Aavav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u ne Sp " «9(LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Evelyn Pedroso Toscano Quintino

Estudo da interacdo da Crisina e seu derivado
monoacetilado com a proteina NS1 do Virus Sincicial
Respiratorio humano (hRSV) por Espectroscopia de

Fluorescéncia e Docking Molecular

Sao José do Rio Preto

2019



Evelyn Pedroso Toscano Quintino

Estudo da interacao da Crisina e seu derivado
monoacetilado com a proteina NS1 do Virus Sincicial
Respiratorio humano (hRSV) por Espectroscopia de

Fluorescéncia e Docking Molecular

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Microbiologia, junto ao
Programa de Poés-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Orientadora: Prof2. Dra. Fatima Pereira de
Souza

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo
Andrés Fossey

Sao José do Rio Preto

2019



Quintino, Evelyn Pedroso Toscano

Qre Estudo da interacéo da crisina e seu derivado monoacetilado com a proteina
NS51 do Virus Sincicial Respiratorio humano (hRSV) por espectrascopia de
fluorescéncia e docking molecular / Evelyn Pedroso Toscano Quintino. - Sao
José do Rio Preto, 2019

70 p. 1, tabs.

- Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias Letras e
Ciéncias Exatas, S&0 José do Rio Preto
Orientadora: Fatima Pereira de Souza

Coorientador. Marcelo Andrés Fossey

1. hRSV. 2. Proteina NS1. 3. Crisina. 4. Espectroscopia de fluorescéncia. 5.

Docking Molecular_ | Titulo

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras e
Ciéncias Exatas, S3o José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a)

Essa ficha ndo pode ser modificada.



Evelyn Pedroso Toscano Quintino

Estudo da interacao da Crisina e seu derivado
monoacetilado com a proteina NS1 do Virus Sincicial
Respiratério humano (hRSV) por Espectroscopia de

Fluorescéncia e Docking Molecular

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Microbiologia, junto ao
Programa de Poés-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Comissao Examinadora

Prof2. Dr2. Fatima Pereira de Souza
UNESP — Campus de Sao José do Rio Preto
Orientador

Prof2. Dr2. Alessandra Vidotto
FAMERP — Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Prof. Dr. Fernando Alves de Melo
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto

Séao José do Rio Preto
28 de marco de 2019



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus pela vida, por me guiar até aqui, por
me conceder paz nos momentos dificieis, pelas conquistas diarias, por me

capacitar a cada dia e por colocar pessoas maravilhosas em meu caminho.

Agradeco aos meus pais, Marcia Regina Pedroso e Edson Wander da
Silva que sempre me incentivaram a estudar, ndo mediando esforgos para que
eu tivesse um ensino de qualidade, por acreditarem em mim e por me
proporcionarem todo o suporte emocional e financeiro para que eu chegasse até
agui.

Agradeco ao meu esposo Breno Quintino da Silva, pelo
companheirismo, por me incentivar e ser meu ponto de equilibrio diario ao longo

desses anos.

Agradeco a minha orientadora Fatima Pereira de Souza por ser meu
exemplo, minha inspiragéo de todos os dias, por exigir cada vez mais de mim e
mostrar que sou capaz, por me acolher nos momentos dificeis, por me
proporcionar tantos momentos de aprendizado, por acreditar e ver meu potencial
mesmo quando eu mesma néo via, pelo amadurecimento profissional, pelo amor

e dedicacdo que sempre demonstrou ndo somente a mim, mas a todo o grupo.

Agradeco ao meu coorientador Marcelo Andres Fossey pela paciéncia,
dedicacao, amor, por vibrar comigo a cada conquista, pelos aconselhamentos e

por ensinar fisica a uma biéloga com tanto empenho e carinho.

Agradeco aos meus amigos de laboratorio, amigos esses que quero levar
para a vida, por cada dia que passei com voceés, por cada café, cada risada, cada
choro também, por me auxiliarem diariamente e até por me ajudarem a realizar
meu maior sonho, uma festa de casamento. Agradeco especialmente a
Artemiza, Jéssica, Giovana, Amanda, Thain4, Vitor, Gabriela, HEmily, Maria

Fernanda e Raquel.
A Isabella, que além de amiga, sempre me auxiliou nos experimentos e
foi responsavel pela realizacdo da parte computacional deste trabalho.
Agradeco também ao icaro por ser nosso suporte diario no laboratério e

por ter contribuido grandemente com este trabalho.



Agradeco a minha amiga de graduacdo Gabrielle, pela amizade e
companheirismo que tem se sustentado desde o inicio da graduacao, por me

ouvir e me incentivar diariamente.

Ao professor Luis Octavio Regasini do Laboratério de Quimica Verde e

Medicinal por fornecer os flavonoides usados nos experimentos.

Ao Centro Multiusuério de Inovagédo Biomolecular e ao departamento
de fisica no Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP/S&o José

do Rio Preto onde realizei os experimentos com toda a infraestrutura necessaria.

Ao Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP)
por ter sido minha casa durante seis anos, pelo acolhimento, pela oportunidade
de estudar em uma universidade maravilhosa com docentes excelentes e
comprometidos com a formacao dos alunos e por fornecer todo o suporte para a

realizacdo dos meus estudos, dos prédios aos livros.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia pelo suporte
financeiro e de formacao.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
(FAPESP), ao CNPqg e a FINEP pelo apoio financeiro.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de

Financiamento 001.

Agradeco a Banca Examinadora, pela disponibilidade e contribuicdo com

este trabalho.



RESUMO

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) € um dos principais causadores
de infeccdes respiratérias agudas (IRA), do trato inferior, em crian¢cas menores
de cinco anos de idade. O hRSV, membro da familia Pneumoviridae, sintetiza a
proteina NS1 que promove ao virus evasdo do sistema imunolégico do
hospedeiro. Diante dos efeitos colateriais, alto custo e baixa eficacia dos
tratamentos disponiveis, buscam-se tratamentos alternativos para hRSV com
melhor eficacia, baixo custo e menos efeitos colaterais. A crisina, um flavonoide
proveniente de produtos naturais, dentre suas atividades farmacoldgicas,
apresenta atividade antiviral em estudos in vitro contra HSV-I e Influenza. Diante
disso, o objetivo desse trabalho foi estudar se ha interacao entre a proteina NS1
do hRSV e os flavonéides crisina e derivado monoacetilado de crisina, utilizando
espectroscopia de fluorescéncia e docking molecular. Para isso, foi realizada a
clonagem, expressdo e purificacdo da proteina NS1 e caracterizacdo dos
ligantes. Os resultados da supressédo de fluorescéncia da NS1 com ambos os
ligantes apontam que o mecanismo de interacdo é do tipo dindmico, ja que as
constantes de Stern-Volmer (Ksv) € diretamente proporcional ao aumento da
temperatura. A partir da analise do duplo log determinou-se a ordem da
constante de ligacdo (Kp) da ordem de 10° M, entretanto a interagdo NS1-crisina
apresentou maior afinidade do que na interagcdo NS1-derivado monoacetilado de
crisina. Os parametros termodindmicos indicaram que a reacdo de ligacdo é
favoravel, entropicamente dirigida e predominantemente hidrofébica. Esses
resultados, juntamente com estudos de Docking molecular, nos sugerem que
apesar da diminui¢do na afinidade da proteina pelo derivado monoacetilado de
crisina, a modificagdo ndo resultou em maior probabilidade de afinidade do
ligante por outro sitio que ndo o mesmo da NS1-crisina. A acetilacdo, em
sistemas mais complexos, podera resultar em um aumento na sua absorcao
intestinal, biodisponibilidade e acesso ao seu alvo por facilitar sua passagem

pela membrana citoplasmatica.

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

crisina, espectroscopia de fluorescéncia, 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 hnRSV 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 (Ksy) constants increase with increasing temperature.
From the double log analysis, the order of the binding constant (Kp) of 10° M
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 ILUSTRACOES
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antiviral (MAVS) impedindo a interacdo MAVS-RIG-I necessarias para a producao de



IFN; 2. NS1 pode ligar-se diretamente ao IRF-3, ativador de transcricdo do sistema
IFN tipo I; 3.As proteinas NS1 e NS2 induzem a degradacao proteossémica da STAT2
gue, 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
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cavidade de interacdo da proteina NS1 por docking molecular e mapa te interacéo. A.
Localizacado da molécula crisina na proteina. B. Detalhe estrutural da interacdo entre
NS1-crisina obtida pelo método de modelagem molecular. C. mapa de interagéo entre
NS1 crisina obtida a partir do PayMol evidenciando as distancias, linha tracejada
verde, entre a crisina e 0s residuos Lys-115 e Pro-67. D. Localizacdo da molécula
derivado monoacetilado de crisina na proteina. E. Detalhe estrutural da interacao entre
NS1-derivado monoacetilado de crisina obtida pelo método de modelagem molecular.
F. mapa de interacdo entre NS1 e o derivado monoacetilado de crisina obtida a partir
do PayMol. As moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina sao
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branco) e as pontes de hidrogénio representadas por linhas tracejadas amarelas...54
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1- INTRODUCAO

Dentre as doencas que mais afetam as criancas nos primeiros anos de
vida, encontram-se as infecg¢fes virais do trato respiratorio inferior. O Virus
Sincicial Respiratério humano (hRSV) € um dos principais causadores dessas
infeccdes respiratorias agudas (IRA) graves como pneumonia e bronquiolite em
criancas menores de 5 anos de idade, sendo o causador de milhGes de
hospitalizagbes e milhares de Obitos nessa faixa etéria, afetando também
imunodeficientes e idosos (NAIR et al., 2010; LAMBERT et al., 2014; GRIFFITHS
et al., 2016).

A maioria das infecgdes por hRSV ocorrem em periodos especificos do
ano, o que o caracteriza como sazonal. No hemisfério norte, entre outubro e maio
e, ho hemisfério sul, especialmente no Brasil, entre abril e julho, com pico no final
do verdo (CHECON et al., 2002; BLOOM-FESHBACH et al., 2013; PAYNTER,
2015).

O hRSV é membro da familia Pneumoviridae pertencente ao género
Orthopneumovirus, sendo um virus de RNA nédo segmentado de cadeia negativa.
O genoma viral contém 10 genes responsaveis pela transcricdo de 11 proteinas.
Suas proteinas sdo: 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 € a NS1, uma proteina ndo estrutural
envolvida na inibicdo da producdo de intérferon, que juntamente com outros
mediadores inatos das células epiteliais, ttm um papel crucial no curso
subsequente da infeccado por RSV por induzir mecanismos de defesa contra a
infeccéo viral. A inibicdo do interferon do tipo | parece ser um dos principais
determinantes da suscetibilidade a reinfeccédo pelo RSV, com seus efeitos de
longo alcance na imunidade inata e adaptativa (GARCIA-SASTRE et al., 2006;
MUNIR et al., 2011; PRETEL et al., 2013; OPENSHAW et al., 2017).

Até o0 momento, ndo existe vacina aprovada para a imunizacao contra a
infecgéo por hRSV e o tratamento oferecido atualmente, como o palavizumab e
a Ribavirina sdo de alto custo, causam efeitos colaterais, principalmente a
Ribavirina, e ndo sao efetivos no tratamento da doenca (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 area (HEYLEN et al., 2017).

A crisina, uma flavona oriunda de produtos naturais, dentre suas atividades
farmacoldgicas, apresenta atividade antiviral em estudos in vitro contra o virus
do HSV-l e Influenza (SCHNITZLER et al.,, 2010 e HOUR et al.,, 2013).
ModificacOes realizadas na estrutura desses flavonoides para facilitar sua
entrada na célula por meio de difusdo passiva e, portanto, melhorar sua
absorcao, sdo uma estratégia utilizada para melhorar a biodisponibilidade de um
farmaco (PEREIRA, 2007).

Diante disso, o0 objetivo desse trabalho foi estudar e caracterizar por
espectroscopia de fluorescéncia, aspectos da interagcdo, como supressao de
fluorescéncia, Stern-Volmer, duplo-log e parametros termodinamicos. Além
disso, estudos utilizando docking molecular e mapa de interacdo foram
realizados a fim de analisar as principais interagdes intermoleculares entre a
crisina e derivado monoacetilado de crisina e os residuos de aminoacidos

presentes na cavidade de interacdo do da proteina NS1.

2- REVISAO DA LITERATURA

InfeccBes respiratérias agudas (IRAs) séo consideradas a principal causa
de morte infantii no mundo. Dentre os causadores desse tipo de infeccéo
encontra-se o Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV), que acomete
principalmente criancas com até 5 anos de idade. Até dois anos de idade, o risco
de infeccdo por hRSV é maior e 40% delas desenvolvem as infeccdes
respiratorias agudas. Destas, 0,5-2% necessitam de hospitaliza¢do tornando as
IRAs de trato inferior associadas ao hRSV a principal causa de hospitalizacao
em criancas 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, ha 33,1 milhées de
casos que resultaram em 3,2 milhdes de internacdes hospitalares e 59,6 mil
Obitos de criangas com menos de cinco anos de idade hospitalizadas (SHI et al.,
2017; GRIFFITHS et al., 2016; NAIR et al., 2010). Sendo assim, as infec¢Oes por
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hRSV séo consideradas um relevante problema de saude publica 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 infeccdo por hRSV, que resultam em
hospitalizacbes. A prematuridade, peso inferior a 2,5 kg ao nascer, disturbios
imunologicos sejam eles genéticos ou adquiridos, anomalias cromossémicas
numéricas, como Sindrome de Down, e presenca de outras doenc¢as pulmonares
como asma, neoplasias e cardiopatias, sdo fatores que contribuem para o
estabelecimento de quadros mais graves ocasionados da infeccdo por hRSV
(SHARMA et al, 2016; GRIFFITHS et al., 2016; CHAN et al., 2017; SHI et al.,
2017).

As infecgdes do trato respiratério inferior, incluindo o hRSV, resultam no
agravamento dos sintomas pulmonares, incluindo tosse, taquipneia, dificuldade
ao respirar e um chiado audivel. No entanto, sdo bronquiolite e pneumonia que
resultam nas doencas pulmonares mais grave e potencialmente fatais. A
bronquiolite causa a obstrucdo dos limens de diametro estreito das vias aéreas
brénquicas, reduzindo o fluxo de ar normal através dos bronquiolos (PICKLES
et al., 2015; MEISSNER, 2016; WOLKOFF, 2018).

A obstrucao das vias aéreas causa reducdo da capacidade de expiracao,
que leva ao aprisionamento de gas carbdnico, hiperexpansdo pulmonar,
aumento das taxas respiratorias e declinio rapido da funcdo pulmonar. Ja a
pneumonia, infeccdo do epitélio alveolar, resulta em lesdo e edema, que
impedem que as trocas gasosas ocorram de forma eficiente, resultando em
doenca pulmonar grave, incluindo hipdxia, insuficiéncia respiratéria e morte
(PICKLES et al., 2015; WOLKOFF, 2018).

A patologia pulmonar observada durante a infecgéo deve-se, em parte, a
uma resposta imunolégica exacerbada do hospedeiro, caracterizada por
infiltracdo de células do sistema imune nos pulmdes e alta carga viral, que
resultam nos quadros mais graves de infeccdo por hRSV, bronquiolite e
pneumonia. A importancia relativa da inflamacéao e carga viral para a patogénese
dessas doencas varia de acordo com o individuo, mas ambas sao igualmente
importantes para o estabelecimento do quadro clinico (GRIFFITHS et al., 2016;
OPENSHAW et al., 2017).
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A maioria das infec¢des por hRSV ocorrem em periodos especificos do
ano em todo o mundo, 0 que o caracteriza como sazonal, como demonstrado na
Figura 1. No Hemisfério Norte, as infec¢ces por hRSV tendem a coincidir com as
estacBes em que ha maior circulacdo do virus da influenza, entre os meses de
outubro e maio. Na Ameérica do Norte, as infecgcbes 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).

15



Figura 1 Mapa global do tempo de pico de infec¢édo por RSV e duragéo 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 circulos é proporcional a duracéo da epidemia. Observacdes independentes para
o mesmo local foram calculadas uma média. Para estudos que n&do forneceram informacdes suficientes para estimar a duragdo, um triangulo € mostrado.

Circulos preenchidos com mais de uma cor representam locais que experimentam picos semestrais de atividade de virus.

Duracdo

10 meses
O 2 meses

A

Desconhecido

Fonte: Adaptado de BLOOM-FESHBACH et al, 2013.
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Em climas tropicais o periodo de infec¢cdo por hRSV tende a alongar-se,
com relatos dos primeiros casos no meio do verdo, ndo sendo bem definido
(GRIFFITHS et al., 2016). No sudeste do Brasil, no periodo de 2011 a 2013, a
maioria dos casos de infeccao por hRSV ocorreram de abril a julho, com pico em
maio (28% dos casos), periodo de temperaturas mais baixas na regiao
(MOREIRA et al, 2017). Em outro estudo, também no Sudeste, a infeccédo por
hRSYV foi identificada em 10 dos 12 meses do periodo do estudo, mas a maioria
(88,5%) dos casos ocorreu no final do verdo (CHECON et al., 2002, BLOOM-
FESHBACH et al., 2013).

No interior de Sao Paulo, as precipitagdes sao identificadas como um fator
caracteristico importante para as infeccfes respiratorias (PICA, 2014). A
umidade relativa do ar, também interfere nos periodos de maior incidéncia de
infeccdo respiratoria. Um trabalho realizado entre 2004 e 2005 em S&o José do
Rio Preto mostrou que quanto maior a umidade relativa do ar, menor é a taxa de
deteccdo de infeccdo por virus respiratorio como o hRSV, de modo inverso,
guanto menor a umidade relativa do ar, maior é a taxa de detec¢cdo do mesmo
(GARDINASSI et al., 2012).

Assim, a temperatura e a umidade exibem papéis importantes nos periodos
de maior incidéncia de infeccdo por hRSV. Dentre os fatores influenciados por
ester dois parametros, o ar frio predominante nos periodos de inverno diminui a
temperatura do epitélio respiratério nasal e isso promove a diminuicédo depuracdo
mucociliar, pela reducéo da frequéncia de batimento ciliar e diminuicdo da taxa
de secrecdo de muco. Da mesma forma, a baixa umidade prejudica a maxima
velocidade do transporte mucociliar. A diminuicdo do muco e batimento ciliar
facilita a aderéncia do virus as células do epitélio respiratorio do hospedeiro
aumentando as chances de infecgcéo (PITTET et al., 2010; WOLKOFF, 2018).

Além disso, outros mecanismos distintos podem estar associados a
sazonalidade incluindo mudangas sazonais no comportamento social do
hospedeiro, que pode aumentar o coeficiente de transmissdo para muitas

doencas contagiosas pelo aumento das taxas de contato, além de pulsos anuais
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de nascimentos e mortes de individuos infectados e mudancas nas defesas
imunoldgicas do hospedeiro (ALTIZER et al., 2006).

O hRSV é membro da familia Pneumoviridae pertencente ao género
Orthopneumovirus, sendo um virus de RNA ndo segmentado de cadeia negativa
(ICTV, 2015). Estruturalmente, o hRSV é um virus helicoidal, envelopado, com
um diametro de aproximadamente 150 nm. O genoma viral apresenta 15.222
nucleotideos, contendo 10 genes responsaveis pela transcricdo de 11 proteinas,
como representado na Figura 2.a. Suas proteinas sao: NS1, NS2, N, P, M, SH,
G, F, L, M2-1 e M2-2 ilustradas na Figura 2.b. Destas proteinas, cinco compde o
nucleocapsideo (M, N, P, L, M2), trés sao proteinas de envelope
transmembranicas (F, G, SH), e duas (NS1 e NS2) séo proteinas ndo estruturais
(FREITAS et al., 2015; TAPIA et al., 2014).

O virus apresenta dois tipos sorologicos: hRSV-A e hRSV-B (SANDE et al,
2013), ambos sé&o variagOes nos padrdes de ligacado de anticorpos monoclonais
na proteina G, sendo o hRSV-A o tipo soroldgico de maior gravidade (TAPIA et
al., 2014; FREITAS et al., 2015).
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Figura 2. Representacao da estrutura do Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) e das suas proteinas. A. O hRSV possui proteinas estruturais e
nao estruturais. Dentre as proteinas estruturais, trés compdem o envelope viral, a proteina de fusdo F (verde), a glicoproteina G (amarelo) e a proteina
hidrofébica pequena SH (purpura); quatro comp&em o nucleocapsideo, a proteina de matriz M (bege), a nucleoproteina N (azul), a fosfoproteina 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 proteinas. A cor

representativa para cada gene corresponde a proteina que é produzida a partir do mesmo.
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Fonte: Adaptado de CANEDO-MARROQUIN et al, 2017.
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2.1.

Replicacdo viral e funcdo das proteinas do hRSV no processo de infec¢do

A replicacdo do hRSV, representada na Figura 3, inicia-se com a infec¢ao
das células do epitélio respiratorio das vias aéreas superiores. A ligacéo do virus
com a célula hospedeira € mediada pela proteina G que interage com receptores
celulares, seguida da acdo da proteina F que desencadeia a fusdo do envelope
viral a membrana celular (CANE, 2001). Um dos receptores presentes na célula
hospedeira é o receptor para quimiocina CX3C1 (CX3CR1). A ligacdo da
proteina G do hRSV ao receptor CX3CR1 possibilita a ligacao de particulas virais
a superficie celular e desencadeiam também uma sinalizac¢&o celular por mediar
a quimiotaxia de leucdcitos para a célula que estd sendo atacada (GRIFFITHS
et al., 2016; MARCHANT et al., 2010).
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Figura 3 Replicacdo do hRSV (Pneumoviridae). A replicacdo se inicia pela adsorcéo e fusédo do virus a célula hospedeira por meio da interacao das
proteinas G e F do virus com receptores da célula hospedeira que resultam na fus&o do envelope viral com a membrana citoplasmatica promovendo a
internalizacdo do material genético viral. O genoma viral internalizado €, em seguida, transcrito e traduzido. Tanto a replicacdo como a transcricdo sao
dependentes da RNA polimerase dependente de RNA, que sintetiza antigenoma de sentido positivo que servird como molde para sintese de antigenoma
de sentido negativo e também sera traduzido em proteinas virais. Apés a sintese das proteinas e da replicagdo do genoma viral, a estrutura do virion se

reorganiza e sai da célula por brotamento dando origem ao virion maduro.
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Fonte: Adaptado de SHAHRIAR et al, 2016.
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As glicoproteinas F, proteinas que promovem a fusdo do virus a célula
hospedeira, ligam-se aos receptores Toll-like 4 (TLR4), que sado expressos nas
células epiteliais bronquiais ciliadas das vias aéreas, que por sua vez, ativam
cinases, que facilitam a entrada de particulas de hRSV nas células hospedeiras
alvo, promovendo o aumento da endocitose (MARCHANT et al.,, 2010;
GRIFFITHS et al., 2016).

ApGs a internalizagdo do material genético viral no citoplasma da célula,
inicia-se a transcricdo sequencial do genoma viral, pela maquinaria da célula
hospedeira, gerando um conjunto de mMRNA, que posteriormente serdo
traduzidos e terdo como produto as proteinas, que constituem o virus e que sao
necessarias para formar o complexo transcricional (CERVANTES-ORTIZ et al.,
2016).

As proteinas N, P e L séo suficientes e necessarias para a replicagdo do
RNA e transcricdo. A nucleoproteina (N) € uma proteina que se encontra
intimamente relacionada com o RNA viral e consiste no principal componente do
nucleocapsideo. A proteina L, RNA polimerase dependente de RNA, é o principal
componente do complexo polimerase, e esta associada ao nucleocapsideo. A
fosfoproteina (P) corresponde a um cofator essencial para a RNA polimerase,
apresentando uma estrutura tetramérica sendo sua fosforilacdo essencial para
exercer sua funcédo (PRETEL, 2014).

A proteina M2-1 promove a transcri¢do, sendo um fator anti-terminador e
um fator de processabilidade, constituindo o complexo polimerase. A proteina
M2-2 participa da regulacdo da sintese de RNA, alternando entre a transcri¢ao
e areplicagdo 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 regido do trailer é replicada no RNA de
sentido positivo, 0 complemento do trailer € um poderoso promotor, semelhante
a regido lider, que impulsiona a replicacdo de antigenomas de volta para
genomas de sentido negativo (GRIFFITHS et al., 2016; CANEDO-MARROQUIN
et al., 2017).

As proteinas de matriz M s&@o importantes para a morfogénese viral e

coordena a montagem dos componentes que constituem o virion. Ainda dentro
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da célula, os componentes virais organizam-se de modo a originar os virions e
as proteinas de superficie sédo enderecadas para a membrana citoplasmatica do
hospedeiro, geralmente em regides de “jangadas lipidicas” (CANE, 2001). As
ribonucleoproteinas (RNPs) se associam as proteinas M e utilizam
microfilamentos como meio de transporte para alcancar os locais de montagem.
Estes, além de se associarem aos filamentos de actina, se associam as
glicoproteinas do envelope viral, para completar a montagem e iniciar o
brotamento (SHAHRIAR et al., 2016).

A proteina SH do RSV atua como viroporina na membrana plasmatica e
no aparelho de Golgi, onde se acumula em estruturas de jangada lipidica e forma
canais idnicos seletivos de Na* e K*. Ela tem sido descrita como uma proteina
que atua como um canal de ion, que medeia a permeabilidade da membrana,
atuando também na inibicdo de apoptose pela via do fator de necrose tumoral
(TNF-a) (TAPIA et al, 2014; CERVANTES-ORTIZ et al., 2016).

2.2. Resposta imunoldgica e o papel da proteina NS1 na infecc¢éo viral

Como descrito anteriormente, a proteina F do hRSV interage com
receptores Toll-ike 4 (TLR-4). Esses receptores sao receptores de
reconhecimento padrdo (RRP), induzem a secre¢cdo de citocinas pro-
inflamatorias e ativam o fator de transcricdo NF-kB. O recrutamento de células
do sistema imunolégico inato contribui para uma complexa rede de sinais pro e
anti-inflamatérias, que ajudam a eliminar a infeccdo e estabelecer o ambiente
para a imunidade adaptativa subseqiiente (CANEDO-MARROQUIN et al, 2017).

Outros RRPs também sdo desencadeados durante a infec¢do pelo hRSV,
dentre eles os receptores induzidos por acido retinéico do tipo 1 (retinoic acid-
inducible gene | - RIG-I) citosdlico, que induz, através da proteina de sinalizacédo
antiviral mitocondrial (Mitochondrial antiviral-signaling protein — MAVS), uma
proteina adaptadora, a producao de intérferon do tipo | (IFN-I) e outras moléculas
antivirais, que sao consideradas essenciais para ativar o sistema imune
adaptativo. As citocinas IFN-I induzem um estado antiviral nas células vizinhas
através da indugdo de numerosos genes estimulados por intérferon (Interferon-
stimulated gene - ISGs) (OPENSHAW et al, 2017).
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Os receptores de IFN tipo | consiste em duas subunidades, IFNAR1 e
IFNAR2, que estdo associadas as Janus quinase (JAK1) e tirosina quinase
(TYK2), que resultam na fosforilacdo da tirosina do transdutor de sinal e ativador
da transcricdo 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 nucleo e ativam a
transcricdo dos ISG. A inducdo de alguns dos numerosos ISGs amplifica a
resposta inflamatéria apos a infeccdo pelo hRSV por ativar células dendriticas
(DCs), células natural killer (NK) e células T (ELLIOTT et al., 2007).

A ativacao de respostas adaptativas de células B e T sédo conduzidas por
células dendriticas (DCs) que sdo ativadas ao detectar a infeccao viral através
dos RRPs. Estas células deslocam-se para os linfonodos, apresentam os
antigenos 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 especificas
do virus, resultando na producao de anticorpos. As células T CD8 + reconhecem
e destroem as células epiteliais infectadas pelo virus. A medida que a infecgéo
€ controlada, a populacao de células do sistema imunoldgico regride para formar
um pool de células de memodria locais e circulantes, que podem responder mais
rapidamente a infeccdo (GRIFFITHS et al., 2016; STOLEY, et al., 2016).

As células T sdo essenciais para combater a infeccdo aguda e para adquirir
memaoria imunoldgica especifica do virus, células T de memoria residente (Trm).
Na maioria dos modelos animais, o0 RSV induz uma resposta imune adaptativa
antiviral tipica, com resolugdo da infec¢éo primaria, resultando em altos titulos
de anticorpos especificos para virus e um grande numero de células T
especificas para antigeno. Isso limita a viruléncia durante a infecgdo secundaria
(GRIFFITHS et al., 2016; STOLEY, et al, 2016; OPENSHAW et al., 2017).

Dentre as proteinas virais que atuam na evasao do sistema imunoldgico,
encontram-se as proteinas ndo estruturais (NS) 1 e 2 imunomoduladoras que
sdo expressas apenas em ceélulas infectadas, ndo sendo empacotados em
virions maduros (YANG et al, 2015). Essas proteinas sdo as principais
antagonistas virais do IFN. Elas atuam em suas vias e, juntas, desempenham

um papel chave na resposta imunoldgica inata e adaptativa, suprimem a
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maturacdo de células dendriticas e a resposta de linfocitos T (PRETEL et al,
2013; MUNIR et al, 2011).

A proteina NS1 inibe a ligacdo de RIG-I a proteina mitocondrial de
sinalizacao antiviral (MAVS), impedindo a interagdo MAVS-RIG-I, mostrado na
figura 4, necessarias para a producao de IFN, suprimem a proliferacéo e ativacao
de populacdes de células T efetoras, que conferem protecao (células T e células
CD8+ e Thl7), e promove a proliferacdo e ativacdo de células Th2 que
favorecem a doenca devido ao aumento da inflamacéo durante a producao de
anticorpos contra 0 hRSV (YANG et al, 2015). A NS1 interfere na ligacdo do
promotor de IFN-B aos IRF3, ativadores de transcricdo do sistema IFN-I.
Portanto, acredita-se que essas interacdes reduzem a ligagéao entre o IRF-3 e 0
promotor do IFN-B, diminuindo a ativagdo da cascata antiviral (CANEDO-
MARROQUIN et al, 2017). Recentemente, foi demonstrado que tanto as
proteinas NS1 como NS2 induzem a degradacéo proteossémica do transdutor
de sinal e do ativador da transcri¢do 2 (STAT2), figura 4 (GARCIA-SASTRE et
al., 2006). Como resultado, a resposta antiviral do hospedeiro mediada pela via
do IFN do tipo | € amplamente prejudicada. Diante do importante papel da
proteina NS1 na evaséao do sistema imune do hospedeiro, essa proteina se torna
um importante alvo na busca de moléculas que possam atuar como potenciais

farmacos que auxiliem no tratamento de infecges por hRSV.

25



Figura 4 Atuacédo das proteinas virais na modulacdo da resposta imunolégica do hospedeiro. 1.
NS1 inibe a ligacdo de RIG-I a proteina mitocondrial de sinalizacdo antiviral (MAVS) impedindo
a interacao MAVS-RIG-I necessarias para a produgédo de IFN; 2. NS1 pode ligar-se diretamente
ao IRF-3, ativador de transcri¢cdo do sistema IFN tipo I; 3.As proteinas NS1 e NS2 induzem a
degradacédo proteossdmica 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 nucleo e ativa a transcricdo dos ISG. 4. Interacdo da proteina F

do hRSV com receptores Toll-like 4 (TLR-4) importantes na ativacao da resposta imune inata.
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2.3. Tratamento e busca de alvo para bloqueio da replicagao viral

Estratégias atuais de prevengcdo as infeccbes virais sdo usadas
principalmente em uma pequena porcentagem de bebés de alto risco. Estes
bebés dependem de anticorpos monoclonais (Palivizumab, Medimmune), que
sao apenas parcialmente eficazes (BOIVIN et al., 2008). Nenhuma vacina contra
o hRSV esta disponivel, apesar de haver algumas em desenvolvimento
(HIGGINS et al., 2016). A pouca compreensao dos mecanismos que limitam a
induc&o de imunidade duradoura afeta o desenvolvimento de uma vacina eficaz

contra infeccdo por hRSV (HIGGINS et al.,, 2016). A resposta imune inata
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desempenha um papel critico na conducdo do desenvolvimento da imunidade
adaptativa e é, portanto, um determinante crucial do resultado da infec¢do (SUN
et al.,, 2017). A U(nica terapia antiviral aprovada para hRSV (ribavirina) é
raramente usada na populacdo pediatrica européia ou norte-americana devido
ao seu potencial teratogénico e sua eficacia limitada além dos seus efeitos
colaterais observados apresentam custo extremamente elevado da droga (DE
VINCENZO et al., 2008).

Diante da auséncia de vacina até o momento, do alto custo dos
tratamentos oferecidos, pelos efeitos colaterais e pelo impacto das infec¢des por
hRSV que resultam em milhdes de internacdes hospitalares e até Obito de
criancas com menos de cinco anos de idade em todo mundo, é imprescindivel a
busca por tratamentos alternativos que sejam mais efetivos contra esse virus,
gue possuam baixo custo e menos efeito colateral (GRIFFITHS et al., 2017;
PANGESTI et al., 2018).

Investigar a acdo de moléculas provenientes de produtos naturais tais
como os flavondides, moléculas presentes na dieta diaria humana, que sdo
extraidos de vegetais, legumes e frutas com potencial farmacolégico. Na
literatura existem relatos de estudos utilizando flavondides como sendo uma
molécula com acdo anti-inflamatéria, antibacteriana, antitumoral, que atua no
blogueio de radicais livres e antiviral (BARBARIC et al, 2011; MANI et al., 2018).

Crisina: Potencial Terapéutico e Antiviral

Os flavondides sdo polifendis de ocorréncia natural com padrdes de
hidroxilacdo e substituicbes, que dao origem a vérias subclasses, incluindo
flavanonas, antocianidinas, flavondis, flavonas, catequinas (ou flavanadis),
isoflavonas, diidroflavondis e chalconas. A Crisina (5,7-dihidroxiflavona) € um
fitoquimico alimentar, pertencente a classe das flavonas encontradas em muitos
extratos vegetais, incluindo a flor azul paixédo (Passiflora caerulea), além do mel
e da propolis (BARBARIC et al, 2011; MANI et al., 2018).

Este flavondide exerce uma vasta variedade de atividades farmacoldgicas,
apresenta propriedades anticarcinogénicas, pré-apoptoticas, antiangiogénicas,

antimetastaticas, imunomoduladoras e antioxidantes. Outra atividade
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demonstrada pela crisina em estudos recentes consiste na protecdo dos
neurdnios contra estresse oxidativo e apoptose, sugerindo ainda que a
crisinamelhorasse déficits cognitivos e danos cerebrais induzidos por
hipoperfuséo cerebral crénica 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; RAMIREZ-ESPINOSA et al., 2017;).

A crisina também tem o potencial para aplicacdes clinicas e terapéuticas
contra os efeitos fisiologicas e bioquimicos de envelhecimento (SOUZA et al,
2015). Pode atuar também atuar na inibicdo da sintese de prostaglandina, sendo
um potente inibidor da expressao e transcricdo da enzima ciclooxigenase 2
(COX-2) relacionada a inflamacéo (CHO et al, 2004).

A crisina também tem demonstrado atividade antiviral em estudos in vitro
para HSV-I, enterovirus e Influenza virus. Contra HSV-I (Herpes simplex virus
type 1) a crisina reduziu a formacao de placa livre em 56,4% das células tratadas
guando 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 inibitério moderado (HOUR et al, 2013).

Ambos os virus hRSV e influenza sdo virus que infectam o epitélio
respiratério, apresentam genoma de RNA de senso negativo e proteinas nao
estruturais como a NS1 que também atuam na inibicdo da via do intérferon
(FERNANDEZ-SESMA et al, 2006; GARCIA-SASTRE et al, 2006). Tais achados,

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

Estrutura quimica da crisina e derivado monoacetilado de crisina

A crisina tem uma estrutura quimica comum, consistindo de dois anéis
fundidos, A e C, e um anel heterociclico B, ligado a segunda posicao do anel C
(MANI et al., 2018). Ele compartilha a estrutura flavona comum, com um grupo
hidroxila adicionais nasposicoes 52 e 72 do anel A representado na Figura 5 A.
Tais hidroxilas sdo denominadas hidroxilas fendlicas. O derivado monoacetilado
de crisina apresenta uma substituicdo da hidroxila da posicdo 7 do anel A por

um éster, demostrado na Figura 5 B.
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Quando a molécula é ingerida, hidroxilas fendlicas, como o presente na
estrutura da crisina, sofrem rapida inativacdo por conjugacdo quimica,
metabolismo de primeira passagem, que pode diminuir a biodisponibilidade do
farmaco antes que este atinja a circulacdo sistémica e atue no seu alvo. Para
impedir esta inativac@o e melhorar a biodisponibilidade oral, a estratégia habitual
€ mascarar 0 grupo metabolizavel, isto é, converter a hidroxila fenolica a um
grupo éster (PEREIRA, 2007). No caso da derivado monoacetilado de crisina,
apenas uma hidroxila presente no anel A, foi substituida por um grupo éster, e
sugere-se que essa substituicdo foi idealizada a fim de reduzir a metabolizac&o
de primeira passagem e aumentar a biodisponibilidade (PEREIRA, 2007).

Entretanto, a presenca das hidroxilas nas posi¢cées 5 e 7 do anel A também
tém mostrado ser importantes para a inibicao do virus influenza A (H5N1), o que
ressalta a importancia dessas hidroxilas para a estrutura e ativdade (SITHISARN
et al., 2013). Outro exemplo, sdo os efeitos da hidroxilacdo de flavondides nas
na inibicdo de xantina oxidase, enzima que catalisa a oxidacdo da hipoxantina e
xantina na producdo de acido urico, que desempenha um papel crucial na gota,
mostrou que o efeito inibitério da xantina oxidase foi maior nos experimentos com
crisina, com hidroxilas nas posicées 5 e 7 do anel A, do que com 7-hidroxiflavona,
uma molécula que deixou de possuir uma hidroxila em relacdo a crisina,
ressaltando a importancia da presenca das duas hidroxilas na estrutura e
atividade dessa molécula (COS et al., 1998).

Diante disso, é preciso investigar se a substituicdo da hidroxila da posicéo
7 do anel A por um éster resultara, além do aumento da hidrofobicidade da
molécula e provavelmente, sua biodisponibilidade quando ingerida, em
mudancgas na interagéo do ligante com seu alvo molecular, favorecendo ou n&o

a interacdo e podendo afetar sua atividade farmacolégica (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 modificacéo

Fonte: Modificado de PubChem

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi estudar a interacao entre os flavonoides crisina
e derivado monoacetilado de crisina e a proteina NS1 do hRSV, por
espectroscopia de fluorescéncia e docking molecular.

Objetivos Especificos

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

Investigar a interacdo proteina/ligante por métodos espectroscopicos

(Fluorescéncia);

Encontrar a constante de associacdo proteina/ligante e a estequiomeria da

interacdo o numero de sitios de interacao;
Descrever os parametros termodinamicos das interacoes;

Representar por docking molecular a interagéo das moléculas crisina e derivado

monoacetilado de crisina a proteina NS1.

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

A construcdo do plasmideo pJexpress 401-NS1, contendo os codons
otimizados para expressao do gene NS1 (435 pb) no vetor pJexpress401, foi

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

Figura 6 Mapa do plasmideo pJexpress 401-NS1. O plasmideo contém uma regido marcadora
para resisténcia a canamicina, o gene lacl, origem de replicacdo de alta copia bacteriana

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

cauda com 6 Histidinas.
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4.2. Parametros fisico-quimicos da proteina NS1 fornecidos pelo

programa ProtParam

Os parametros fisico-quimicos da proteina NS1 foram obtidos a partir da
andlise da sequéncia de residuos de aminoacidos pela ferramenta ProtParam
(GASTEIGER et al.,, 2005). A NS1 possui 139 residuos de aminoéacidos
apresentando massa molecular de 14 kDa (YANG et al., 2015). Entretanto, a
proteina NS1-His, com adicdo da cauda de histidina, possui 145 residuos de
aminoacidos, com massa molecular de aproximadamente 16 kDa, ponto
isoelétrio (pl) tedrico de 6,33 e coeficiente de extingdo molar de 10.220 cm*M1
em 280 nm. O coeficiente de extingdo molar foi utilizado para determinar a
concentracdo das amostras de proteina, realizando medidas de absorcéo optica

na regido de UV proximo.

4.3. Transformacédo e expressao da proteina NS1 em Rosetta-Gami
2 (DE3)

O plasmideo pJexpress401-NS1 foi incorporado a célula competente de
Escrerichia coli da linhagem Rosetta-gami 2 (DE3), pelo processo de
transformacao por choque térmico, que consiste em incubar 30 minutos no gelo,
45 segundos a 42 °C e mais 2 minutos no gelo. Posteriormente meio LB foi
adicionado a mistura e incubou-se em shaker a 37 °C, 100 rpm por 1 hora. Em
seguida, a mistura foi centrifugada por 1 minuto a 5000 rpm e ressupedida em
20 yL de meio LB para entédo ser plaqueada pela técnica de esgotamento em
meio solido, contendo 50 pg/mL de canamicina, 34 pug/mL de cloranfenicol e 50
Hg/mL de estreptomicina para entéo ser incubada por 16 horas a 37 °C.

Trés coldnias recém transformadas de Escherichia coli da linhagem Rosetta-
gami 2 (DE3), contendo o plasmideo pJexpress401-NS1 foram cultivadas em
meio LB, contendo os antibidticos descritos acima a 37 °C, 120 rpm, afim de
realizar um teste de expressao. Apoés atingir a densidade 6ptica (D.O.) de 0,6 a

600 nm, a expressao da proteina NS1 foi induzida pela adicdo de 0,3 mM de
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isopropil - D-tiogalactopiranésido (IPTG) a 37 ° C, por 17 horas, com coleta de
aliquotas para verificar o melhor tempo de expressdo foram elecionados os
tempos de 3h, 4h e 17h apds inducéao.

O Resultado do teste de expressao foi analisado por gel de poliacrilamida
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) com gel

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

Apos selecionada a colénia com melhor expresséo e tempo apdés inducéo, o
pré-indculo contendo as bactérias selecionadas, foram cultivadas em 2 litros de
meio LB contendo 50 pg/mL de canamicina, 34 pg/mL de cloranfenicol e 50
pug/mL de estreptomicina até atingir a D.O. de 0,6 para entdo ser induzida com
0,3 mM de IPTG, a 37 °C, por 4 horas, a 150 rpm. As mesmas foram colhidas
por centrifugacdo de 4000 xg durante 50 minutos a 4 °C e ressuspensas em 40
mL de tampéo de lise [50 mM Tris-HCI 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 sonicacdo 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 um para entdo seguir para a etapa seguinte, que é a purificacao.

Purificacdo Proteina NS1 por Cromatografia de Afinidade por lons

Metalicos Imobilizados e Cromatografia de Exclusdo Molecular

A partir dos extratos bacterianos, a proteina NS1 foi purificada por dois
métodos cromatogréaficos. O primeiro método consistiu na purificacdo por por
cromatografia de afinidade com ion cobalto imobilizado na resina (coluna
HiTrap™ 5mL, GE Healthcare) no Purificador AKTA (GE). A resina foi
previamente equilibrada com tampé&o purificagdo (50 mM de Tri s-HCI; 100 mM
de NaCl 1 mM B-Mercaptoetanol e 5 mM de Imidazol, pH 8,0). A NS1 foi injetada
a um fluxo de 0,5 mL por minuto e eluida por passos de imidazol de 20, 40, 60,
80, 100, 120, 200 e 500 mM, a um fluxo de 2 mL por minuto. As fra¢gdes contendo
a proteina foram entdo concentradas e submetidas ao segundo meétodo

cromatografico de purificagdo, a cromatografia de exclusdo molecular.
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A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada utilizando a coluna
Superdex 75 10/300 GL, 10 x 300 mm (GE Healthcare) equilibrada com tampéo
PBS 1X (137 mM de NacCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de NaH.POs, 1,8 mM de
KH2POse 2 mM de DTT com pH 7,4) no Purificador AKTA (GE).

A andlise dos resultados de ambas as purificagGes foi observada por gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15%.

A concentracao da proteina obtida foi determinada
espectrofotometricamente (Espectrofotdmetro UV-visivel, BIoMATE 3S, Thermo

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

Caracterizacdo 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 Quimica e Ciéncias Ambientais
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE/UNESP, foram
primeiramente caracterizadas. As massas moleculares da crisina e derivado

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

As massas das moléculas foram aferidas e diluidas em DMSO para a
determinacao da concentracdo molar estoque obtida pela equagéo:

m
¢= MM x V(L) (1)

sendo que C é a concentracdo do ligante, m € a massa de ligante obtida em
balanca analitica de alta presicédo (0,1mg), MM € a massa molecular do ligante
e V (0,002 L) é o volume, em que o ligante foi dissolvido. A concentragdo 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 absorcao
obtidos por meio do Espectrofotometro UV-visivel (BioMATE 3S, Thermo
Scientific, USA) foram utilizadas para determinar o coeficiente de extingdo molar
em um comprimento de onda de 271 nm, para isso, utilizou-se a relacéo obtida
na Lei de Beer-Lambert (GOBRECHT et al, 2015) onde:

AbS/l = EA.I.C (2)
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ou seja,

& = AbS/‘l/(lC) (3)

sendo que Abs representa a absor¢cao em um determinado comprimento de onda
em nm, €\ representa o coeficiente de extingdo molar em cm*M2, | o caminho
optico da cubeta em cm e C a concentracdo molar da solucao absorvente em

mol/litro.

Para encontrar o coeficiente de extincdo molar em qualquer comprimento
de onda, calculou-se a concentracdo final de ligante na cubeta onde este foi

titulado utilizando a relacéo

AVXCO
vorar 4

C (solucdo) =
sendo que C (solucdo) é a concentracdo de ligante na solucdo, AV é o
incremento de volume, C, a concentracao estoque eV, é o volume inicial.

Substituindo a concentragdo da solucéo na férmula de Beer-Lambert tem-

Se:

_ AV.X'CO
AbS)L = &). l'Vo+AV ( )
Ao isolar o £ tem-se

_ AV.X'CO
& = AbS)L. l'Vo+AV (6)

Estrutura secundéria por deconvolucédo espectral de CD

As medidas de CD foram realizadas em espectroolarimetro (Jasco-810) na
temperatura de 25°C utilizando uma cubeta de 0,5 cm de caminho Optico para a
amostra. O espectro da amostra de proteina foi obtido na faixa de comprimento
de onda de 200 a 260 nm com 10 acumulagdes e abertura de fenda de 1,0 nm.

A proteina NS1 estava em uma concentracéo de 26,8uM.

O principio basico envolvido na analise dos espectros de CD de proteinas e

utilizado na estimativa das fra¢cdes de estrutura secundéria é que o espectro de
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CD da proteina (61) pode ser expresso como uma combinagédo linear de

espectros de estrutura secundaria individuais, entéo:

02= Zf 1Ok (7)

sendo que fk é a fragdo de estrutura secundaria e Ok 1 € 0 espectro padrdo da
estrutura secundaria k (GREENFIELD et al., 2007).

As fracbes da estrutura secundéaria da proteina NS1 foram obtidas pelo
método de CONTINALL, uma variagdo do método COLTIN, desenvolvido por
Provencher e Glockner (1981). Por meio da analise das fracbes de estrutura

secundéria da proteina foi possivel verificar a integridade da mesma.

Espescroscopia de fluorescéncia: medidas e analises

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram feitas no
espectrofluorimetro ISS PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com banho térmico
Nestlab RTE-221 (ThermoElectron Corporation, USA), nas temperaturas de 192
(19) e 310 K (37 °C) utilizando cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 cm com
excitacdo em 295 nm e emissao entre 305 e 500 nm utilizando fendas de 1 mm

com largura de 8 nm para excitacdo e emissao para ambos 0s experimentos.

Durante a realizacdo dos experimentos, a concentracéo da proteina foi de
2 UM, com variacao de 1% ao longo do experimento, em 2 mL de tampé&o PBS
1X, enquanto a concentracao de ligante variou de 0 a 4 puM em 20 titulagbes de
1 pL partindo das concentracbes estoque de crisina de 408 pM e crisina
modificada de 350 uM. As analises dos dados de fluorescéncia foram realizadas
utilizando a equacéo de Stern-Volmer e grafico de Hill (LAKOWICZ, 1999).

A intensidade de fluorescéncia de uma macromolécula pode diminuir
devido a uma variedade de interagbes com outros compostos moleculares:
rearranjo molecular, transferéncia de energia, supressao devido a colisbes,
dentre outros (LAKOWICZ, 1999). Tal decréscimo da fluorescéncia €
denominado supressao ou “quenching” e € descrita pela relacdo de Stern—

Volmer, através da seguinte equacao:
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%:1+ Ko [L1=1+k,7o[L] (8)

no qual Fo e F sdo respectivamente as intensidades de fluorescéncia antes e
apos a adicdo de ligante. Ksy, Kq, 1o, € [L] s&o: a constante de Stern—Volmer, a
constante de supressédo biomolecular, o tempo de vida média de emissao da
fluorescéncia da biomolécula na auséncia de ligante e a concentracao de ligante
(supressor), respectivamente. Neste modelo (Eg. 8) a concentracdo de

supressor (ligante total) € admitida como sendo igual a concentracdo de

supressor livre, pois esta ndo € conhecida no experimento.

Quando o gréfico de Stern-Volmer apresenta concavidade positiva indica
que a fragéo Fo/F esta relacionada com a concentracdo de ligante (ou supressor)
pela seguinte relacdo (LAKOWICZ, 1999):

F

FO = L+ Ko [LD@+ K [LD) (9)
ou seja,

Fo

E =1+(Kp + K)[L]+ KoK [L) (10,

no qual Kp e Ks sdo as constantes dindmicas e estaticas respectivamente sendo
prevista uma dependéncia quadratica com a concentracdo de ligante, resultando

numa curva com concavidade positiva no gréafico Fo/F versus [L].

Independentemente do agente supressor, a verificacdo dos efeitos do

filtro interno nas intensidades de fluorescéncia deve ser corrigida.

A intensidade de fluorescéncia foi corrigida utilizando a seguinte relagéo:
Fc=F .10((4ex+Aem)/2) (11)

sendo que Fc e F séo a fluorescéncia corrigida e fluorescéncia experimental,
respectivamente, Aex € 0 valor da absorbancia no comprimento de onda de
excitacdo, e Aem, @ absorbancia no comprimento de onda de emissdo da proteina

(LARSSON et al., 2007). As absorbancias, nos comprimentos de onda de
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absorcao e exitagcdo sdo obtidos pela lei de Beer-Lambert (NELSON et al., 2005),
onde:

Aex= gex.c.l (12)
Aem= €em.c.l (13)

no qual gex € gem SA0 0S coeficientes de extingdo molar do ligante no comprimento
de onda de excitacdo e emissdo da proteina, respectivamente, ¢ é a
concentracdo do ligante na solucdo apoés cada titulacdo e [, o caminho éptico da

cubeta utilizada na medida.

Através do grafico de Hill, representado por log [(Fo-F)J/F] versus
log[1/([L]-([P](FO-F)/ FO))], no qual observa-se uma dependéncia linear, pode-se
obter os valores relativos ao niumero n de sitios de ligacdo da proteina e a
constante de ligacao Ky relativa a interacao dos ligantes com as proteinas, sendo
a inclinacédo igual ao valor de n e o valor de log (Kp) obtido do valor da intersecéo
da reta com o eixo y (CARUSO, 2016).

Parametros Termodinamicos

O célculo da variacdo de entalpia (AH) foi obtido a partir do grafico de Van't
Hoff (JOHN et al., 2000) dado pela equacéo:

—RInK, = () - AS (14)

no qual R é a constante universal dos gases ideais (1,92cal/mol K), Kb é a
constante de ligacdo obtido a partir do grafico de duplo log e T € a temperatura

em Kelvin.

No grafico de van’tHoff, (InKb) versus (1/T), a partir da inclinacdo da reta
obteve-se a variacéo de entalpia (AH). A variagao da energia livre de Gibbs (AG)

foi calculada para cada temperatura a partir da seguinte equacéao:
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AG = —TRInkK, (15)

A partir da variagdo da entalpia (AH) e variagdo da energia livre de
Gibbs (AG) foi possivel calcular a variacdo da entropia (AS) do sistema a partir

da seguinte equagéo:

AS = == (16)

Docking molecular e mapa de interagéo

A estrutura da proteina NS1 de maior cluster ap6s a dindmica 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 proteina NS1 e os ligantes e foi gerado mapa grid com espagamento
de 0,375 A e dimens&o de 126 x 126 x 126 pontos pelo programa AutoGrid 4.2.6
(MORRIS et al., 1998) centrado na proteina NS1. O programa AutoDock 4.2.6
(MORRIS et al., 1998) foi empregado para estudar o local de ligacéo entre a NS1
e os ligantes, aplicando o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para
minimizacdo onde o numero de avaliacbes de energia foi de 25 milhdes, o
tamanho da populacéo foi de 250 e a tolerancia do RMSD de 2 A. Para a
simulacédo de docking molecular, foram consideradas posicdes iniciais aleatorias
em toda a superficie da proteina e orientacdes aleatérias para cada ligante
gerando 100 conformacdes diferentes cada um. A representacdo estrutural foi
preparada usando PyMOL (DELANO, 2002) e o mapa de interacao foi calculado
usando programa Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP). A dinamica

molecular e o docking molecular foram realizados pela Isabella Otenio Lourenco.



5. RESULTADOS
5.1. Caracterizagdo dos ligantes crisina e derivado monoacetilado de

crisina

A caracterizagao dos ligantes a partir da concentracdo resultou na obtencao
dos coeficientes de extincdo molar em qualquer comprumento de onda. Para
determinar a concentracdo estoque dos ligantes usados nos experimentos,
foram utilizados os coeficientes de extingdo molar em 271 nm £ = 20.208 cmt M-
! para crisina e € = 33.310 cm'* M para o derivado monoacetilado de crisina. A
figura 7 A e B evidenica o grafico com os coeficientes de extingdo molar da crisina

e derivado monoacetilado de crisina, respectivamente.

Figura 7 Espectro de absorcdo da crisina e seu derivado com 0s pontos utilizados.
Coeficientes de extingdo molar (g) de 240 a 500 dos flavonoides A. crisina e B. Derivado

monoacetilado de crisina em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.2. Teste de inducé&o da proteina

No teste de inducéo verificou-se que dentre os clones 1, 2 e 3, o clone 1
expressou a proteina NS1 com mais eficiéncia. Em relagcédo ao tempo de inducéo

observou-se que dentre 3, 4 e 17 horas de apos inducdo com 0,3 mM de IPTG.
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O tempo que demosntrou ser o mais apropriado para a expressao da proteina
deu-se apos 4 horas de indugdo. Ambos os achados foram determinados com
base na maior intensidade da banda observada no gel SDS-PAGE 15% como
evidenciado na figura 8. A proteina NS1 esta representada pela banda de

aproximadamente 16 kDa.

Figura 8 SDS-PAGE 15% corado com Coomassie brilliant blue R-250 evidenciando o teste de
expressdo para averiguar o melhor tempo de inducdo da proteina NS1 em Rosetta-gami 2 (DE3).
M. Marcador de massa molecular. Foram selecionados os tempos de 3, 4 e 17 horas apés
inducdo em trés clones diferentes (C1, C2 e C3). Determinou-se a melhor condicdo de expre¢éo

apos 4 horas de inducéo do clone 1. A proteina NS1 apresenta aproximadamente 16 kDa.

M 3h 3h  3h 4h 4h 4h 17h 17h 17h
C1 Cc2 C3 C1 C2 C3 (1 C2 C3
97,0 kDa [—
66,0 kDa —;
45,0 kDa -
v ¢ 9
30,0 kDa a—
21,1 kDa
NS116 kDa
14,4 kDa

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3. Purificacdo da proteina NS1

O resultado da purificagcéo por afinidade, primeiro método cromatografico
emprepago, revelou por meio do gel SDS-PAGE 15% que a proteina eluiu-se em
maior concentracdo no passo de 80 mM de Imidazol, com base na maior

intensidade da banda.

O gel SDS-PAGE referente a purificacdo por afinidade esta representado

na figura 9. Na figura 9 A. observou-se que a proteina foi expressa apos indugéo
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com 0,3 mM de IPTG, evidenciado pelas colunas Al (antes da indug&o) e DI
(depois da inducéo). Além disso, estao representados também o flow though que
representa as fracdes de proteinas que nao se ligaram a resina e 0s primeiros
passos de eluicdo de 5 a 40 mM de Imidazol. A figura 9 B evidencia os passos
de eluicdo 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 purificagdo por cromatografia de afinidade. A. M. Marcador de
massa molecular, Al antes de induzir, DI depois da inducéo, Flow through 1 e 2, passos de lavagem de 5 a 40 mM de Imidazol. B. Passos de eluicdo de

60 a 500 mM de Imidazol. A proteina NS1 foi eluida no passo de 80 mM de Imidazol.

A M Al DI Flow1l Flow2 5mM 20mM 40 mM (1)40 mM (2) B M 60 mM (1) 60 mM (2) 80 mM (1) 80 mM (2) 100 mM 200 mM 500 mM
——— TTT—————
97,0 kD | 1y
A a -
66.0 kDa 97,0kDa -
660kpa D
45,0 kDa |
- : P —— asokoa N
- —— ..
30,0 kDa
- 300k0a (D
21,1 kDa . 9
St s o 21,1 kDa
B a
NS1 16 kDa ' 3
13,4kDa e NS1 16 kDa P
= A 14,4kDa  _—_

Fonte: Elaborada pelo autor



A fracdo eluida no passo de 80 mM de imidazol, por ainda apresentar
contaminantes de maior massa molecular, foi concentrada e submetida a
cromatografia de exclusdo molecular no qual foi eluida com aproximadamente
13 mL de tampéao PBS 1X, demostrado no cromatograma da Figura 10 e no gel
SDS-PAGE 15% da Figura 11. O cromatograma evidencia o maior pico de
absorcdo no UV com aproximadamente 110 mAU, que abrange as fracoes de
B10 a C3 com volume de aproximadamente 12 e 13 mL de tamp&o. No gel SDS-
PAGE observa-se na figura 11 A. as fracbes de B2 a B8 referente aos
contaminantes de maior massa molecular e na figura 11 B. estdo representadas
as fracoes de B9 a C3 e D1. As fracdes utilizadas nos experimentos foram C1,
C2 e C11.
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Figura 10 Cromatograma referente a cromatografia de exclusdo molecular. Em azul esta
representado a absorbancia no UV em mAU, em vermelho séo as fracdes coletadas de 0,5 mL
em cada fracdo 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 ultimo pico em D1. A proteina NS1 foi eluida nas fracdes B10

a C2, que apresentou pico de 110 mAU em um volume de 12 e 13 mL.

mAU
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80 b

40 4

20 b

iA12iB1{B2!B3|B4iB5iB6 B7iBsiBOBIGBIIBI2 CliCc2ic3icaicsiceic7icsicoicioiciliciziDl iD2iD3
6.0 5.0 100 12.0 140 160 18.0 ml
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Figura 11 Gel SDS-PAGE 15% evidenicando as fracdes coletadas apds a cromatografia de
exclusdo molecular. A. Al (amostra antes de injetar), M (marcador de massa molecular), B2 a B8
fracOes coletadas referentes ao primeiro pico do cromatograma de 38 mAU. B. Fracbes de B9 a
C2 referente ao segundo pico de 110 mAU (eluicdo da proteina NS1), C11 referente ao terceiro

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

A
Al M B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B M B9 B10 B1l1 B12 Cl1 C2 (C11D1
97,0kpa | — 97,0kD3 | s
66,0kDa —-— 66,0kDa
45,0kDa —r T S Y 45,0 kDa g —— -
30,0kDa bt 30,0kDa -
21,1kDa a E
21,1 kDa
NS116 II:Da .
14,4 kDa
' NS1 16 kDa " )
14,4 kDa “—ae -“

Fonte: Elaborado pelo autor

A concentracao da proteina NS1 obtida apés a purificacédo e a usada nos
experimentos de fluorescéncia foram determinadas a partir da absorbéncia no
comprimento de onda de 280 nm e do coeficiente de extincdo molar da proteina
de £ = 10220 cm M. A concentracdo mais alta obtida de proteina NS1 foi 34,14
MM, observado na figura 12 A, a concentracéo utilizada nos experimentos de

fluorescéncia foi de 2 yM, demonstrado na figura 12 B.
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Figura 12 Espectro Absorbancia da proteina NS1 em tampéo PBS 1X, pH 7,4. A. Absorbancia da

proteina NS1 na concetracao de 34,14 uM. B. Absorbéancia da proteina NS1 na concetracao de 2

HM.
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A analise de deconvolucdo espectral da proteina NS1 pelo método de

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

secundaria é constituida pelas seguintes fragdes: 11% de a-hélice, 33% de folha-

B, 24% de voltas e 32% de estruturas aleatdrias, como mostrado no espectro de

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

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

folha 3 € de fato maior que a quantidade de a-hélice, e que em torno de 50% da

estrutura secundaria corresponde a voltas e estruturas aleadrias. Estes

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

adequada para a realizacao de experimentos subsequentes.



Figura 13 Espectro de dicroismo circular e estrutura da proteina NS1 (tampé&o PBS 1x, pH 7,4).
(a) O espectro de CD da proteina obtido experimentalmente esta representado pelos circulos
pretos e o ajuste da curva utilizando programa CONTIN/LL.(b) Diagrama de topografia da

proteina NS1.
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Fonte: Elaborado pelo autor; CHATTERJEE et al, 2017

Supressao da fluorescéncia da NS1 Crisina e seu derivado

Os dados de supressao de fluorescéncia evidenciaram que a emissao da
proteina NS1 (Aex=295 nm — Trp90) diminui com 0 aumento da concentracéo
dos flavonoides crisina e derivado monoacetilado de crisina, como demonstrado

na figura 14.
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Figura 14 Espectros de supressdo da fluorescéncia da proteina NS1 pela presenca dos
flavonoides. A. Crisina. B. Derivado mono acetilado de crisina. Ambos na temperatura de 19 °C.
A concentracéo dos ligantes variaram de 0 a 4 uM. Proteina NS1 em Tamp&o PBS 1X em uma

concentracdo de 2 uM.
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Fonte: Elaborado pelo autor

As andlises dos dados de supressdo de fluorescéncia foram feitas
utilizando a equacdo de Stern-Volmer (Eq. 8). Os resultados apontam que 0s
valores das constantes de Stern-Volmer séo 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 0 aumento da

temperatura de ambos 0s experimentos evidenciados na figura 15.

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

crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. R = coeficiente de correlagéo.
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Kev (10°M 1) Ksv (10°M1)

T (°C) R
Crisina Derivado monoacetilado de crisina

19 1,33 1,09 0,99

37 1,88 1,52 0,99
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Figura 15. Graficos 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

A
17

1,6
1,5
1,4

1,3

F/F

1,2 4
1,1 4

1,0

0.9 ;

—a—19°C
—e—37°C

Ajuste linear 19°C
Ajuste linear 37°C
T

T T T T
20 25 30 35

(L] uM

4,0

4,5

1.7
16 y
L)
/.
1,5 »
L -
-~ P
1,4 e &,{f"/
7 —
[ - -
~ 13- pe >
w - /j"’.
o /
1,2 A
A —=—19°C
1,14 o 0
e —e—37°C _
10 A’} Ajuste linear 19 C
e Ajuste linear 37 °C
T T T T T
0.0 05 1,0 1.5 2,0 2,5 3,0 35 4.0 4.5
[L] uM

Fonte: Elaborado pelo autor

A dependéncia de log ((Fo-F)/F) com relacdo a log (1/([Crisina] — [NS1] (Fo
- F)/Fo)) (Figura 12.a) e log (1/([Derivado monoacetilado de crisina] — [NS1] (Fo -
F)/Fo)) (Figura 12.b) é linear, sendo a inclinacdo da reta igual a n referente ao
namero de ligante por proteina (CARUSO, 2016). A inclinacao da reta do grafico
duplo log (ou gréfico de Hill), mostrado na figura 16, referente as interacdes NS1-
crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina, indicam que os valores de n
para as duas temperaturas sao proximos de 1 para ambos 0S experimentos,
sugerindo a estequiometria de um ligante por proteina. Além disso, como
demonstrado na Tabela 2, a constante de ligacédo (Kp) € da ordem de 10° M,
sendo considerada uma constante de associacdo moderada por estar dentro do

intervalo de 10% a 10’ M1,

Figura 16 Graficos de duplo log e ajuste linear dos pontos nas temperaturas de 19 e 37 °C
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Tabela 2. Constantes de ligagdo (Kp) e o numero de sitios de ligacdo nas
temperaturas de 19 e 37 °C para a interacdo entre NS1-crisina e NS1-derivado

monoacetilado de crisina. Os coeficientes de correlacao (R) sdo > 0,995
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T N Kb N Kb (10°M 1)
(°C) Crisina (10°M%) Derivado Derivado
Crisina monoacetilado monoacetilado
de crisina de crisina
19 0,92 1,61 1,06 1,31
37 0,90 2,47 1,08 1,85

Os parametros termodinamicos foram obtidos a partir do grafico de Van't
Hoff representado na Figura 17 que fornece a variacdo de entalpia (AH) das
interacbes NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. Para a
obtencao desses gréficos, mostrados na figura 18, foram utilizados os valores da
constante de ligacdo (Kp) para cada temperatura 19°C e 37 °C, tabela 3. A
variacdo de energia livre de Gibbs (AG) foi obtida a partir da Equacao 15 e a

variacao entrépica apartir da equacéao 16.
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Figura 17 Graficos de Van't Hoff. A. complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado

monoacetilado de crisina
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Figura 18. Gréficos em barras dos parametros termodindmicos dos complexos NS1-crisina e NS1-

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

complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina. Variagdo da energia livre de Gibbs (AG),

variagdo da entalpia (AH) e variagdo da entropia (TAS).
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Tabela 3. Parametros termodindmicos dos complexos NS1-crisina e NS1-
derivado monoacetilado de crisina em duas temperaturas, 19 e 37 °C. A
complexo NS1-crisina. B. complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina.
Variacao da energia livre de Gibbs (AG), variagdo da entalpia (AH) e variagcao da
entropia (TAS).

-TAS
, T AG AH
Flavonoide (kcal.
(°C) (kcal.molt) (kcal.mol 1)
mol1)
19 -6,93 -11,2
Crisina 4,26
37 -7,62 -11,9
Derivado 19 -6,90 -9,38
monoacetilado 2,49
37 -7,47 -9,96

de crisina

Dentro da cavidade de interacdo mostrada na figura 19, a crisina e derivado
monoacetilado de crisina interagem por meio de ligagdes de hidrogénio com um
residuo de lisina (Lys- 115). De acordo com o0 mapa de interacao gerado a partir
do Paymol, distancias entre os atomos doador e aceitador nas ligacdes de
hidrogénio do residuo de lisina (Lys-115) e prolina (Pro-67) da proteina NS1 e
grupos hidroxila dos carbonos (C5 e C7) da crisina sdo de 3,17 A e 2,52 A,

respectivamente.

Essas mesmas ligagbes ndo foram observadas no mapa de interacdo do
complexo NS1-derivado monoacetilado de crisina, figura 19 F. Os ligantes
parecem interagir também com a proteina NS1 por meio de interacGes
hidrofébicas com residuos como Phe-113 e Pro-67. O complexo NS1-derivado
monoacetilado de crisina apresentou também com outros residuos que diferem
do complexo NS1-crisina, como metionina (Met-122) e leucina (Leu-117), sendo

estes residuos apolares que favorecem interagdes hidrofébicas.

Observou-se também que que a acetilagdo no carbono 7 (C7) mudou a
orientacdo de atracamento molecular da crisina modificada a proteina em
relacdo a interacdo NS1- crisina. As ligagBes de hidrogénio também sofreram
com essa modificagéo, dificultando a formagdo das mesmas na cavidade da

proteina NS1 ao interagir com a crisina modificada.
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Figura 19 Localizacdo das moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina na cavidade de interacéo da proteina NS1 por docking molecular e
mapa te interacdo. A. Localizacdo da molécula crisina na proteina. B. Detalhe estrutural da interacdo entre NS1-crisina obtida pelo método de
modelagem molecular. C. mapa de interacdo entre NS1 crisina obtida a partir do PayMol evidenciando as distancias, linha tracejada verde, entre a
crisina e os residuos Lys-115 e Pro-67. D. Localizacdo da molécula derivado monoacetilado de crisina na proteina. E. Detalhe estrutural da interacao
entre NS1-derivado monoacetilado de crisina obtida pelo método de modelagem molecular. F. mapa de interacdo entre NS1 e o derivado monoacetilado
de crisina obtida a partir do PayMol. As moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina sdo representadas utilizando o modelo stick-balls, os
residuos de aminoacidos sdo denotados usando o modelo sticks (C, cinza; O, vermelho; N, azul; S, amarelo; H, branco) e as pontes de hidrogénio

representadas por linhas tracejadas amarelas.
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6. DISCUSSAO

A extincao de fluorescéncia de uma substancia por interacdo com outra,
pode ser usada para medir as afinidades de ligacdo entre algumas
macromoléculas e os ligantes que atuam como supressores (quenchers). Isso
indica que a localizagéo dos flavonoides crisina e derivado monoacetilado de
crisina estdo proximas ao triptofano da proteina exercendo influéncia na
polaridade do microambiente da cavidade ao redor do residuo de Trp. Esta
supressdo é expressa como a diminuicdo do rendimento quéantico da
fluorescéncia do fluoréforo induzida por uma variedade de interacfes
moleculares (CHAVES et al., 2015).

De acordo com os resultados experimentais e de docking molecular
sugere-se que apesar de haver supressdao da fluorescéncia do triptofano
observado nos experimentos de fluorescéncia, os flavonoides crisina e crisina
modificada interagem com a proteina em uma cavidade hidrofébica proxima a

ele (Trp-90), porém ndo na regido onde ele se encontra.

Uma das técnicas experimentais usadas para fornecer informacoes
quantitativas do quenching sé&o as constantes de Stern-Volmer. Muitas
interacbes moleculares podem resultar em um processo de supressao, dentre
elas, formacéo de complexo de estado fundamental e processo colisional. Altas
temperaturas resultam em difusGes mais rapidas e, portanto, uma extenséo
maior do processo de supressao por colisdo (supressado dinamica). A0 mesmo
tempo, temperaturas elevadas também implicam em dissociacdo de complexos
fracamente ligados, conduzindo a uma reducdo no processo de supresséo
estatica (CARUSO, 2016).

A supresséao da fluorescéncia se deu de forma dinamica para ambos os
complexos NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina. JA que o
aumento do processo colisional promovido pelo aumento da temperatura

favoreceu a interacéo para ambos os ligantes.

Se 0 mecanismo de extingdo se deve principalmente ao processo
dindmico, os resultados experimentais seguem uma relacédo linear de Stern-

Volmer. Em alguns casos, o quenching é devido a uma combinacdo de processo
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estatico e dinamico e os graficos de Stern-Volmer (S — V) tendem a exibir um
desvio positivo da linearidade, como pode ser 0 caso da interacdo NS1-derivado
monoacetilado de crisina (KEIZER et al., 1983; GEETHANJALI et al., 2015).

As constantes de ligacdo (Kv) para as interacbes NS1-crisina e NS1-
derivado monoacetilado de crisina foram da ordem de 10° M! e foi maior para a
interacdo NS1-crisina do que na interacdo NS1-derivado monoacetilado de
crisina, ambas consideradas de carater moderado, ou seja, ndo € fraca o
bastante para que permina que a proteina tenha afinidade pela crisina
modificada em outro sitio que ndo o mesmo da crisina, e nem forte demais para
gue o complexo ndo se dissocie e a proteina NS1 seja totalmente inibida. Além
disso, os valores de n revelaram que a estequiometria de ligante por proteina é

de 1 para 1.

O valor negativo de AG € consistente com a ligacdo espontanea, e se
torna mais favoravel com o aumento da temperatura. O valor positivo de AH
indica que o processo de ligacéo da crisina e derivado monoacetilado de crisina
€ endotérmico, e o valor positivo de AS mostra que a interacdo € devida
principalmente a fatores hidrofébicos (CHAVES et al., 2015). Assim sendo, a
interagcdo entre a proteina NS1 e as flavonas crisina e derivado monoacetilado
de crisina sdo entropicamente dirigidas e do tipo hidrofébica. Esses fatores
hidrofébicos estédo relacionados provavelmente a influéncia das moléculas de
hidratacdo (CHAVES et al., 2015), no qual as moléculas de agua sao 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
interacOes intermoleculares, sugeriram que a acetilacdo observada no carbono
7 do derivado monoacetilado de crisina modificou a orientagédo de atracamento
do ligante a proteina e resultou em interacdo com atomos diferentes da interagédo
NS1-crisina, sendo esses residuos apolares como (Met-122) e leucina (Leu-
117), favorecendo a interacao hidrofébica.

Diante disso, o presente trabalho mostrou que a acetilacdo do derivado
monoacetilado de crisina, resultou em interagdes novas com outros residuos
apolares nao observados na interacdo NS1-crisina, o que era esperado pelo

aumento da hidrofobicidade do derivado monoacetilado de crisina em relagéo a

56



crisina, e também resultou em mudanca no atracamento do liganto a cavidade
da proteina NS1 atrapalhou a formacéo de ligagc6es de hidrogénio com residuos
de Lys-115 e Pro-67, tornando-a pouco menos estavel, que a interacdo 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
relacdo a quercetina, a crisina ainda apresenta baixa biodisponibilidade oral por
ser alvo de conjugacao rapida por glucuronidacdo e sulfatacdo (WEN et al.,
2006).

Estudos revelam gue a protecéo dos grupos funcionais OH de flavonoides
através de O-metilacdo ou O-acetilacdo resulta em analogos com maior
absorcao intestinal, resisténcia ao metabolismo hepético e melhora sua atividade
farmacoldgica, dependo do seu alvo, em relacdo aos compostos originais
(KYRIAKOU et al., 2012), sendo essa protecdo, portanto, altamente desejavel
(ARAUJO et al., 2016). Entretanto, essas modificaces estruturais modulam a
atividade farmacolégica do flavonoide através de alteracdes em sua solubilidade
estabilidade, reatividade e interacdo com alvos celulares (ARAUJO et al., 2016).

A sintese de moléculas que conserve sua atividade biol6gica e aumente
sua biodisponibilidade € algo desejavel para que o agente terapéutico proposto
chegue ao seu alvo em maior quantidade, mantendo sua atividade biolégica. O
presente estudo mostrou que, apresar de pouco menos estavel, o derivado
monoacetilado de crisina se ligou provavelmente ao mesmo sitio que a crisina,
o que pode indicar que tal modificacdo ndo resultou em mudancas drasticas na
sua acdo biologica. Além disso, provavelmente resultard& em maior
biodisponibilidade em estudos in vitro e in vivo. Entretanto, tais estudos precisam

ser realizados.
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7. CONCLUSAO

A proteina NS1, utilizada nos experimentos, foi expressa com 0,3mM de
IPTG e sua purificacdo se deu por meio de dois processos cromatograficos,
cromatografia de afinidade, em que a proteina foi eluida com 80 mM de imidazol,
e cromatografia de exclusao molecular, no qual foi eluida com aproximadamente
13 mL de tampéo PBS.

A fluorescéncia do triptofano da proteina NS1 foi suprimida com a adicao
de ambos os ligantes, crisina e derivado monoacetilado de crisina. Entretanto,
os resultados do atracamento molecular mostraram que a regido mais provavel
onde ambos os ligantes interagiram com a proteina estdo préximas, porém nao
na cavidade onde se encontra o residuo de triptofano, o que mostra que, mesmo
nao interagindo no local onde se encontra o triptofano, podem de alguma forma

exercer influéncia sobre o microambiente do mesmo, suprimindo a fluorescéncia.

Pelo método de espectroscopia de fluorescéncia obteve-se o grafico de
Stern-Volmer sugerindo que ambas as supressfées se deram pelo mecanismo
colisional, j& que o valor de Ksy aumenta com a temperatura. A partir do gréafico
do duplo log foi possivel obter a constante de associacdo que foi da ordem de
10°M%, bem como a estequiometria de ligante por proteina que foi de 1:1 para

as interac6es NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina.

Os parametros termodinamicos para as duas temperaturas, 19 e 37°C,
revelaram que a ligagcdo NS1-crisina e NS1-derivado monoacetilado de crisina
ocorrem de forma espontanea e aumentam sua afinidade com o aumento da
temperatura. O valor positivo de AH e o valor positivo de AS mostra que a
interacao é devida principalmente a fatores hidrofobicos. Tal perfil termodinamico
indica uma interacdo predominantemente do tipo hidrofébica e entropicamente
dirigida provavelmente devido a influéncia das moléculas de hidratagdo que séo
expelidas com a entrada das moléculas crisina e derivado monoacetilado de

crisina na cavidade proteica da NS1.

Esses resultados sugerem que a substituicdo de um grupo hidroxila no
carbono 7 do anel A da crisina resultou em em uma diminuicdo na afinidade da
proteina pelo ligante que pode ser observada nas constantes de Stern-Volmer,

constantes de ligacao (Kp) e nos parametros termodindmicos. Entretanto, nao foi
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suficiente para que o derivado monoacetilado de crisina interagisse em outra

regido que ndo a mesma que a crisina.

Conclue-se, portanto, que a acetilacdo do grupo hidroxila de fato
aumentou a hidrofobicidade da molécula, provavelmente aumentara sua
absorcdo e biodisponibilidade. Entretanto, apesar de haver uma pequena
diminuicao da afinidade da proteina pelo ligante em relacao a crisina, o sitio mais

provavel de interagdo se manteve o0 mesmo.

O local onde as moléculas crisina e derivado monoacetilado de crisina
provavelmente interagiram estao proximas a uma regido flexivel da proteina, a
alfa-hélice 3, que segundo Chatterjee e colaboradores (2017), é uma regiao
importante para a funcéo da proteina NS1. A interacdo das crisinas nessa regiao
pode expor ou esconder residuos de aminoacidos, dentre eles Y125 e L132 e
L133 que segundos Chatterjee, podem ter um papel critico no antagonismo de
IFN mediado por NS1.
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