor absorvida em 

relação a quercetina, a crisina ainda apresenta baixa biodisponibilidade oral por 

ser alvo de conjugação rápida por glucuronidação e sulfatação (WEN et al., 

2006). 

Estudos revelam que a proteção dos grupos funcionais OH de flavonoides 

através de O-metilação ou O-acetilação resulta em análogos com maior 

absorção intestinal, resistência ao metabolismo hepático e melhora sua atividade 

farmacológica, dependo do seu alvo, em relação aos compostos originais 

(KYRIAKOU et al., 2012), sendo essa proteção, portanto, altamente desejável 

(ARAÚJO et al., 2016). Entretanto, essas modificações estruturais modulam a 

atividade farmacológica do flavonoide através de alterações em sua solubilidade, 

estabilidade, reatividade e interação com alvos celulares (ARAÚJO et al., 2016). 

A síntese de moléculas que conserve sua atividade biológica e aumente 

sua biodisponibilidade é algo desejável para que o agente terapêutico proposto 

chegue ao seu alvo em maior quantidade, mantendo sua atividade biológica. O 

presente estudo mostrou que, apresar de pouco menos estável, o derivado 

monoacetilado de crisina se ligou provavelmente ao mesmo sítio que a crisina, 

o que pode indicar que tal modificação não resultou em mudanças drásticas na

sua ação biológica. Além disso, provavelmente resultará em maior 

biodisponibilidade em estudos in vitro e in vivo. Entretanto, tais estudos precisam 

ser realizados.  
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7. CONCLUSÃO

A proteína NS1, utilizada nos experimentos, foi expressa com 0,3mM de 

IPTG e sua purificação se deu por meio de dois processos cromatográficos, 

cromatografia de afinidade, em que a proteína foi eluída com 80 mM de imidazol, 

e cromatografia de exclusão molecular, no qual foi eluida com aproximadamente 

13 mL de tampão PBS.  

A fluorescência do triptofano da proteína NS1 foi suprimida com a adição 

de ambos os ligantes, crisina e derivado monoacetilado de crisina. Entretanto, 

os resultados do atracamento molecular mostraram que a região mais provável 

onde ambos os ligantes interagiram com a proteína estão próximas, porém não 

na cavidade onde se encontra o resíduo de triptofano, o que mostra que, mesmo 

não interagindo no local onde se encontra o triptofano, podem de alguma forma 

exercer influência sobre o microambiente do mesmo, suprimindo a fluorescência. 

Pelo método de espectroscopia de fluorescência obteve-se o gráfico de 

Stern-Volmer sugerindo que ambas as supressões se deram pelo mecanismo 

colisional, já que o valor de Ksv aumenta com a temperatura. A partir do gráfico 

do duplo log foi possível obter a constante de associação que foi da ordem de 

105M-1, bem como a estequiometria de ligante por proteína que foi de 1:1 para 

as interações NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina.  

Os parâmetros termodinâmicos para as duas temperaturas, 19 e 37ºC, 

revelaram que a ligação NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina 

ocorrem de forma espontânea e aumentam sua afinidade com o aumento da 

temperatura. O valor positivo de ΔH e o valor positivo de ΔS mostra que a 

interação é devida principalmente a fatores hidrofóbicos. Tal perfil termodinâmico 

indica uma interação predominantemente do tipo hidrofóbica e entropicamente 

dirigida provavelmente devido à influência das moléculas de hidratação que são 

expelidas com a entrada das moléculas crisina e derivado monoacetilado de 

crisina na cavidade proteica da NS1.  

Esses resultados sugerem que a substituição de um grupo hidroxila no 

carbono 7 do anel A da crisina resultou em em uma diminuição na afinidade da 

proteína pelo ligante que pode ser observada nas constantes de Stern-Volmer, 

constantes de ligação (Kb) e nos parâmetros termodinâmicos. Entretanto, não foi 
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suficiente para que o derivado monoacetilado de crisina interagisse em outra 

região que não a mesma que a crisina.  

Conclue-se, portanto, que a acetilação do grupo hidroxila de fato 

aumentou a hidrofobicidade da molécula, provavelmente aumentará sua 

absorção e biodisponibilidade. Entretanto, apesar de haver uma pequena 

diminuição da afinidade da proteína pelo ligante em relação à crisina, o sítio mais 

provável de interação se manteve o mesmo.   

O local onde as moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina 

provavelmente interagiram estão próximas a uma região flexível da proteína, a 

alfa-hélice 3, que segundo Chatterjee e colaboradores (2017), é uma região 

importante para a função da proteína NS1. A interação das crisinas nessa região 

pode expor ou esconder resíduos de aminoácidos, dentre eles Y125 e L132 e 

L133 que segundos Chatterjee, podem ter um papel crítico no antagonismo de 

IFN mediado por NS1.  
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