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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) foi identificado em 1957 e mesmo ap06s
Vvarios anos de investigacdo, nenhuma vacina foi desenvolvida. Acredita-se que a chave
de inibicdo da agdo viral sdo suas glicoproteinas de membrana, em especial a proteina
de fuséo (F), que com auxilio da proteina de ligacdo (G), é responséavel pela instalagéo
do hRSV na célula hospedeira. Ha evidéncias experimentais de que compostos como
flavondides e glicosaminoglicanos podem diminuir a infeccdo viral, sendo entdo a
proteina F um bom alvo para a acdo destes compostos. O presente estudo utilizou de
ferramentas de bioinformética para verificar as possiveis regibes de interagdo da
proteina F com a Heparina Sulfatada e Flavondides. Os programas de bioinformética
foram utilizados para: modelagem dos compostos, caracterizagdo e previsdo da estrutura
secundéria da proteina, modelagem da estrutura terciaria e docking molecular entre o
modelo da proteina F e as estruturas tridimensionais dos Flavondides e da Heparina
Sulfatada. Modelos validos foram obtidos para as estruturas tridimensionais dos
flavondides e para o modelo completo da proteina F. As caracteristicas da proteina
incluem um alto nivel de conservacéo na seqliéncia de aminoacidos e, especialmente,
em seus sitios de ligacdo. O docking da proteina com a Heparina, e o virtual screening
da biblioteca de Flavonoides e a estrutura da proteina, resultaram em sitios de interagdo
com grande potencial de inibicdo, uma vez que concordam com evidéncias
experimentais descritos na literatura. A Heparina liga-se ao sitio de clivagem I,
importante regido para obtencdo da atividade de fusdo da proteina. Os Flavonodides
podem se ligar a regido hidrofobica que desestabiliza a formacdo do feixe de hélices,
estrutura importante para o mecanismo de fusdo da proteina. Ambas as regibes possuem
grande relevancia nas mudancas conformacionais que a proteina F sofre para
desempenhar sua fungéo. O resultado do docking mostrou que as interagdes moleculares
sdo provaveis de ocorrer e indicou quais compostos sdo melhores candidatos a um
possivel inibidor. Essas evidéncias sugerem que ambos 0s compostos podem ser
utilizados em estudos experimentais, para um melhor esclarecimento de suas agOes
sobre a infectividade e acéo do virus.

Palavras chaves: Virus Sincicial Respiratério Humano, Docking Molecular, Modelagem
de Proteinas, Proteina de Fusao.



ABSTRACT

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) was identified in 1957 and even after
several years of research, no vaccine has been developed yet. It is believed that the key
to the inhibition of viral action is its membrane glycoproteins, including the Fusion
Protein (F), responsible for the installation of the hRSV in the host cell. There are
evidences that compounds such as flavonoids and glycosaminoglycans can decrease the
viral infection, and F protein can be a good target for the action of these compounds.
The present study checked the possible sites of interaction between F protein and
heparin and flavonoids, using computational tools. Bioinformatics programs were used
for: modeling compounds, characterization and prediction of protein secondary
structure, tertiary structure modeling and the docking between the protein model and the
structures of flavonoids and sulfated heparin. Valid models were obtained for
flavonoids structures and the complete model of F protein. The characteristics of the
protein include a high level of conservation in amino acid sequence and especially in its
binding sites. The heparin docking and virtual screening of flavonoids resulted in
interaction sites with great potential for inhibition, since they agree with other studies
and experimental evidence of F protein inhibition. This study shows that compounds
such as sulfated heparin and flavonoids interact in important sites of F protein. Heparin
binds to the cleavage site Il and flavonoids can bind to the hydrophobic site that
destabilizes the formation of the six-helix-bundle region. Both regions are important for
conformational changes that F protein undergoes to get its fusion activity. Docking
showed that molecular interactions are likely to occur and selected the best candidates
for a possible inhibitor. These evidences show that both compounds can foster further
studies to discover effective inhibitors for fusion protein.

Key words: Respiratory Syncytial Virus, Molecular Docking, Protein Modeling, Fusion
Protein.
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1 - Introducgéo

O virus sincicial respiratorio humano (hRSV, do inglés human respiratory syncytial
virus) é um dos principais patdgenos respiratorios, responsavel pelas altas taxas de
hospitalizacdo de recém-nascidos, morbidade em criangas e adultos e excessiva mortalidade
em idosos. Sua frequéncia aumenta todos os anos durante 0s meses do inverno, requisitando
assim uma maior atencio das autoridades de saide (AVEDANO et al., 2002). Os sintomas
causados pelo virus podem ser leves, como tosse e febre, mas ainda podem ser mais severos,
como bronqueolite, bronquite e pneumonia viral. O hRSV ja é um dos maiores problemas de
saude publica do mundo, uma vez que tem como consequéncia anual milhdes de mortes e de
gastos financeiros em cuidados com pacientes hospitalizados (WEISMAN & GROOTHIUS,
2000).

O virus tem sua epidemiologia e patofisiologia bem descritas, contudo, os esfor¢os
para o desenvolvimento de farmacos eficientes ou de uma vacina efetiva ainda ndo foram bem
sucedidos (BLACK, 2003). Embora existam alguns tratamentos contra a agdo do hRSV, sua
variabilidade antigénica e as caracteristicas do sistema imune do hospedeiro dificultam a agéo
destes tratamentos (PARVEEN et al., 2006). As formas de combate da infecgdo viral causada
pelo hRSV sdo pouco eficientes e de alto custo, tornando desta forma o uso inviavel,

principalmente nos sistemas publicos de salde.

1.1 - Um breve historico

Apesar de ter sido isolado h& mais de 50 anos, acredita-se que os primeiros relatos de
doencas provocadas pelo virus datam de 160 anos antes de sua identificagdo (GROOTHIUS,
HOOPES & HEMMING, 2010). Em Outubro de 1955, pesquisadores do Walter Reed Army
do Institute of Research isolaram um virus de secrecBes nasais de chimpanzés que
apresentavam sintomas de doengas respiratdrias. O agente isolado foi nomeado Chimpanzee
Coryza Agent (CCA) e posteriormente, também foi identificado nos pesquisadores que
mantiveram contato com os chimpanzés, mostrando que o virus podia infectar humanos
(WRIGHT & PIEDIMONTE, 2011).

No ano seguinte (1956), Chanock isolou o CCA de duas criangas, uma com
bronqueolite e outra com pneumonia. O virus foi replicado em cultura de células e percebeu-
se que estas formavam um conjunto fusionado citoplasmético multinucleado, caracterizando
desta forma um sincicio. Baseado nestes resultados, Chanock propds uma nova nomenclatura
para o virus, nomeando-o como Virus sincicial respiratorio (WRIGHT & PIEDIMONTE,
2011).
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Nos anos posteriores, Chanock e colaboradores continuaram seus estudos sobre a
doenca descrevendo a sua epidemiologia, tipos de manifestacdes clinicas e formas de
recorréncias da infecgdo. Durante este mesmo periodo foi testada uma vacina do virus
inativado. Porém, criangas que receberam a vacina desenvolveram a doenca na mesma
proporcao das que ndo tinham sido vacinadas. Além disso, 80% das criancas vacinadas foram
hospitalizadas com bronqueolite ou pneumonia severa, enquanto que apenas 5% das criangas
ndo vacinadas apresentaram este quadro. Este resultado demonstrou uma significativa
preocupacdo com o posterior desenvolvimento de novas vacinas e até os dias atuais, ainda ndo
existe vacina disponivel (WRIGHT & PIEDIMONTE, 2011).

Sabe-se hoje que o virus sincicial respiratério humano é o principal causador de
infeccBes respiratdrias agudas (IRAs), que sdo responsaveis por uma grande demanda de
servicos de salde publica. As IRAs representam um problema de salde prioritario a nivel
mundial, uma vez que age diretamente na morbidade e mortalidade infantil (AVEDANO,
2002). No Brasil, elas representam mais de 50% dos atendimentos em centros de saide e
cerca de um quinto das internaces hospitalares de criancas no Sistema Unico de Salde
(SUS), gerando altos custos (FACANHA & PINHEIRO, 2003). Os virus sdo 0s principais
agentes etioldgicos das IRAs em criangas e sdo responsaveis por 50% a 90% destas infeccdes
(MANOHA et al., 2008).

1.2 - hRSV: Epidemiologia, Patogénese e Profilaxia

Estudos realizados em 2010 pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) indicam que
0 hRSV ¢é responsavel em todo o mundo por mais de 60% das doencas do trato respiratorio
inferior em criancas, sendo 80% destas menores de um ano (WRIGHT & PIEDIMONTE,
2011). Aproximadamente de 0,5% a 2,0% destas criangas s&o hospitalizadas e dentre elas, de
50% a 90% tiveram bronquiolite e de 5% a 40% tiveram pneumonia (PAES et al., 2011).

Somente nos Estados Unidos, onde a taxa de infeccdo é baixa em relacdo a outros
locais do mundo, o custo médio de hospitalizagBes de criancas infectadas pelo hRSV chega a
394 milhdes de Doélares anualmente. Mais de meio milhdo de criangas com idade abaixo dos 5
anos séo tratadas na emergéncia de hospitais e mais de um milhdo e meio de criangas passam
pelos consultorios médicos com sintomas causados pelo virus. Assim, estima-se que o custo
econdmico anual com hospitalizagBes ocasionadas pelo virus chega a 500 milhdes de Ddlares,
ou aproximadamente 800 milhdes de Reais (WELLIVER, 2010).

Das criangcas que contraem o virus pela primeira vez, aproximadamente 40%

desenvolve algum tipo de doenga no trato respiratorio inferior e pelo menos 1% é
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hospitalizada por no minimo 3 dias. Destas, 11% necessitam de tratamento intensivo e 8% séo
entubadas e respiram por ventilagdo mecéanica (GREEN, 1989). Vérios fatores estdo
relacionados ao risco de uma infeccdo mais severa em criangas. Dentre eles, os mais
importantes s&o: 0 nascimento prematuro, criangas com doenga congénita do coracdo e
criangas imunocomprometidas, o que inclui as que tratam de cancer por quimioterapia,
criangas recém transplantadas e as infectadas com o virus HIV (WELLIVER, 2010).

A taxa de morbidade e mortalidade em criangas destes grupos sdo maiores devido a
complicagbes causadas pelo virus, com taxas de mortalidade de 1% a 4%. Em um estudo
conduzido entre 1999 e 2007 com pacientes da Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) de um
hospital do Reino Unido, 8,6% foram a o6bito devido ao virus, caracterizando, assim, a
infeccdo pelo hRSV como a maior causa de mortalidade infantil (PAES et al., 2011). Essa
taxa € ainda maior em paises em desenvolvimento, um estudo de 2005 mostrou uma
estimativa de 66.000 a 199.000 mortes de criangas menores de 5 anos (NAIR et al., 2010). Em
todo 0 mundo, a infecgdo pelo hRSV resulta em mais de um milhdo de mortes de criangas por
ano, o que representa um valor dez vezes maior que a taxa de mortalidade pelo virus influenza
(WRIGHT & PIEDIMONTE, 2011).

Fatores externos também se mostraram caracteristicas importantes para o risco de uma
infeccdo grave. O sexo da crianca € um deles em que, apesar da taxa de meninas e meninos
que sdo acometidos pelo virus ser igual, a taxa de hospitalizagdo de meninos é
aproximadamente duas vezes maior que de meninas, indicando que a doenga € mais grave
para garotos. Criancas com familias de baixa renda tendem a sofrer infec¢cbes mais severas,
normalmente porque frequentam creches e sdo infectadas nos primeiros anos de vida.
Criancas fumantes passivas e que estdo expostas a poluicdo do ar também representam um
grupo que sofre com infeccdes mais graves causadas pelo virus (BLACK, 2003).

Além de criangas, foi reconhecido que o virus possui uma significativa causa de
morbidade e mortalidade em adultos e idosos, com um impacto que se aproxima ao do virus
da gripe. A média anual de incidéncia do hRSV na populacéo adulta é de 5,5%, valor duas
vezes maior que o da influenza. O virus acomete de 3% a 7% de adultos saudaveis, enquanto
que em grupos de alto risco a incidéncia aumenta para 10% (FALSEY et al., 2005). O hRSV é
reconhecido como o maior causador de pneumonia e doengas pulmonares cronicas, apesar de
normalmente ser confundido com uma gripe comum, ja que ambos apresentam gravidade e
mortalidade parecidas (DOWEL et al., 1996).

Alguns estudos ja sugerem que o impacto clinico do hRSV em certas populagdes de

adultos pode se assemelhar a pandemia provocada pelo virus influenza. Os que aparecem
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como grupos de risco sdo adultos com doencas cardiopulmonares, idosos frageis, que vivem
em asilos ou sozinhos e pessoas severamente imunocomprometidas, como pacientes com
cancer, recém transplantados e pessoas infectadas pelo virus HIV. Entre as pessoas destes
grupos, o hRSV figura como o principal agente causador de pneumonia, com uma taxa de
10% a 20% por ano e representa 2% a 5% da taxa de mortalidade (FALSEY, 2000).

O periodo de infeccdo do virus apresenta uma incidéncia sazonal, sendo este o
principal fator que dificulta um estudo global destas infecgdes. Em locais de clima temperado,
como o hemisfério norte, surtos anuais ocorrem no inverno ou no inicio da primavera. Em
regides com o clima tropical ou subtropical, como no Brasil, foi identificado um padréo
bianual dos picos de epidemia do hRSV. Estas epidemias aparecem de forma regular, mas
com diferentes padrdes de sazonalidade. Areas tropicais acima da linha do equador parecem
estar associadas com a diminui¢do da temperatura e 0 aumento da umidade, enquanto que as
areas ao sul do equador tém uma sazonalidade associada com a diminuicdo da temperatura e
da umidade (STENSBALLE et al., 2003).

Apesar de ser este o padrdo identificado em paises tropicais, a sazonalidade sofre
influéncias da densidade demogréfica, do ambiente de estudo e do método de deteccdo do
virus (STENSBALLE et al., 2003). No caso do Brasil, devido a sua grande extensdo
territorial, seu clima apresenta uma enorme variedade, o que reflete diretamente nos periodos
de maior risco de infeccdo (CINTRA et al., 2001). Enquanto a regido norte é marcada pelas
chuvas, a variagdo da temperatura possui um papel importante nas regides sul e sudeste. Desta
forma Fortaleza, que possui um clima tipicamente tropical, apresentou epidemias do virus
distribuidas ao longo do ano, com prevaléncia nos meses de Abril, Maio e Junho (MOURA et
al., 2001).

Na cidade de Sdo Paulo os picos da epidemia foram observados no outono e no
inverno, com incidéncia maior no més de Maio. No entanto, verificou-se que a sazonalidade
do virus ndo esta diretamente associada ao periodo de chuvas, nem ao periodo de meses frios,
caracteristicos destas estaces. Na verdade os picos de infecgdo coincidiram com o aumento
dos niveis de poluicdo do ar observados na cidade de S&o Paulo, o que sugeriu uma maior
relacdo entre as condi¢Bes ambientais e as taxas de infecgdes ocasionadas pelo virus (VIEIRA
etal., 2001).

A disseminagdo do hRSV ocorre pelo contato com secre¢bes nasais de pessoas
infectadas ou superficies contaminadas. O virus permanece viavel em superficies duras, como
bancadas, por até 6 horas, em luvas de borracha por 90 minutos, e na pele por 20 minutos
(WRIGHT & PIEDIMONTE, 2011). A permanéncia do virus em qualquer superficie durante
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horas explica a elevada taxa de infecgbes por hRSV, principalmente em criangas que
frequentam creches, enfermarias pediatricas e bergarios (LOURENCAO et al., 2005). O
periodo de incubacdo do virus é por volta de 2 a 8 dias, porém, a infecgdo viral pode ter um
periodo de transmissdo de até 3 semanas. Em pacientes imunocomprometidos a eliminagéo do
virus € significativamente prolongada e pode continuar por varios meses (WRIGHT &
PIEDIMONTE, 2011).

O primeiro passo para a infeccéo é a entrada do virus na célula, seguida da replicacéo
do material genético no citoplasma, com liberagdo do virus por brotamento e consequente
fusdo com as células adjacentes. O virus penetra o corpo humano por meio das mucosas dos
olhos, boca ou nariz e em seguida atinge a mucosa respiratoria (DUDAS & KARRON, 1998).
A infeccdo ocorre tanto no trato respiratorio superior quanto no inferior. Os sintomas das
infeccBes do trato respiratorio superior sdo caracterizados por tosse, dificuldade respiratoria,
coriza, dispnéia e febre. InfeccBes que atingem o trato respiratorio inferior apresentam
geralmente quadro clinico mais grave, sendo a pneumonia e a bronquiolite doencas
comumente associadas (WU et al., 2007). A primeira infeccdo causada pelo virus
normalmente é mais grave e ocorre durante os dois primeiros anos de vida, contudo, a
resposta imune no hospedeiro ndo é eficiente, sendo normal a recidiva da infecgdo com os
sintomas atenuados (BROOKS et al., 2000).

No virus sdo reconhecidos subgrupos antigénicos que podem ser definidos pela sua
reagdo com anticorpos monoclonais. Cerca de 100% das criangas em idade pré-escolar ja
foram infectadas e muitas delas sofrem mais de uma infec¢do pelo hRSV ao longo da vida.
Com isso, podemos dizer que a infec¢do pelo hRSV induz a uma memdria imunoldgica fraca,
pois sua recidiva é freqliente. Apesar de possuirem anticorpos circulantes contra o virus,
idosos também se infectam especialmente se estdo imunodeprimidos (AVEDANO et al.,
2002).

Mesmo com mais de 50 anos do descobrimento do virus, as vdarias tentativas de
identificar uma terapia que melhore a situagdo clinica do paciente e as consequéncias da
infeccdo ainda sdo limitadas. Acredita-se que o desenvolvimento de uma vacina de combate
ao virus, tanto para criangcas como para adultos, seja a melhor forma de imunizacdo da
populagdo (WRIGHT & PIEDIMONTE, 2011). No entanto, todas as tentativas de
desenvolver uma vacina segura e efetiva para o uso humano estéo longe do sucesso. Vacinas
de formas inativas do virus ja foram testadas e falharam em proteger criancas contra a doenca.

Vacinas com o virus atenuado ainda sdo desenvolvidas, mas induzem a uma fraca resposta
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imune ou chegam a reverter o quadro de viruléncia em criangas pequenas (OLSZEWSKA &
OPENSHAW, 2009).

Atualmente, Palivizumab é um dos medicamentos utilizados para prevencdo da
doenca. No entanto, o produto possui controvérsias com relacdo ao seu custo e beneficio.
Palivizumab é um anticorpo monoclonal que atua contra a proteina de fusdo (F). O produto é
administrado de forma intravenosa e é desenvolvido para proporcionar imunidade passiva
contra 0 hRSV, prevenindo ou reduzindo a severidade de uma infeccdo pelo virus.
Palivizumab ndo tem nenhuma reacdo adversa séria e ndo ha evidéncias de que intensifica os
sintomas da doenca (WANG et al., 2008). Contudo, devido ao alto custo do remédio (cerca de
288 Dolares por quilo de massa corporal) € recomendada a administracdo apenas a pacientes
de alto risco, como recém transplantados ou criancas com doencas cardiacas e pulmonares
(HU & ROBINSON, 2010).

Uma das primeiras intervencfes medicamentosas contra o virus foi o uso da
Ribavirina. A Ribavirina é usada pra tratar casos de infeccdes graves, apesar das limitadas
evidéncias de beneficio. A droga atua reduzindo a sintese do RNA mensageiro e da
polimerase viral. A forma de administragdo é em aerosol para criancas com bronquiolite
severa e pacientes imunocomprometidos. O seu custo também é bastante alto e j& existem
relatos de mutantes virais resistentes a sua agéo, o que tem feito o seu uso cada vez menor
(WELLIVER, 2010). Sendo assim, existe uma clara e urgente necessidade do
desenvolvimento, tanto de vacina eficiente, quanto de novas drogas antivirais (OLSZEWSKA
& OPENSHAW, 2009).

Estudos recentes para a neutralizagdo do virus concentram-se nas interacdes de suas
proteinas de com substancias que impedem a infecgdo da célula hospedeira. Conhecer a forma
de interagdo destas proteinas com substancias de agdo inibidora é importante para sugerir um

mecanismo efetivo de interrupgéo do processo de infecgdo da célula pelo virus.

1.3 - Caracterizagdo do Virus Sincicial Respiratdrio Humano (hRSV)

O hRSV é um virus envelopado pertencente ao género Pneumovirus, da subfamilia
Pneumovirinae, da familia Paramyxoviridae, da ordem Mononegavirales, na qual também
estdo inclusos virus como o que causa o sarampo e o virus influenza (MORTON, 2003). O
virus possui um tamanho médio de 120 a 300 nm, simetria helicoidal (Figura 1), é sensivel ao
calor (56° C em 30 minutos), ao pH &cido (aproximadamente 3,0) e a solventes lipidicos
(SANTOS et al., 2002).

Figura 1 - Representagdo esquematica do Virus Sincicial Respiratorio (RSV).
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No esquema estéo representadas as proteinas de fusdo F, de ligacdo G e de matriz M; o
complexo ribonucleoprotéico e o envelope composto por bicamada lipidica. Fonte:
http://pathology5.pathology.jhmi.edu/micro/Image23.jpg

O genoma do hRSV (Figura 2) é formado por RNA de fita simples e polaridade
negativa, ndo segmentada, composta por aproximadamente 15.200 nucleotideos e 10 genes, 0s
quais codificam 11 proteinas. A ordem de transcricdo dos genes é: NS1 (139aa e 15kDa) e
NS2 (124aa e 14kDa), que correspondem as proteinas ndo estruturais; gene da nucleoproteina
N (391aa e 44kDa); da fosfoproteina P (241aa e 34kDa); da matriz glicosilada M (256aa e
28kDa); a pequena proteina hidrofobica SH (65aa 7,5kDa); o gene da glicoproteina de ligagéo
G (298aa e 32kDa); gene da proteina de fusdo F (574aa e 70kDa) e o gene da proteina
polimerase L (2.165aa e 200kDa). As proteinas G, F e SH constituem o envoltério do virion e

sdo responséveis pela indugdo dos anticorpos neutralizantes (KOSAKA et al,, 2004).

Figura 2 — Esquema da organizagdo gendomica do RNA do RSV.

Os genes NS1 e NS2 codificam proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2); N, P e L codificam
proteinas associadas ao nucleocapsideo viral; M, M2.1 e M2.2 codificam proteinas de matriz;
G, F e SH codificam proteinas transmembréanicas de superficie responsaveis pela ligacédo,
fusdo e adsorcdo viral & célula hospedeira, respectivamente. Fonte: Modificada a partir de
Www.micro.msb.le.ac.uk.

O virion apresenta um envelope lipidico que envolve o nucleocapsideo helicoidal associado
as proteinas N, P e L, necessarias para direcionar a replicacéo viral (FALSEY & WALSH, 2000).
A proteina N se liga fortemente ao RNA gendmico e antigendmico na formagdo do
nucleocapsideo. A proteina P atua como chaperonina para a forma solivel da proteina N,

enquanto que a proteina L é a polimerase viral, fazendo parte do complexo RNA polimerase
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(SILVA et al., 2009).Tem sido verificado que a proteina M2-1 (194aa e 22kDa) tem sua funcéo
associada a transcrigdo ou elongacédo e provavelmente est4 associada ao nucleocapsideo viral. A
proteina M2-2 (93aa e 12kDa) esta relacionada a regulacéo da sintese do RNA do virus (TENG &
COLLINS, 1998).

O envelope € derivado da membrana da célula hospedeira e contém projecbes que
correspondem as glicoproteinas transmembréanicas de ligacdo G e de fusdo F, que estdo
envolvidas no processo de ligacdo e adsorcdo viral. A proteina SH ndo parece ter um papel
importante na replicacdo ou patogénese do virus, uma vez que sua delecdo pouco diminui a
infectividade do virus in vitro e em chimpanzés. Sua fungéo ainda ndo foi bem especificada, mas
acredita-se que tenha um papel auxiliar no processo de fusdo do virus (KOSAKA et al., 2004),
pois quando expressa em bactérias, altera a permeabilidade da membrana do organismo
(COLLINS & GRAHAM, 2008).

A proteina M é pequena, ndo glicosilada, interna a parte viral, tendo como funcéo
promover a associacdo do nucleocapsideo com o envelope viral nascente (SILVA et al.,
2009). Pouco se conhece sobre a funcdo e a conformagéo das proteinas ndo-estruturais NS1 e
NS2, mas sabe-se que elas podem interagir com o citoesqueleto de células infectadas e que
atuam como antagonistas de interferons (IFN). O hRSV é um dos virus mais eficientes no
bloqueio da sintese de IFN do tipo | em individuos infectados. Estas proteinas inibem a
inducéo de IFN-alfa e beta, bloqueando a ativacdo do IFN por meio do fator regulatério 3
(EVANS et al., 1996, COLLINS & GRAHAM, 2008).

O processo infeccioso se inicia com a ligagéo do virus a célula através da proteina G.

O envelope viral se funde com a membrana plasmatica da célula hospedeira por meio da
proteina F, sendo este um passo necessario para a transferéncia da ribonucleoproteina viral
para o interior da célula. Ap6s a penetragdo, o nucleocapsideo do virus é lancado no
citoplasma celular, onde se inicia a transcricdo de seu material genético. O RNA viral é usado
como modelo para sintese do RNA mensageiro (NRNA). O RNA mensageiro, por sua vez, é
usado como modelo para traducdo das proteinas virais e transcricdo do RNA do virion.
(OGRA, 2004). Apos a sintese de suas proteinas e montagem dos virions, as particulas virais
sdo liberadas das células infectadas por brotamento, causando a ruptura e fusdo com as células
adjacentes (HACKING et al., 2002).

Os isolados do hRSV podem ser classificados em dois grupos, A e B, em que cada um
deles possui subgrupos distintos. A classificacdo é baseada nas diferencas antigénicas e
gendmicas encontradas nas proteinas virais, especialmente na proteina G. A proteina F, pelo

contrério, é altamente conservada, mostrando alta identidade entre os dois grupos do virus.
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Este fato & comprovado pela resposta semelhante do sistema imune & agéo da proteina F, tanto
do grupo A quanto do grupo B, enquanto que a resposta a proteina G é altamente especifica
a0 grupo ou mesmo aos seus subgrupos (FALSEY & WALSH, 2000).

Os grupos A e B do virus geralmente circulam simultaneamente, embora o virus do
grupo A seja mais predominante que o do grupo B. No Brasil, estudos mostraram que 0s
grupos virais do hRSV circularam simultaneamente em diferentes anos nas regies norte,
sudeste e sul do pais, apesar de nenhum tipo de padréo epidemiolgico ter sido estabelecido
(SIQUEIRA et al., 1991, MELLO & SILVA, 1992, STRALIOTTO et al., 1994).

Alguns estudos indicam diferencas no quadro clinico das criangas infectadas por cada
um dos grupos virais. Foi observado que a maioria das criangas hospitalizadas infectadas pelo
virus do tipo A apresentavam maior grau de severidade da doenca em relagdo aquelas
infectadas pelo do tipo B (SULLENDER, 2000). Os mecanismos pelos quais o virus do tipo
A causa infecgBes mais graves € desconhecida, porém acredita-se que seja pelas diferengas
funcionais das proteinas virais ou do seu genoma. Apés a observacdo das diferencas
relacionadas a replicagéo viral dos dois grupos, notou-se que a replicacéo do virus do tipo A é
muito maior que as do tipo B, tanto em células em cultura como em teste com animais. Estes
resultados indicaram a hipGtese de que o grau de patogenia de cada grupo viral esta

relacionado com o nivel de replicagdo (WALSH et al., 1997).

1.4 - Proteina F

A proteina de fusdo é uma das proteinas de membrana que apresentam importante
papel para replicacdo viral, aléem de possuir muitas caracteristicas semelhantes a proteinas
homologas de outros Paramyxovirus (MATHEWS et al., 2000). A principal fungdo desta
proteina € mediar o processo de adsor¢do e propagacdo viral, por intermédio da fusdo da
membrana da célula hospedeira com o envelope viral, sendo também responsavel pela
formacdo do sincicio, intervindo na fusdo da membrana das células infectadas com a
membrana das células adjacentes (GONZALEZ-REYES et al., 2001).

A proteina F é classificada como uma glicoproteina do tipo | por ser uma proteina de
envelope que contém coiled-coils, assim, como as demais proteinas de fusdo de outros virus
(DIMITROV, 2004). Ela compartilha de diversas caracteristicas estruturais de proteinas de
fusdo de outros Paramyxovirus, principalmente com relagdo a dominios hidrofébicos,
residuos de cisteinas e ativacdo proteolitica, que por sua vez resulta na exposi¢do do peptideo
hidrofébico de fuséo (ZIMMER et al., 2002).
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Alguns estudos evidenciaram que, diferentemente de todos os outros membros da
subfamilia Pneumovirinae, nem a proteina G ou a proteina SH sdo estritamente necessarias
para a infeccdo do hRSV. Este fato foi confirmado pelo estudo de isolados recombinantes do
hRSV em que os genes da proteina G e SH foram deletados. Nas células infectadas pelo virus
recombinante observaram que a formagao dos sincicios multinucleados ainda ocorria, porém,
ficou evidente que a proteina G reforca ainda mais o poder de fusdo da proteina F (KARRON
et al., 1997). Por essa razdo acredita-se que a proteina F possa combinar a funcéo de fuséo
com a de ligacdo viral & membrana da célula, sendo suficiente para mediar a infecgéo celular
pelo virus (SCHLENDER et al., 2003).

Outra caracteristica comum da proteina F do hRSV com a de outros virus membros da
sua familia, é a sintese da proteina como um precursor inativo, denominado FO que necessita
ser clivado para desempenhar sua fungéo. Este precursor é sintetizado com 574 aminoécidos e
peso molecular de 67 kDa. A clivagem é feita por proteases do tipo furina durante o transporte
para a superficie da célula, resultando em dois polipeptidios, F1 e F2, ligados por uma ponte
dissulfeto, sendo o polipeptidio F2 proveniente da extremidade N-terminal e o polipeptidio F1
proveniente da extremidade C-terminal. Como um dos resultados da clivagem, tem-se um
pequeno peptideo composto de 27 aminoacidos (pep27), localizado entre os dois sitios de
clivagem. Todos os trés possuem cadeias de oligossacarideos N-ligados (GONZALES-
REYES et al., 2001).

O processamento proteolitico ocorre em duas seqiiéncias consenso distintas: sitio 1,
com seqliéncia RAR/KR, apés o residuo 109 e o sitio Il, com sequéncia KKRKRR, localizado
apods o residuo 136. A clivagem em ambos o0s sitios é necessaria para aquisi¢do do potencial
de fusdo de membrana da proteina F, sendo que a clivagem completa de ambos os sitios,
resulta em modificagdes conformacionais na molécula (RUIZ-ARGUELLDO et al., 2002).

A modificacdo pos-traducional e conformacional expde o peptideo de fusdo
hidrofobico na extremidade N-terminal de um fragmento ancorado na membrana. A maioria
das proteinas de fusdo, incluindo a proteina F do hRSV, possui um motivo de clivagem do
tipo RX(K ou R)R, logo ap6s seu peptideo de fusdo. Esta é uma seqiiéncia reconhecida por
furina endoproteases do Complexo de Golgi (KLENK & GARTEN, 1994). Estas
modificacdes j& foram demonstradas por estudos em microscopia eletronica, comprovando
que a mudanca conformacional da proteina ocorre durante o ataque e subsequente processo de
fusdo, representando um passo importante para a finalizagdo do processo de infecgdo
(GONZALES-REYES et al., 2001).
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Existem trés seqliéncias hidrofébicas no polipeptidio F. A primeira é o peptideo sinal,
localizada na porgdo N-terminal da subunidade F2, que age no transporte para o reticulo
endoplasmético e é removida da glicoproteina madura pela agdo de proteases (RUIZ-
ARGUELLO et al., 2002). A segunda, composta de aproximadamente 20 residuos, esti
localizada na regido N-terminal da subunidade F1 e é denominado peptideo de fusdo, por ser
responsavel pela insercéo da proteina F na membrana da célula hospedeira, provocando sua
desestabilizacdo com a conseqiiente fusdo da membrana do virus com a membrana da célula
hospedeira (SCHIMITT et al., 2004). A terceira sequéncia hidrofobica ¢ uma regido
transmembranica, localizada proxima a regifo C-terminal da subunidade F1 (GONZALES-
REYES et al., 2001).

Adjacente ao peptideo de fusdo e a regido transmembranica estdo localizadas duas
seqliéncias “heptad-repeat” A e B (HRA e HRB). Os peptideos HRA e HRB estéo separados
por um dominio de aproximadamente 270 residuos, e formam um complexo trimérico em
solucdo (feixe de alfa-hélices ou 6 helix bundle) (ZHAO et al., 2000, NI et al., 2005). A
informag&o cristalogréfica destes complexos revelou um ndcleo central formado por trés alfa-
hélices na regido da HRA que interage com trés alfa-hélices da HRB, acomodados em uma
depressdo da HRA trimérica (GONZALES-REYES et al., 2001).

Ha evidéncias de que interacdes da proteina F com proteoglicanos heparan-sulfato
(HSPG) facilitam a ligacéo e a entrada do virus na célula hospedeira, 0 que mostra que 0s
glicosaminoglicanos (GAGS) de superficie da célula podem representar um tipo de receptor
para 0 hRSV (SCHIMITT et al., 2004). Apos a ligacdo com o receptor, a proteina sofre
mudancas conformacionais que direcionam o processo de entrada do virus na célula. Assim,
h& pelo menos trés estados conformacionais para a proteina F: um estado nativo antes da
fuséo, formado antes da clivagem; um estado intermediario em “pré-hairpin”, formado ap6s o
processo de clivagem proteolitica, e, o estado pds-fusdo, em que duas regides “heptad-repeat”

formam um conjunto de seis alfa-hélices (ZHU et al., 2003).

1.5 — Glicosaminoglicanos Sulfatados

Os glicosaminoglicanos (GAGSs) sdo polissacarideos longos formados por unidades
repetidas de dissacarideos, normalmente um acido hexurdnico e uma hexosamina. Com
excecdo da hialuronana, todas as GAGs séo sulfatadas e sintetizadas como modificacdes pds-
traducionais das proteinas, chamadas proteoglicanas. Esta familia de proteinas é grande e
heterogénea no que diz respeito a estrutura e funcdo. Muitas células, incluindo todas as

células dos vertebrados, sintetizam proteoglicanos. A maioria é secretada na matriz
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extracelular onde elas sdo os principais constituintes da cartilagem, do tecido conjuntivo
frouxo e das membranas basais (POLLARD & EARNSHAW, 2002).

A principal funcdo atribuida aos glicosaminoglicanos é relacionada & sua capacidade
de interagdo com outras moléculas. VVarias macromoléculas ligam-se aos glicosaminoglicanos,
sendo a maioria dos ligantes proteinas ou proteinas conjugadas. A heterogeneidade das GAGs
em termos de seu padrdo de sulfatacdo e da sua estrutura quimica, facilita a ligacdo de uma
variedade de proteinas. Essas ligagfes foram postuladas em varios contextos funcionais, como
na organizacdo estrutural da matriz extracelular e no controle da regulagéo do comportamento
e do metabolismo celular (RAMAN et al., 2005).

1.5.1 — Caracteristicas da Heparina Sulfatada

Os polissacarideos sulfatados e os polissacarideos modificados sollveis possuem uma
grande aplicagdo no campo biomédico e farmacéutico. Entre os polissacarideos modificados
com utilizagdes farmacéuticas, a heparina sulfatada tem sido uma das mais estudadas.

Estruturalmente, a heparina € um glicosaminoglicano de peso molecular variével,
composta de unidades de Acido Idurdnico e Glucosamina, que se alternam entre ligagdes
glicosidicas (Figura 3). Possui uma conformacéo linear, ndo ramificada, altamente sulfatada, e
seu peso medio € aproximadamente 15 kDa. Uma unidade dissacaridica de heparina apresenta
2,5 grupos sulfatados para 1 grupo carboxilico, sendo que estes dois grupos desempenham um
papel importante na ligagdo com ligantes carregados, como proteinas e ions bivalentes
(VOET, 1995).

Sob o ponto de vista quimico, a heparina € um mucopolissacarideo sulfatado com
grande quantidade de cargas elétricas, especialmente cargas negativas. E distinguida de outros
polissacarideos por ser extremamente cida, devido a presenca dos radicais sulfatados (SO7) e
do grupo carboxilico (COO"), que garantem também a carga liquida negativa da molécula
(CASU, 1989).

Figura 3 - Representagdo da unidade dissacaridica da Heparina

Fonte: CASU, 1989
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A heparina é soliivel em &gua e é metabolizada pelo figado, possuindo meia vida entre
90 minutos e 2 horas, pois pode ser afetada por alteracbes do fluxo sanguineo hepético,
metabolismo e hipotermia. Descoberta acidentalmente em 1916 pelo estudante de medicina
Jay Mclean, esse glicosaminoglicano é utilizado h& quase 70 anos por suas propriedades
anticoagulantes e antitromboéticas (BARROSO, 2002).

A molécula de heparina utilizada na area farmacéutica € extraida de tecidos altamente
vascularizados, como a mucosa intestinal de suinos ou de células pulmonares de bovinos.
Durante o isolamento, as cadeias glicosaminoglicanas se degradam levemente produzindo
uma mistura heterogénea de fragmentos com massa molecular de 3 a 30 kDa
(BARROWCLIFFE, 1989).

A interacdo da heparina com a antitrombina desempenha um papel importante nos
mecanismo de regulagdo da coagulagdo. Estudos da estrutura cristalografica do complexo
antitrombina-heparina indicam que algumas regides de contato dessa proteina com a heparina
apresentam um grande nimero de residuos basicos. Estes resultados indicam que a interacdo
eletrostatica entre grupos basicos da proteina e grupos acidos do polissacarideo desempenha
um papel fundamental no reconhecimento molecular entre elas. De fato, os aminoécidos
basicos formam pares i6nicos com as cargas negativas dos grupos sulfatados e carboxilicos
que estdo distribuidos de forma definida ao longo da cadeia das GAGs. Além disso, interacdes
ndo eletrostaticas como pontes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas contribuem para a
estabilidade da ligagédo (FOSSEY, 2003).

1.6 - Flavonoides

Um dos maiores grupos de polifendis que ocorrem naturalmente sdo os flavonoides,
responsaveis pelas cores de muitas frutas e flores. J& foram identificados cerca de 4000
compostos que sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica. Eles foram descobertos
juntamente com a vitamina C em 1928, por Albert Szent-Gyorgyi, que os havia chamado
inicialmente de vitamina P (BYLKA & MATLAWSKA, 2004).

Diversos estudos demonstraram que os flavonodides possuem uma gama de efeitos
bioldgicos, como atividades antibacterianas, antivirais, antiinflamatérias, antialérgicas e acoes
vasodilatadoras (COWAN, 1999). Além disso, ainda apresentam capacidade antioxidativa
(uma das atividades mais estudadas até hoje), acdo contra o desenvolvimento de tumores,
antiulcerogénica e antiplaquetéaria. Muitas das acBes bioldgicas dos flavonoides séo atribuidas
as suas propriedades antioxidantes, entretanto os mecanismos pelos quais estes compostos

exercem seu papel benéfico ainda ndo foram bem esclarecidos (LOPES et al., 2003).
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Os flavondides podem ocorrer como agliconas (flavondides sem acucar ligado),
glicosideos e derivados metilados. Estruturalmente os flavondides sdo compostos aromaticos
de baixo peso molecular, constituidos basicamente por 15 4&tomos de carbono que ocorrem em
unidades na forma C6-C3: dois anéis de 6 carbonos ligados a uma unidade de 3 carbonos que
pode ou ndo ser parte de um terceiro anel. Por conveniéncia, os anéis sdéo nomeados A, B e C
(Figura 4) (TAPAS, SAKARKAR & KAKDE, 2008).

Estes compostos podem sofrer diversas modificagdes estruturais como hidroxilagéo,
metilacdo, acilacdo e glicosilagdo, o que explica a sua grande diversidade. A maioria dos
flavondides ocorre naturalmente associados com agucares sob forma conjugada (TAPAS,
SAKARKAR & KAKDE, 2008). Nas plantas, os flavondides estdo presentes nas formas O-
glicosiladas ou C-glicosiladas. A estrutura O-glicosilada possui a ligacdo de acucar
substituindo um grupo —OH nas posig¢des 3 e 7, enquanto que o aglcar da forma C-glicosilada
normalmente é ligado aos carbonos 6 ou 8 (SANDHAR et al., 2011). Os flavondides sdo
derivados de benzo-gama-pirona de origem vegetal e por isso facilmente pode haver

interconversdes entre eles (KOES et al., 2004).

Figura 4 - Estrutura geral dos Flavondides.

Na figura, podemos ver os 15 carbonos além da formacéo ligada dos anéis aromaticos. Fonte:
(TAPAS, SAKARKAR & KAKDE, 2008).

Os tipos de flavonoides se diferem pela posicdo de grupos laterais ligados, por esta
razdo eles podem ser distribuidos em varias classes que sdo determinadas de acordo com suas
estruturas moleculares e seus substituintes. Algumas das principais classes sdo: flavonas,
flavanonas, flavanas, flavondis, isoflavonoides e biflavonas (NIJVELDT et al., 2001). Uma
variagdo no anel C fornece a divisdo em subclasses (SANDHAR et al., 2011).

A atividade antiviral dos flavondides tem sido reconhecida desde os anos 40, mas é
recente a intensificacdo de trabalhos sobre esta sua atividade. A agdo antiviral de diversos

flavondides foi evidenciada para pelo menos 11 tipos de virus. Devido a propagacéo do virus
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HIV em todo mundo, grande parte dos relatos sobre a atividade antiviral dos flavondides
focam a inibicdo deste virus. Muitos trabalhos j& constataram a atividade anti-HIV dos
flavondides, sendo pelo menos cerca de 28 compostos com acéo inibitoria sobre o virus
(TAPAS, SAKARKAR & KAKDE, 2008).

Os flavonoides possuem propriedades antivirais em condi¢des in vitro e in vivo.
Verificou-se que estes compostos reduzem a infectividade tanto de virus envelopados como
ndo envelopados, incluindo os de fita simples de RNA e os de fita dupla de DNA. Estudos
recentes indicam que os flavondides podem interferir na ligagéo do virus a membrana celular,
no processo de adsor¢do, na replicacdo e tradugdo das proteinas virais na célula do
hospedeiro, além de intervir no processo de formagdo das glicoproteinas do envelope viral.
Entretanto os mecanismos pelos quais os flavonodides agem para inibir a atividade viral, ainda
ndo foram completamente elucidados (ANDRES et al., 2009).

Em um estudo que analisou a a¢do dos flavondides quercetina, hesperetina e catequina
sobre diversos virus, concluiu-se que estes sdo efetivos contra: herpes simplex, poliovirus do
tipo 1, hRSV e parainfluenza do tipo 3. A hesperetina reduziu a replicagéo intracelular dos 4
virus, enquanto que a catequina inibiu o potencial de infeccdo dos virus hRSV e HSV-1,
porém, ndo a suas replicagOes intracelulares. Mais de um estudo concluiu que derivados da
classe de flavonas possuem acgdo inibidora sobre o hRSV. Acredita-se que pequenas
diferengcas em suas estruturas sdo fatores determinantes para suas atividades antivirais
(COWAN, 1999).

1.7 - Bioinformatica

Atualmente a bioinformatica é uma das ciéncias imprescindiveis para a manipulacdo
dos dados bioldgicos. Estes dados séo relativamente complexos quando comparados aos
provenientes de outras areas cientificas, dada a diversidade e o inter-relacionamento. Toda
informagdo gendmica so é possivel de ser organizada, analisada e interpretada com o apoio da
informética. Por essa razdo, a bioinformatica pode ser definida como a modalidade que
abrange todos os aspectos de aquisi¢do, processamento, armazenamento, distribuigdo, anélise
e interpretacdo da informag&o biol6gica (SANTOS & ORTEGA, 2003).

O termo bioinformética referia-se inicialmente a anélise de seqiiéncias de proteinas e
do DNA (TRIFONOQV, 2000), mas nos ultimos anos o termo foi generalizado de forma a
incluir todos os aspectos da biologia molecular, desde a analise sequencial de amino4cidos até
analise de estrutura de proteinas, predicdo e modelagem de processos celulares, passando por
analise de textos e armazenamento de dados (CORNE & MARTIN, 2001). Assim, a
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bioinforméatica pode ser vista como uma fusdo entre a biologia molecular e ciéncia da
computacéo, destinada a organizar e interpretar informac@es biolégicas em larga escala.

O papel primordial da pesquisa por ferramentas de bioinformética é o
desenvolvimento de drogas de efeitos medicinais. No entanto, para que se possa chegar a este
objetivo final, uma série de passos intermediarios sdo necessarios. Estes passos evolvem a
organizacdo dos dados de forma a permitir 0 acesso de outros pesquisadores as informacdes
existentes, viabilizar a apresentacdo de novos dados, desenvolver ferramentas e recursos que
tornem possivel a andlise dessas informacBes e interpretar os resultados das analises
computacionais de forma a torna-los significativos no campo da biologia (LUSCOMBE et al.,
2001).

As vérias subéreas de estudo em bioinformética requerem as mais variadas técnicas
computacionais. Uma vez que a seqiiéncia do DNA de um organismo é conhecida, as
proteinas codificadas por essa sequéncia podem ser previstas, sendo um dos principais
objetivos de uma anélise computacional de seqiiéncias primarias, a previsdo estrutural e
funcional dessa proteina. Outro aspecto importante para se estudar, € se possivel, determinar
como uma dessas proteinas pode interagir com outras proteinas ou até mesmo, farmacos e
outros ligantes (SANTOS & ORTEGA, 2003).

A bioinformética apresenta-se assim, como uma ferramenta capaz de direcionar 0s
estudos em biologia molecular, de forma a mapear e indicar uma direcdo para um melhor

estudo gendmico experimental.
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2 — Objetivos

Através de diferentes ferramentas em bioinformatica, este trabalho teve por objetivos:

a) Buscar possiveis sitios sequenciais de interacdo e caracteristicas importantes que
indiquem interacGes da proteina F com compostos inibidores da atividade viral;

b) Obter um modelo tridimensional valido da proteina F do hRSV e busca de motivos
estruturais de interagdo com outras substancias;

c) Estudar através da técnica de docking molecular o modelo de interacdo da proteina
F do hRSV com a Heparina Sulfatada e com Flavondides, dadas as evidéncias experimentais
destas interagOes e suas propriedades antivirais;

d) Sugerir um provavel inibidor contra a acéo viral, para futuros ensaios experimentais

em laboratoério.
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3 - Metodologia

3.1 - Construcao do Banco de Dados de Sequiéncias Primérias da Proteina F

Foram selecionadas 43 sequéncias da proteina de Fusdo do hRSV da base de dados
internacional GenBank, que é mantida pelo National Center of Biotechnology Information
(NCBI). Genbank é um banco de dados global que contém publicamente sequéncias de
nucleotideos e de aminodcidos de mais de 300.000 organismos, obtidas pela submissdo
individual de laboratérios e projetos de sequenciamento em larga escala (BENSON et al.,
1996). Esta caracteristica fornece ao trabalho uma variabilidade entre as seqiiéncias
escolhidas, facilitando a anélise de possiveis diferengas entre seqiiéncias de varias regides do
mundo. O GenBank é acessado por meio da homepage do NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov).
Todas as sequéncias foram salvas em formato fasta e catalogadas por meio de seus nimeros
de acesso do NCBI.

3.2 — Analises das sequéncias

Com o auxilio do programa BIOEDIT (HALL, 1999), realizou-se o alinhamento
global de todas as sequéncias selecionadas com o programa ClustalW (LARKIN et al., 2007),
para posterior analise de grau de identidade e de possiveis mutagdes entre as sequéncias
selecionadas da proteina de fusdo. O programa BIOEDIT é um editor de seqliéncias
bioldgicas e destina-se a fornecer fungdes bésicas para edi¢do de sequéncias de proteinas e
nucleotideos, bem como alinhamento destas sequéncias e analise. O programa é apenas para
plataforma Windows XP ou versdes anteriores e pode ser obtido pelo endereco
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html.

Apos o alinhamento e anélise do grau de identidade entre as sequéncias da proteina, as
seqliéncias foram submetidas a programas de predicdo de estrutura secundaria e de
caracteristicas da proteina como: sitios de glicosilacdo, sitios de fosforilagdo, sitios de
sulfatacdo, ponto isoelétrico, predi¢do da sequéncia do peptideo sinal, topologia da proteina,
(indicando regides transmembrénicas) e sequéncias de localizagdo celular. Os programas
utilizados foram os webservers PREDICTPROTEIN (ROST, YACHDAV & LIU, 2004),
PSIPRED (MCGUFFIN, BRYSON & JONES, 2000) e PDBSum (LASKOWSKI et al.,
1997).

PREDICTPROTEIN é um servico on line para anélises de seqliéncias primérias por
meio da predicdo de aspectos estruturais e funcionais da proteina. O servidor pode ser

acessado através do endereco www.predictprotein.org. O usuério submete a seqiiéncia de
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aminoacidos ou um alinhamento e o programa resulta em multiplos alinhamentos, faz busca
de motivos de interagdo proteina-proteina ou até mesmo, interacdo proteina-DNA; procura
por regides de baixa complexidade, regides sem estrutura regular, regides de acessibilidade do
solvente, regides globulares, regiGes em coiled-coil e pontes dissulfeto. Além disso, ele prevé
a probabilidade de existir sitios de modificacdo pos-traducionais, como sitios de glicosilacéo,
fosforilacdo e sulfatacdo (ROST, YACHDAYV & LIU, 2004).

PSIPRED ¢ um servidor de predigdo da estrutura secundaria de uma proteina baseado
em métodos de redes neurais. O servidor € mantido pelo UCL Bioinformatics Group e pode
ser acessado através do endereco http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/. Além da estrutura
secundéria, outras informagdes podem ser retiradas do programa, como a topologia da
proteina e provaveis regides transmembranicas (BUCHAN et al., 2010). O programa
PDBSum fornece um resumo de informacbes sobre o modelo estrutural da proteina. As
caracteristicas que o programa analisa incluem diagrama da topologia, interagdo proteina-
proteina e dominios estruturais. O programa é mantido por uma parceria entre diversos
centros de pesquisas do mundo, mas € hospedado no servidor do European Bioinformatic
Institute (EBI) e é acessado pelo endereco http://www.ebi.ac.uk/pdbsum (LASKOWSKI et
al., 2009).

3.3 — Modelagem da Proteina de Fuséo

A determinacdo da estrutura tercidria de uma proteina é um dos maiores desafios para
biologia estrutural computacional da atualidade (WU, SKOLNICK & ZHANG, 2007). Ao
mesmo tempo, conhecer a estrutura tridimensional de uma proteina é essencial para a
compreensdo da sua fungdo (ZHANG, 2008). Uma vez que poucas informagdes estruturais
experimentais da proteina de fusdo séo encontradas, utilizamos a técnica de modelagem de
proteinas para um melhor estudo das caracteristicas da proteina F.

Foram considerados os trés métodos de modelagem disponiveis:

I) Modelagem Comparativa (por homologia);

I1) Modelagem por Threading;

I11) Modelagem Ab Initio;

Tanto para o método | quanto para o método Il, foi preciso procurar por moldes
(template) da proteina F, que seriam usados como informacéo experimental para a construcéo
do modelo. A busca foi feita pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), acessivel pelo
endereco http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, que € mantido pelo servidor do NCBI. Com a
selecdo dos moldes, os programas MODELLER (http://salilab.org/modeller/) e 1-TASSER
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(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) foram utilizados para a modelagem da
proteina F pelos métodos | e 11, respectivamente.

A modelagem por homologia baseia-se nos padrdes gerais a nivel molecular, em que a
homologia entre seqiiéncias de aminoécidos implica em semelhanca estrutural e funcional. As
proteinas homdlogas apresentam normalmente regifes internas conservadas, principalmente
constituidas de elementos de estruturas secundarias como alfa-hélices e folhas-beta. Porém,
um dos impedimentos dessa técnica sdo as diferengas estruturais que ocorrem nas regides
externas das proteinas homologas, principalmente as que sdo constituidas de alcas que se
ligam a elementos da estrutura secundaria (SANTOS-FILHO & ALENCASTRO, 2003).

O método de threading é baseado no principio de que o numero dos diferentes
enovelamentos das proteinas € bem mais limitado que o nimero de seqiiéncias existentes. O
niamero de enovelamentos tem sido estimado pelo agrupamento em familia das estruturas
depositadas no Protein Data Bank (PDB). O método de threading, desta forma, tem por
objetivo encaixar a seqiiéncia alvo de uma proteina a uma biblioteca de estruturas com
enovelamentos conhecidos. O método ainda permite integrar limitages na proteina alvo,
como pontes dissulfeto ou restricdes de distancia (TOOMULA, KUMAR & KUMAR A,
2011).

Para o método Ill foi utilizado o programa ROSETTA (RHOL et al., 2004),
desenvolvido por um grupo da Universidade de Washington. Neste método, submete-se a
sequéncia de aminoécidos ao programa para os célculos posteriores. Assim, 0 programa
calcula uma estrutura, implementando um modelo de enovelamento em fragmentos pequenos
de proteinas, que se alternam entre diferentes conformacdes locais, copiados de segmentos de
proteinas conhecidas, ndo necessariamente homologas. A probabilidade de assumir uma
conformacéo particular é baseada na similaridade da sequéncia local e da estrutura secundéria
predita da sequéncia alvo (GADJA, PAWLOWSKI & BUJNICKI, 2011). O algoritmo do
programa trabalha com funcbes de energia potencial para calcular interagdes com e entre
macromoléculas, bem como otimizagdo do método pela determinacdo da estrutura de mais

baixa energia para uma sequéncia de aminoacidos (KAUFMANN et al., 2010).

3.4 — Otimizacéo e Validagdo dos modelos

Os modelos gerados pelos trés métodos foram inicialmente avaliados para a escolha do
melhor modelo. Os métodos de validacdo incluem andlise pelos programas PROCHECK
(LASKOWSKI, 1993) e PROQServer (WALLNER & ELOFSSON, 2003). O programa

PROCHECK faz uma avaliacdo estereoquimica do modelo, ou seja, analisa comprimentos de



33

ligacOes, angulos diedrais e distancia entre tomos ndo ligados. O programa gera um grafico
de Ramachandran que indica residuos que estdo em posi¢es energeticamente favoréveis e
desfavoraveis, utilizando como pardmetro proteinas que ja tiveram sua estrutura resolvida
experimentalmente (LASKOWSKI, 1993). O programa PROQServer utiliza redes neurais
para avaliar a qualidade dos modelos de proteinas, através de caracteristicas como contato
entre residuos, contatos entre atomos e superficie de acessibilidade do solvente. A qualidade
do modelo é determinada usando pardmetros de medidas baseados nos métodos LGscore
(CRISTOBAL et al., 2001) e MaxSub (SIEW et al., 2000). Estes sdo métodos especificos
para avaliacdo da qualidade da estrutura de uma proteina, uma vez que métodos mais simples,
como o desvio médio quadratico (RMSD), calculado sobre todos os 4tomos, mostram-se
pobres como fatores de avaliagdo. O RMSD de regides preditas erroneamente resulta em
valores téo altos que dificulta afirmar se o modelo possui regides que foram preditas de forma
correta. Assim, é necessaria uma forma de identificar regides preditas corretamente e dar a
elas uma pontuacdo que represente quanto elas se aproximam de regides experimentais
similares. Sendo assim, os métodos LGScore e MaxSub tem se mostrados bons métodos para
cobrir essa lacuna (SIEW et al., 2000).

A otimizacdo do melhor modelo foi feita pelos programas WinCoot (LOHKAMP et
al., 2005) e Chiron (RAMACHANDRAN et al., 2011). WinCoot é um software gréafico
molecular diferente de programas que apenas fazem a exibicéo gréafica das coordenadas de um
arquivo PDB, como o Pymol por exemplo. O WinCoot permite a constru¢cdo de modelos
macromoleculares e tem a funcdo de finalizacdo e validacfo. Realizando célculos especificos
para a proteina de trabalho, é possivel avaliar a simetria das coordenadas dos dtomos do
modelo, o que possibilita a corregdo de imperfeigdes encontradas. A manipulacdo do modelo
é permitida em um espaco prdprio para o refinamento, em que o programa permite a rotagéo
ou translagdo das posicdes das coordenadas, ajustes de corpos rigidos, criacdo do efeito de
solvatagdo, mutacdes, construcdo do grafico de Ramachandran para validacdo, anélise da
simetria cristalografica do modelo, entre outras fun¢es (EMSLEY & COWTAN, 2004).

O programa Chiron é um servidor on line que faz a minimizagdo de choques estéricos
entre 0s 4tomos da estrutura modelada. Os choques estéricos sdo um dos principais problemas
em modelos de baixa resolucdo e de modelos gerados por técnicas de modelagem. Eles
acontecem devido & sobreposicdo ndo natural de dois &tomos ndo ligados na estrutura da
proteina. O programa Chiron apresenta um protocolo que de forma eficiente resolve varios
destes choques com o minimo de perturbacdo no esqueleto da proteina. Inicialmente o

protocolo define choques estéricos como qualquer sobreposicéo atdmica que resulte em uma
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energia de repulsdo de Van der Waals maior que 0.5kT ( em que k € a constante de Boltzmann
e T a temperatura), com excecdo para dtomos ligados, pontes dissulfeto e &tomos do esqueleto
da proteina. Utilizando o método de Dindmica Molecular Discreta, usando campo de forga
CHARMM, o protocolo faz as alteragcBes necessérias para, quando possivel, diminuir os
choques estéricos. A vantagem deste método estd na eficiéncia e no pouco tempo
computacional para obtencdo dos resultados (RAMACHANDRAN et al., 2011).

Apos a otimizacdo do modelo, este novamente passou pelos métodos de validagéo dos
programas PROCHECK e PROQ-Server para andlise da melhoria e encerramento dos

procedimentos de otimizag&o.

3.5 - Busca por sitios de interacéo

3.5.1 - Sitio de interacdo da Proteina de Fuséo e a Heparina Sulfatada

Um dos primeiros estudos voltados para a determinacdo de sitios de ligagdo entre
proteinas e a Heparina foi realizado por Cardin e Weintraub em 1989. Por meio da
comparacdo de sitios de ligacdo conhecidos da Heparina com vérias proteinas, eles
perceberam que estes dominios possuiam sequéncias similares e motivos definidos,
determinando entdo dois tipos de seqliéncias consenso, [-X-B-B-B-X-X-B-X-] e [-X-B-B-X-
B-X-], em que B é um residuo bésico e X um residuo hidropatico. Esta regido também foi
encontrada em outras proteinas estudadas que apresentavam conhecidamente ligagdo com a
Heparina.

Sitios de ligagdo com a Heparina comumente sdo observados na superficie externa das
proteinas e correspondem a grupos com alta densidade de carga positiva. Estudos
desenvolvidos por Capila e Linhardt (2002) mostraram os residuos mais comuns nos
dominios de ligacdo das proteinas com a Heparina. Peptideos ricos em Arginina e Lisina, mas
ndo Histidina, apresentam maior afinidade de ligagdo. A forca relativa de ligacdo da Arginina
é cerca de 2,5 vezes maior que a Lisina. Este fato € resultado da forte interacdo entre o grupo
guanidina da Arginina e o grupo sulfato da Heparina.

Estudos identificaram glicosaminoglicanos (GAGs) na superficie celular, em
particular a Heparina Sulfatada, como um dos fatores de maior importancia para infec¢éo do
hRSV em células de cultura. Estudo experimental realizado por Rubio e colaboradoes (2010)
também verificou que a Heparina em concentracdes acima de 3uM, inibe a infec¢éo viral.
Mesmo na auséncia das outras proteinas que mediam a interacdo (as proteinas G e SH), o

virus possui a capacidade de se ligar a célula e promover a infec¢do do hospedeiro, sugerindo
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que a proteina F também realiza uma ligacdo com a Heparina Sulfatada presente na
membrana celular (MATHEWS et al., 2000).

Os glicosaminoglicanos séo encontrados na superficie de tipos celulares de mamiferos,
em tecidos e na matriz extracelular. Varios virus, incluindo o hSRV, tém utilizado os
glicosaminoglicanos, em especial a Heparina, para a ligacdo celular e entrada do virus a
célula. O papel da Heparina durante a ligacdo com o virus foi demonstrado por diferentes
experimentos, tais como a remocédo prévia da Heparina Sulfatada das células por tratamento
enzimético, ou pré-incubacdo de particulas do hRSV com Heparina Sulfatda soltvel
(MELERO et al., 2004). Estes experimentos mostraram uma significativa diminuigdo da
infectividade do virus, porém, ainda ndo foi esclarecido qual o papel da Heparina em casos
clinicos isolados, assunto que requer maior atengdo e estudos.

Desta forma, a busca por possiveis sitios de ligagdo a glicosaminoglicanos baseou-se
na identificacdo de motivos quanto as propriedades fisico-quimicas das seqiiéncias alinhadas
pelo programa BIOEDIT. Devido ao importante papel desempenhado pelas interagdes
eletrostaticas, procuraram-se motivos de amino4cidos bésicos, principalmente aqueles que
apresentavam Arginina e Lisina, j& que estes residuos estdo presentes na maioria dos sitios de

ligacdo conhecidos entre proteinas e Heparina, como descrito anteriormente.

3.5.2 - Sitio de interacéo da Proteina de Fuséo e os Flavondides

Diferentemente da Heparina, Flavondides ndo possuem relatado na literatura algum
tipo de padréo de interacdo com proteinas. Desta forma, para determinarmos possiveis sitios
de interacdo na proteina de Fusdo com os Flavonoides, foi utilizado programas de predigdo da
interacdo de proteinas com pequenas moléculas, como sdo os Flavonodides usados neste
estudo. A predicdo é feita sobre a estrutura tridimensional da proteina, desta forma, 0 modelo
otimizado e validado da proteina F foi submetido & avaliacdo dos programas de predigéo.

Foram utilizados 3 programas para comparacdo dos resultados: fpocket (LE
GUILLOUX et al., 2009), CASTp (BINKOWSKI, NAGHIBZADEH & LIANG, 2003) e Q-
SiteFinder (LAURIE & JACKSON, 2005). Programas de predicdo de sitios de interagdo entre
proteinas e pequenas moléculas baseiam-se na ideia de Emil Fischer (1894), em que a ligacdo
em um substrato de uma enzima € como inserir uma chave em uma fechadura. A
complementariedade da forma entre o ligante e a proteina é um importante fator na ligacéo, ja
que pequenas moléculas normalmente ligam-se a sitios concavos na superficie das proteinas.
No entanto, a interacdo proteina-ligante ndo se baseia somente na complementariedade da

forma, mas também na complementariedade devido as propriedades fisico-quimica. O
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balanco entre as interacbes de Van der Waals, eletrostéticas, ligacbes de hidrogénio,
interacbes hidrofdbicas, e interacbes com o solvente devem resultar em uma ligagdo
energeticamente favoravel (HENRICH et al., 2009).

Os resultados obtidos pelos programas foram comparados e analisados quanto a sua

importancia no que diz respeito a funcéo e atividade da proteina.

3.6 — Docking Molecular

A predicéo da ligacdo de pequenas moléculas com proteinas é uma prética importante,
uma vez que por meio dela, é possivel realizar uma busca em uma biblioteca de moléculas
com potencial terapéutico que possam ser usadas futuramente em pesquisa e desenvolvimento
de novas drogas (TROTT & OLSON, 2009).

Novos ligantes a cada dia sdo descobertos utilizando o método computacional.
Recentemente, estruturas conhecidas de ligantes complexados com seus receptores, tém sido
corretamente preditas pelas técnicas computacionais quando é simulada a interacdo entre as
duas estruturas independentes. Do ponto de vista quimico, a busca computacional ja
identificou pelo menos 50 novos ligantes de estruturas conhecidas, ou mesmo em alguns
casos, de estruturas modeladas computacionalmente. Sendo assim, 0s compostos de uma
biblioteca utilizados nestes estudos ficam disponiveis para constatagbes experimentais
(SHOICHET, 2004).

3.6.1 — Docking Molecular da Proteina de Fuséo e a Heparina Sulfatada

O docking molecular € um procedimento computacional que tenta prever ligacdes ndo
covalentes de uma macromolécula (receptor) e uma pequena molécula (ligante) de forma
eficiente, a partir do estado ndo ligado das estruturas. Estas estruturas podem ser obtidas por
simulagcdes de dindmica molecular ou técnicas de modelagem, dentre outros métodos que
fornecem estruturas tridimensionais. O objetivo é prever a provavel conformacdo e a
afinidade da ligagédo (TROTT & OLSON, 2009).

O modelo da estrutura tercidria da proteina de fusdo foi utilizado para este
procedimento. Inicialmente, preparou-se 0 arquivo por meio do programa
AUTODOCKTOOLS (MORRIS et al., 2009). Foram retiradas possiveis moléculas de &gua,
adicionaram-se 4tomos de hidrogénio ndo polares e calcularam-se as cargas da proteina. O
arquivo final foi convertido do formato PDB para o formato PDBQT. O
AUTODOCKTOOLS ¢é uma interface grafica que facilita a formatagdo dos arquivos das

moléculas de entrada, com um conjunto de métodos que guiam o usuério na realizagdo dos
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procedimentos de protonagdo, célculo de cargas e rotacdo de ligagdes no ligante e na proteina
(MORRIS et al., 2009).

Uma vez que a estrutura experimental da Heparina Sulfatada ja foi resolvida, utilizou-
se a estrutura disponivel no banco de dados PDB (Protein Data Bank, acessivel pelo endereco

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) de cddigo 1HPN. A estrutura também foi preparada

pelo programa AUTODOCKTOOLS. Foram calculadas as cargas do composto e
estabelecidas as flexibilidades de suas ligagdes, definindo a forma como eles iriam se
comportar durante a simulagdo. Uma vez que a Heparina € um composto extremamente
flexivel, todas as torsbes foram permitidas. O docking foi realizado pelo programa
AUTODOCKVINA, que apresenta um tempo computacional menor e um nivel de preciséo

mais alto em seus resultados.

3.6.2 — Modelagem tridimensional dos Flavonoides

Os compostos utilizados neste estudo foram cedidos pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas,
docente do Instituto de Quimica da UNESP, campus de Araraquara. Estes flavondides fazem
parte de um estudo que avaliou a composi¢do da flora do estado de S&o Paulo e avaliou
pequenas moléculas com potencial farmacoldgico. A maioria destes compostos ndo possui sua
estrutura tridimensional experimental e apenas alguns dos flavonoides agliconas (sem
glicosilagdo) possuem estruturas resolvidas. Neste caso, uma vez que sdo pequenas moléculas,
suas estruturas tridimensionais foram modeladas a partir de informacdes da sua estrutura
1D/2D.

Vérios estudos ja foram desenvolvidos para analisar e comparar estruturas modeladas,
com estruturas de pequenas moléculas ja determinadas experimentalmente (MITEVA,
GUYON & TUFFERY, 2010). As estruturas tridimensionais de pequenas moléculas podem
ser preditas com bastante precisdo por métodos de mecénica quéntica ou aproximagdes de
mecéanica molecular, porém estas sdo técnicas que demandam muito tempo computacional.
Por outro lado, aproximagdes baseadas em regras simples ou que utilizam molde de estruturas
jé resolvidas, sdo técnicas que apresentam bons resultados em menos tempo e que podem ser
usadas em grande escala (ANDRONICO et al., 2011). Desta forma, escolhemos o programa
FROG?2 para modelar as estruturas tridimensionais dos flavondides.

O programa FROG2 é capaz de gerar uma estrutura Unica ou um conjunto de
conformac0es tridimensionais de baixa a média energia, a partir da informagdo 1D/2D ou 3D
da estrutura do ligante. O dados 1D/2D podem estar no formato SMILES (Simplified

Molecular Input Line Entry System), 1D cansmiles (Canonical SMILES) ou em formato SDF
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2D (Structure Data File). As estruturas geradas por este programa sdo totalmente ou
parcialmente ndo ambiguas do ponto de vista estereoquimico, incluindo sitios quirais. As
estruturas calculadas passam por um processo de otimizacdo devido a dois estigios do
algoritmo de Monte Carlo que estdo incorporados ao programa. O primeiro passo evita
conformagOes redundantes pela exploracdo da flexibilidade limitada dos &ngulos diedrais,
enquanto que o segundo passo considera pequenas rotagdes nas estruturas. Uma minimizagéo
de energia é aplicada as conformac6es usando campo de forca AMMP, implementado pelo
programa AMMOS (MITEVA, GUYON & TUFFERY, 2010).

Foram modelados 34 compostos, em que a partir de seus nomes, foi desenhada a sua
formula estrutural. Posteriormente estas estruturas foram convertidas em formato SMILES,
para servirem como dados de entrada para o programa FROG2. A validagdo dos modelos foi
feita calculando o RMSD entre as poucas estruturas experimentais existentes, com aquelas

modeladas pelo programa.

3.6.3 — Virtual Screening: Docking Cego e Docking Dirigido

O répido avango de informagBes na &rea gendmica resultou em um aumento de
potenciais alvos terapéuticos, bem como a demanda por métodos que possam identificar
rapidamente possiveis candidatos para interacdo com estes alvos. Virtual screening é uma
técnica computacional utilizada na pesquisa de novas drogas. Sua aplicagdo se da
principalmente quando existe uma biblioteca de compostos quimicos e se quer avaliar quais
deles interagem melhor com o receptor. Tradicionalmente, ferramentas computacionais séo
mais bem utilizadas para analisar moléculas individuais ou uma biblioteca de compostos, com
0 objetivo de eliminar estruturas ndo desejadas (SCHNEIDER & BOHM, 2002). Uma vez
que possuimos 34 flavondides, esta técnica foi aplicada.

No entanto, como ndo existe um sitio de interagdo importante conhecido entre a
proteina de fusdo do hRSV e algum flavondide, aplicou-se duas técnicas de docking. Em um
primeiro momento, foi realizado o docking cego (blind docking), em que o espaco de
interacdo entre 0s compostos e a proteina corresponde a superficie total da proteina.
Posteriormente, foi realizado o docking dirigido, em que a area de interacdo é delimitada a
uma regido com importancia funcional para a proteina e assim seja avaliada a possibilidade de
interagdo entre 0S compostos e esta regiéo.

Da mesma forma que com o docking com a Heparina, os arquivos de todos o0s
flavondides foram preparados no programa AUTODOCKTOOLS. Todos os compostos foram

protonados, tiveram suas cargas calculadas e flexibilidade definida. Os arquivos foram
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convertidos do formato PDB para o formato PDBQT. Em todos os procedimentos, o docking
foi realizado pelo programa AUTODOCKVINA.
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4 - Resultados e Discussdes
4.1 — Andlises da Estrutura Priméria da Proteina de Fuséo

4.1.1 — Alinhamento das sequéncias e busca por motivos sequienciais de interacdo
com Heparina Sulfatada

Todas as 43 sequéncias selecionadas do GenBank foram submetidas ao alinhamento
do programa ClustalW para analise do grau de identidade entre elas, uma vez que as
sequéncias sdo advindas de diversas fontes. Como podemos observar na figura 5, todas as
sequéncias mantém um alto grau de identidade. As poucas muta¢Ges que ocorrem sdo trocas
de residuos com caracteristicas similares, o que ndo afeta diretamente a funcdo da proteina.
Além disso, uma analise da identidade entre as seqiiéncias pelo programa BLAST, resultou
em 99% de identidade.

Figura 5 - Alinhamento das sequéncias selecionadas do GenBank.
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Em branco sdo mostrados residuos que sofrem mutagdes entre as seqiiéncias. As regides
coloridas indicam residuos conservados. A figura possui em sua maioria regiées coloridas, o
que indica a conservagdo entre as seqliéncias da proteina F do hRSV. Fonte: CRAVO, H. L.
P., 2012.

Uma das maiores caracteristica, ndo s6 da proteina F do hRSV, mas também de
proteinas de fusdo de outros virus, é seu grau de conservacdo. Aqui constatamos essa
caracteristica entre as sequéncias que foram obtidas de diversas fontes, independente da
regido em que foi coletada e do tipo do virus. A conservagdo também ocorre entre 0s dois
subtipos do virus, o que contrasta com a divergéncia encontrada entre as seqliéncias da

proteina de ligacdo (G) do virus. Assim, o alto grau de conservacdo da proteina F



41

provavelmente é devido a restricbes estruturais ou funcionais com relagdo a substituicdo de
aminoacidos (JOHNSON & COLLINS, 1988). Estas propriedades tornam a proteina de fuséo
um dos maiores alvos para o desenvolvimento de drogas antivirais (WELLIVER, 2010).

O grau de identidade entre as sequéncias é devido a alguns fatores que apontam para a
conservacdo do mecanismo de fusdo entre as proteinas F de virus da familia
Paramyxoviridae. Foi descrito por Dutch (2010) que proteinas de fusdo dos virus dessa
familia possuem seus residuos de cisteina, glicina e prolina em posi¢des conservadas
sugerindo uma estrutura tridimensional similar. As proteinas de fusdo dos virus da familia
Paramyxoviridae também possuem peptideos de fusdo e regiGes heptad repeat conservadas.
As regides heptad repeat tém se mostrado regides importantes no bloqueio da atividade da
proteina de fusdo de varios virus (DUTCH, 2010).

A busca por sitios de interagdes dos tipos [-X-B-B-B-X-X-B-X-] e [-X-B-B-X-B-X-],
entre a proteina de Fusdo e a Heparina Sulfatada mostrou a presenga deste motivo na regido
130 a 137 da proteina, formada pelos residuos [S-K-K-R-K-R-R-F]. Como pode ser
observado na figura 6, este motivo estéa presente em todas as seqiiéncias alinhadas, mostrando-
se altamente conservado, sugerindo que esta € uma regido de grande importancia no processo
de infecgéo viral. Este resultado concorda com o encontrado por Cardin e Weintraub (1989)
que descreveram motivos seqlienciais de proteinas que comprovadamente interagiam com a

Heparina Sulfatada.
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Figura 6 — Potencial regido de interacdo da proteina F com a Heparina .
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A regido 130 a 137 estd destacada mostrando o possivel sitio de ligacdo com a Heparina
Sulfatada conservado em todas as seqtiéncias selecionadas. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

A regido 130 a 137 é formada principalmente por residuos de Arginina (R) e Lisina
(K), 0 que é esperado para motivos consenso deste tipo. Estes residuos sdo caracterizados por
serem residuos basicos, com carga liquida positiva em pH fisioldgico. Desta forma, uma
grande quantidade destes residuos concentrados em uma regido cria centros de alta densidade
de carga positiva, que por sua vez, interagem eletrostaticamente com 0s grupos acidos da
Heparina, que possuem carga negativa. Estas caracteristicas e indicios experimentais reforcam
a idéia de este ser um peptideo de interacdo com a Heparina (CARDIN & WEINTRAUB,
1989).

A Heparina € um polimero linear carregado que se comporta como um polieletrélito
de carga negativa. Esta caracteristica faz com que exista uma forte energia de repulséo agindo
sobre sua estrutura molecular, como consequéncia da presenca dos diversos grupos
carregados negativamente. Essa energia favorece a ligacdo da Heparina a aminoacidos
basicos, uma vez que a alta densidade de carga positiva estabiliza os efeitos de repulsdo na
molécula. Sendo assim, a ligacdo da Heparina com a regido 130 a 137 da proteina F é

favorecida, ja que a interacdo da concentracdo das cargas positivas desta regido da proteina
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com 0s grupos negativos da Heparina ird minimizar os efeitos de repulsédo sofridos pela
molécula.

Outros estudos ja evidenciaram experimentalmente este motivo como sendo potencial
regido inibidora da agdo viral, como os estudos de Crim e colaboradores (2006). Eles
sugeriram potenciais sitios de ligacdo entre a proteina F e a Heparina, observando regifes que
abrangem o motivo consenso [S-K-K-R-K-R-R-F], como o verificado através da analise de
bioinformética realizada neste estudo. Curiosamente eles notaram que o peptideo contendo a
regido 130 a 137, quando inibido na presenca de Heparina, também impedia o virus de se
ligar & membrana celular. Uma vez que a ligacéo do virus com a célula hospedeira é feita pela
proteina G do hRSV, ndo se espera que esta agdo do virus seja blogueada por regides da
proteina F. Entretanto, sugerimos que existe uma agdo interrelacionada entre as proteinas de
membrana F e G, que podem atuar concomitantemente neste processo da infectividade viral.

A regido 130 a 137, que compreende o possivel sitio de ligagdo, esta localizada entre
0s 27 residuos de aminoacidos em que ocorre a clivagem da unidade precursora FO (Figura 7).
A proteina F € clivada por proteases celulares na rede trans-Golgi e da origem ao
heterodimero F2-F1, que sdo duas subunidades protéicas ligadas por pontes dissulfeto. A
clivagem libera o chamado peptideo de fuséo, localizado logo apds o sitio 1l de clivagem da
proteina F (GONZALEZ-REYES et al., 2001), sendo que este sitio é justamente o motivo
encontrado como possivel regido de ligacdo com a Heparina Sulfatada. Estas evidéncias

sugerem uma explicacdo para acéo inibidora da Heparina sobre o virus.

Figura 7 - Esquema do genoma da proteina F do virus hRSV.
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As setas indicam o ponto de clivagem da proteina FO e em destaque, temos a possivel regido
de interacdo da proteina com a Heparina Sulfatada. (modificada de GONZALES-REYS et al.,
2001).

Estudos in vitro mostram que, quando a clivagem dos mondmeros estd completa, a
proteina F sofre uma mudanca conformacional que expde o peptideo de fusdo (MARTIN et

al., 2006). Acredita-se que este peptideo inicie o processo de fuséo pela interagdo direta com a
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bicamada lipidica da membrana da célula hospedeira, sendo a clivagem da unidade precursora
FO essencial para ativar a capacidade de fusdo da proteina F (GONZALES-REYS et al.,
2001). A possivel interagdo da Heparina com o sitio 1l de clivagem da unidade FO impediria o
reconhecimento deste sitio pela protease do tipo furina, impedindo a clivagem da unidade FO,
evitando a infeccdo celular pelo virus. Esta é uma possivel explicacdo para a diminuicdo do
namero de células infectadas quando séo tratadas com Heparina.

Este passo da infeccéo viral é tdo importante que estudos jé verificaram que a proteina
F, além da sua funcionalidade fusdo, também é responsavel por facilitar a ligacdo do virus a
membrana celular (FELDMAN, AUDET & BEELER, 2000). Estudos realizados com
mutantes do virus hRSV com a proteina F como sua Unica proteina de superficie, mostraram
que a ligacdo do virus com a célula ocorre atraves das moléculas de Heparina Sulfatada da
superficie celular e que esta interacdo possui um papel crucial na infectividade do virus.
Embora a natureza exata destas intera¢des ainda ndo tenha sido totalmente esclarecida, é
possivel que a proteina F reforce o potencial de ligacdo do virus, aumentando assim a
probabilidade de interacBes subsequientes necessarias para a infeccdo (FELDMAN et al.,
2000).

4.1.2 - Predicdo da Estrutura Secundéria, modificacbes pos-traducionais e
caracteristicas da proteina de Fuséo

A predigdo da estrutura secundaria da proteina foi realizada pelos programas
PREDICTPROTEIN e PSIPRED. Os resultados de ambos os programas concordam entre si,
indicando prevaléncia de alfa hélices, seguida de regides em coil e menor prevaléncia de
folhas beta. A porcentagem informada pelo programa PREDICTPROTEIN pode ser vista na
tabela 1.

Tabela 1: Quadro de proporcionalidade das Estruturas Secundérias da Proteina F, de acordo
com a analise do programa PREDICTPROTEIN.

Tipo de Estrutura a-Hélice Folha-B Coil
Porcentagem na Proteina 39,55% 28,22% 32,23%

Com o objetivo de entender melhor quais os tipos de modificagdes que a proteina de
fusdo pode ter, foram analisados pelo programa PREDICTPROTEIN possiveis sitios de
glicosilagdo e fosforilacdo. A N-glicosilacdo é uma das modificagBes pos-traducionais mais

comuns, mas também uma das mais complexas, pois est4d envolvida no processo de
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enovelamento, secrecdo de proteinas, trafego intracelular e comunicacédo celular. A evidéncia
da importancia da N-glicosilacdo na regulagdo da estrutura e funcdo de glicoproteinas é
incontestavel (SKROPETA, 2009).

A analise realizada por este programa resultou nos sitios de N-glicosilagdo: 27, 70,
116, 120, 126 e 500, em que os acucares se ligam a um residuo de Asparagina. As posicoes
encontradas foram indicadas em todas as seqiiéncias do nosso banco de dados. De acordo com
o alinhamento realizado, estes sitios sdo conservados em todas as seqliéncias selecionadas e
concordam com evidéncias experimentais. Os cinco primeiros sitios fazem parte da
subunidade F2, enquanto que o Ultimo sitio fica localizado adjacente a regido
transmembrénica da proteina. Deste conjunto de seis sitios, apenas trés deles sdo efetivamente
glicosilados: 27, 70 e 500 (SKROPETA, 2009). Os sitios 120, 126 e 116 sdo sitios que ndo
sdo encontrados em outras proteinas de fusdo de outros virus da ordem Mononegavirales. Eles
sdo localizados adjacente ao peptideo de fusdo (Pep27), provavelmente para auxiliar a
clivagem da proteina, formando um peptideo maduro (ZIMMER, TROTZ & HERRIER,
2001). Poucos estudos relataram qual o papel da N-glicosilacdo para a proteina F do hRSV.
Um estudo feito por McDonald e colaboradores (2006) mostrou que o sitio 500 tem um papel
importante na mediacdo da atividade de fusdo da proteina F, e a glicosilagéo dos sitios 27 e 70
pode ter um pequeno papel na habilidade de ligacdo da subunidade F2 (MCDONALD et al.,
2006).

Nenhuma das N-ligagBes sdo necessérias para a clivagem da proteina F ocorrer.
Quando se faz uma interconversdo da Asparagina dos sitios 27, 70 e 500 em Glicinas,
eliminando a adi¢do do acucar, em qualquer combinacéo, a sintese da proteina ndo é afetada
de nenhuma forma. Entretanto, a atividade de fusdo da proteina é influenciada de diferentes
maneiras. Quando o agUlcar do sitio 70 é eliminado, ocorre 0 aumento da atividade de fusdo
em mais de 40%. Contudo, 0 mesmo ndo ocorre se apenas 0 sitio 27 é eliminado, apesar da
remocao dos dois sitios aumentar a atividade de fusdo em 50%. Quando o sitio de glicosilac&o
500 € inibido, poucos sincicios sdo formados, bem como a atividade de fusdo também ¢é
afetada. Esta atividade é reduzida a aproximadamente 10% com a remogao do sitio 500 ou
removendo os pares de sitios 500 e 27, e 500 e 70. A eliminacdo dos trés sitios abole
definitivamente a atividade de fusdo (ZIMMER, TROTZ & HERRIER, 2001).

A razdo pela qual o sitio 500 é importante se deve a sua localizagdo na regido heptad
repeat B, indicando que esta regido precisa da maturagéo do glicano para a formagdo correta
do feixe de heélices. Acredita-se que 0s outros sitios também possam ser necessarios para

protecdo da proteina contra o reconhecimento de anticorpos, manter sua conformacdo correta
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ou ainda, permitir a mudanca conformacional pdés processamento proteolitico. Funcdes
similares a estas foram propostas para trés sitios de glicosilacdo conservados do virus
influenza (OHUCHI et al., 1997).

O programa PREDICTPROTEIN ainda forneceu dados de sitios de fosforilacdo que

estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2: Sitios de fosforilacdo da Proteina F separados pelo tipo de enzima que executa o
processo, segundo a anélise do programa PREDICTPROTEIN.

Quinase C Caseina Quinase I Tirosina Quinase Il

130

174

189 215

337 219

357 253 191

362 335

397 398

425

443

A conservacdo destes sitios, além de demonstrar sua relevancia para acdo da proteina,
ainda reforca a idéia da importancia da modificacdo conformacional sofrida pela proteina F
apods o processo de clivagem. Uma vez que este € um mecanismo fundamental para o processo
de adsorcéo viral, a sua perpetuacéo é fundamental para a capacidade de reproducéo do virus.

As proteinas quinases sdo importantes para transducdo do sinal. A existéncia destes
sitios na proteina F sugere uma funcéo de transducéo de sinais que apresenta importante papel
na infectividade e replicagdo do virus respiratorio. Além disso, sitios de fosforilacdo indicam
possiveis pontos de modificacdes conformacionais pelas quais a proteina sofre ao ser
fosforilada. A grande quantidade destes sitios indicada pelo programa pode direcionar novos
estudos que visem compreender o real papel das modificagcbes conformacionais da proteina F
no processo de infecgéo viral.

A topologia da proteina de fusdo foi obtida pelo programa PSIPRED. A figura 8
mostra regides do dominio extracelular, a regido do citoplasma e a regido transmembrénica. A
predicdo indica os aminoacidos de 527 a 550 como a regido ancorada na membrana lipidica
do virus. Como em outros virus da familia Paramyxoviridae, a regido transmembrénica é
localizada na extremidade C-terminal da proteina e é adjacente ao peptideo de fusdo.
Acredita-se que a presenca de duas seqliéncias apolares proximas uma da outra permite que a

proteina de fusdo interaja simultaneamente com a membrana viral e a membrana celular, se
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aproveitando da caracteristica hidrofobica destas regifes, para promover uma rapida e
eficiente fusdo das duas membranas (WHITE, 1990).

Figura 8 - Topologia da proteina F.

A previsdo é realizada por dois métodos, representados pelas duas fitas da figura. A regido
rosa indica o peptideo sinal (aminoécidos 1-18), as regides em laranja representam o
ectodominio, as regifes brancas representam o dominio intracelular e as regides
transmembranicas sdo representadas em preto. A topologia é mostrada pelo diagrama de
Kyte-Doolittle, que mostra regides hidrofdbicas (acima da linha pontilhada) e hidrofilicas
(abaixo da linha pontilhada). Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

4.2 — Andlise, otimizagao e validagdo do modelo tridimensional da proteina F

O modelo que melhor atendeu as expectativas para ser utilizado neste estudo foi o
construido pelo método de threading, gerado pelo programa I-TASSER. O modelo produzido
por modelagem comparativa, por meio do programa MODELLER, foi construido de forma
incompleta, ndo apresentando estruturas modeladas das regides N-terminal e C-terminal. Uma
vez que este estudo procura por sitios de interagdo da proteina de fusdo com possiveis
compostos inibidores, entendemos que nenhuma regido pode ser excluida. Para uma melhor
analise dos resultados, é necessario que o modelo esteja completo e contenha todas as
estruturas da forma mais similar possivel a situacdo in vivo. Dessa forma, o modelo foi
descartado.

O modelo construido pelo programa ROSETTA ndo condizia com as caracteristicas de
uma proteina de fusdo, estando em total desacordo com o que j& foi descrito na literatura
sobre a estrutura destas proteinas. O programa e o método Ab Initio ainda apresentam
limitagbes para os célculos de estruturas tridimensionais de proteinas com muitos
aminodcidos (proteinas com mais de 200 aminodcidos) (ZHANG, 2009). Uma vez que a
proteina F possui 574 amino&cidos, era esperado que os modelos gerados por esta técnica
apresentassem inconsisténcias. Pelos modelos néo satisfazerem as caracteristicas da proteina,
este método também foi descartado. Os modelos descartados podem ser vistos nos apéndices
AeB.
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Quando modelos por homologia ndo podem ser construidos, a modelagem por
threading é a técnica que fornece modelos mais confiaveis. Este tipo de método tem
produzido predicdes excepcionalmente boas e sdo muito utilizadas atualmente para predicéo
da estrutura de uma proteina. Em particular, seu baixo custo computacional torna este método
muito vantajoso, quando se quer estudar o genoma inteiro de um organismo (GADJA,
PAWLOWSKI & BUJNICKI, 2011).

Como pode ser visto na figura 9, o modelo escolhido apresenta caracteristicas
estruturais como os ja descritos na literatura para proteinas de fusdo dos Paramyxovirus. O
mondmero é dividido em partes chamadas cabeca, pescogo e caule. A cabeca e 0 pescogo sdo
regides compostas tanto por sequéncias da subunidade F1, quanto da subunidade F2. O caule
é composto de estruturas coiled-coil e inclui a regido C terminal. A proteina forma um trimero
que visto por cima, tem forma triangular (MORRISON, 2003). O trimero foi formado com o

programa WinCoot, utilizando como monémero o modelo da proteina otimizado.

Figura 9 - Modelo da proteina F

(A) Representacdo do mondmero da proteina colorido de acordo com suas estruturas
secundarias. (B) Representacdo do trimero formado pelo modelo visto em (A), gerado pelo
programa Wincoot. (C) Mondmero da proteina F com destaque para a regido N-terminal
(rosa), C-terminal (preto) e regido 130 a 137 (azul) Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

O modelo também est4d de acordo com a predicdo da estrutura secundaria dos

programas PREDICTPROTEIN e PSIPRED. Podemos observar uma predominancia de alfa
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hélices e coils, com pouca presenca de folhas beta. O programa PDBSum quantificou as
estruturas secundarias do modelo, como pode ser observado na tabela 3. Os resultados dos
programas e do modelo concordam com os resultados pela técnica de Dicroismo Circular da
proteina F feito por Arcuri e colaboradores (2007), em que a ocorréncia de alfa hélice e de

estruturas randémicas (coils) é superior as de folha beta.

Tabela 3: Quadro de proporcionalidade das Estruturas Secundérias da Proteina F, de acordo
com a analise do programa PDBSum.

Tipo de Estrutura a-Hélice Folha-p Cail
Porcentagem na Proteina 39,9% 19,9% 40,2%

A otimizacdo do modelo foi realizada inicialmente pelo programa WinCoot. O
programa possui um pacote de validacdo em que os erros do modelo sdo indicados e podem
ser corrigidos por novos célculos feitos pelo programa ou mesmo pelo usuério. A partir da
analise do grafico de Ramanchandran, o posicionamento dos atomos dos aminoacidos, bem
como os valores dos angulos psi e phi da cadeia polipeptidica principal, foram recalculados
adequando o modelo aos valores permitidos, uma vez que devido aos impedimentos estéricos,
a cadeia polipeptidica principal assume, preferencialmente, valores energeticamente
favoraveis. Nenhuma alteracdo perceptivel no esqueleto da proteina ou na estrutura modelada
pelo programa I-TASSER foi verificada, mostrando que a estrutura apenas teve seus erros
reparados.

A segunda parte da otimizacdo envolveu a minimizagdo dos choques estéricos no
modelo da proteina por meio do programa Chiron. A estrutura inicial possuia uma energia
inicial de choques igual a 247,218 Kcal/mol e ap0s a aplicagdo do protocolo de minimizacéo a
energia passou para 38,553 Kcal/mol. Para classificar a minimizagdo como aceitavel, os
autores definiram um score como sendo a energia total de choques da proteina dividida pelo
namero de contatos. Assim, este score descreve 0s choques estéricos presentes na estrutura da
proteina, mas é independente do seu tamanho. A energia total de choques da proteina é
definida como a soma da energia de repulséo de Van der Waals de todos os choques estéricos
na estrutura da proteina (RAMACHANDRAN et al., 2011).

A partir da andlise da distribuicdo do score de choques de um conjunto de proteinas
resolvidas experimentalmente com alta resolugdo, o score aceitavel para uma proteina é de
0,02 Kcal/mol/contato. O modelo da proteina F em sua estrutura final teve um score de

choque de 0,00439252 Kcal/mol/contato, indicando que a estrutura foi otimizada pelo
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programa. O nimero de choques iniciais era de 269 choques e este nimero caiu para 77
choques néo resolvidos pelo método.

A validagdo da estrutura feita pelo grafico de Ramachandran pode ser vista na figura
10. De acordo com o grafico, a estrutura possui 97,4% de aminoacidos em regides permitidas,
1,5% de amino&cidos em regiGes generosamente permitidas e 1,9% de aminoacidos na regido
ndo permitida. Estruturas validas para o grafico de Ramachandran possuem acima de 90% de
aminodcidos na regido permitida e a menor porcentagem possivel nas regibes ndo permitidas.
Uma vez que a proteina de fusdo é uma proteina com muitos aminoécidos (574 residuos), a
porcentagem de 1,9% na regido ndo permitida é aceitavel, uma vez que representa uma
pequena porcdo da proteina. Para modelos de baixa resolucdo, como os gerados por técnicas
de modelagem, espera-se que a maioria dos residuos estejam em regides favoraveis e até 1%
na regido ndo favoravel (EMSLEY et al., 2010).

Figura 10 - Gréfico de Ramachandran para o modelo final da proteina F.

A anélise foi gerada pelo programa PROCHECK. A soma do nimero de amino4cidos em
regides permitidas e generosamente permitidas é de 98,9%. Apenas 1,9% dos residuos estao
em regiBes desfavoraveis, o que caracteriza um bom numero para uma proteina de muitos
aminoacidos como a proteina F. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.
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O programa ProQ-server resultou em um LGScore de 1,629 e o score MaxSub de
0,226. Um valor LGScore acima de 1,5 classifica o0 modelo como bom e um score MaxSub
acima de 0,1 classifica 0 modelo como bom. O programa fez a anélise por uma combinagéo
de caracteristicas estruturais da proteina como: contatos atomo-atomo, residuo-residuo, area
superficial exposta e concordancia com a estrutura secundéria predita, que foi usada como
dado de entrada para a rede neural treinada, prever a qualidade do modelo (WALLNER &
ELOFSSON, 2007).

4.3 — Andlise das Estruturas Tridimensionais dos Flavonéides

Foram geradas 34 estruturas dos Flavonodides cedidos pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas
do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara. Todos os compostos foram desenhados em
formato SMILE (1D) e convertidos para as estruturas tridimensionais (3D) pelo programa
FROG2. Este é um método utilizado desde o inicio da década de 90 para auxilio na
determinacdo de novos farmacos e na técnica de Virtual Screening. A modelagem inicial
procura identificar certas caracteristicas como anéis, ordens de ligacdo e centros
estereoquimicos na molécula para gerar uma conformagdo de baixa energia (LEACH &
GILLET, 2007). As agliconas, estruturas basicas sem glicosilacdo, séo os Unicos flavonoides
com estruturas resolvidas experimentalmente. Os que possuem estrutura disponivel sdo:
Quercetina, Miricetina, Kaempferol e Apigenina. Estas estruturas foram usadas para validar
as outras estruturas modeladas.

Para a validacdo, o0s compostos que j& possuem estruturas resolvidas
experimentalmente também foram modelados e sobrepostos as estruturas experimentais para

o célculo do desvio médio quadratico (RMSD).

Tabela 4: Valores do RMSD da estrutura experimental de alguns flavondides e a estrutura
modelada pelo programa FROG2

Composto RMSD (A)
Quercetina 0,4276
Miricetina 0,6601
Kaempferol 0,4283
Apigenina 0,5458

Como podemos observar pela tabela 4, os valores do RMSD s&o pequenos e proximos
de zero, 0 que garante diferengas pequenas entre as coordenadas das estruturas experimentais
e dos modelos. Bons modelos apresentam valores de RMSD menores que 2 A. Além disso,

podemos observar na figura 11 as estruturas modeladas sobrepostas as estruturas resolvidas
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experimentalmente. Podemos notar que as diferengas entre as estruturas Sdo pequenas,

garantindo que os modelos estejam de acordo com os valores esperados para estas estruturas.

Figura 11 - Comparagdo das estruturas modeladas dos flavondides com as estruturas
experimentais.

Em todas as imagens, branco representa as estruturas experimentais e as estruturas modeladas
sdo representadas em verde, azul, verde e rosa, respectivamente. (A) Miricetina, (B)
Kaempferol, (C) Apigenina, (D) Quercetina. Pequenas diferengas séo observadas entre a
estrutura experimental e estrutura modelada, o que garante a confiabilidade dos outros
modelos. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

4.4 - Docking Molecular do Modelo da Proteina F com a Heparina

Dada as evidéncias experimentais da interagdo do hRSV com a Heparina, o docking
molecular entre 0 modelo da proteina F e a estrutura resolvida da Heparina foi proposto para
avaliar a interacdo. Uma vez que elementos estruturais podem influenciar na ligagéo entre
dois compostos, apenas o estudo de possiveis seqliéncias de aminoacidos favoraveis a ligacéo
com a Heparina néo é suficiente para determinar se a ligagao € possivel.

O docking realizado pelo programa AUTODOCKVINA resultou em uma energia de
-14,1 Kcal/mol, que representa um valor satisfatorio para uma interacdo da Heparina com
proteinas. Um estudo realizado por Gandhi e Mancera (2009) relatou que a média da energia
de interacdo de proteinas com glicosaminoglicanos era de aproximadamente -13kcal/mol. A
interagdo ocorreu no sitio 130 a 137, como indicado previamente por nosso estudo da busca
de possiveis motivos de interacdo sequencial entre a proteina e a Heparina (Figura 12). Este
resultado vem reforgar a hipoGtese da explicacdo pela qual a infectividade do virus diminui na
presenca da Heparina, como evidenciado por Rubio e colaboradores (2010). Uma vez que o

sitio de clivagem Il fica impedido para a acdo das enzimas do tipo furina, a clivagem
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necessaria para obtencdo da atividade de fusdo ndo acontece, deixando a proteina inativa.

Desta forma, o virus ndo consegue ser adsorvido pela célula do hospedeiro.

Figura 12 - Modelo de interagdo entre a Heparina e a proteina de fuso.

(A) Viséo geral do modelo de interacdo da proteina F com Heparina. Podemos observar o
trimero (mondmeros em roxo, verde e azul) interagindo com Heparina (esferas em vermelho,
branco, laranja e amarelo) na regido de 131-137 em azul. (B) Imagem ampliada da regido de
interacdo. Ha ligagdes de hidrogénio entre o composto e proteina. Um deles é formado entre
Heparina e 0 aminodcido Lys 131 e trés ligagGes de hidrogénio foram estabelecidas com Arg
136. Esses dois residuos pertencem a regido do sitio de clivagem Il da proteina, necessaria
para aquisi¢do da atividade de fuséo. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

As propriedades medicinais da Heparina sdo estudadas hi muito tempo, com
evidéncias de suas propriedades antivirais que datam desde a década de 60. Suas propriedades
inibitorias ja foram verificadas para o HIV, virus da dengue, Hepatite C e a maioria dos virus
envelopados. Em geral, principalmente para o virus Parainfluenza, virus envelopados séo
susceptiveis a agéo inibidora de glicosaminoglicanos sulfatados, como € o caso da Heparina,
uma vez que ela impede a ligagdo destes virus com os glicosaminoglicanos presentes na

superficie celular, evitando assim o inicio da adsor¢do viral (BABA et al., 1988).
4.5 - Docking Molecular entre a Proteina F e Flavonoides
4.5.1 - Determinacdo de Sitios de Interacéo na Proteina de Fuséo

O modelo da proteina de fuséo foi submetido a trés programas de predicéao de sitios de

ligacdo: QSiteFinder, fpocket e CASTp. A predi¢do foi feita para uma andlise prévia de
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possiveis regides de interacdo da proteina que possam inibir a sua atividade. Os programas
indicaram varios sitios de interacéo, sendo que os de maior importancia sdo os primeiros da
listagem dada nos resultados. A regido indicada com a melhor probabilidade de interagéo € a
dos residuos 190 a 225. A segunda melhor regido de interacéo € a dos residuos 130 a 137,
como j& previamente identificado por nosso estudo pelo alinhamento das sequéncias da
proteina F. Para os outros sitios indicados pelo programa, como em regides de fosforilacéo e
glicosilagdo, ndo foi evidenciada relevancia na interrupcéo da atividade da proteina, como a o
sitio de clivagem Il ou mesmo da regido da formacdo dos feixes de hélice da proteina. Na

figura 13 podemos observar uma imagem das predigdes feitas pelos programas.

Figura 13 - Predigdo de sitios de interacdo da proteina F.

(A) Predicéo feita pelo programa CASTp. (B) Predicdo feita pelo programa fPocket. (C)
Predicdo feita pelo programa QSite-Finder. Em todas as figuras notamos que sitios
semelhantes foram encontrados como provaveis regifes de interacdo. Os trés programas
indicaram a regido 130 a 137 como uma regido favoravel a interagdo com ligantes. Fonte:
CRAVO, H. L. P., 2012.

4.5.2 - Interacdo entre o Modelo da Proteina de Fusdo e Flavonoides: Docking
Cego

No docking realizado entre o modelo inteiro da proteina de fusdo e os flavonoides
modelados, sem direcionar 0 composto para uma regido especifica, todas as estruturas
interagiram com a proteina, sendo que a maioria se ligou no mesmo sitio de interacdo, que

corresponde a regido dos residuos 190 a 225, como previamente indicado pelos programas de
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predicdo de sitios de interagdo. Esta regido ndo possui nenhuma importancia significativa
descrita na literatura relacionada a funcdo da proteina. No entanto, de acordo com o0s
resultados descritos acima, preditos pelo programa PREDICTPROTEIN, esta é uma regido de
fosforilagdo por enzimas do tipo Caseina Quinase I, 0 que sugere que as interaces de
compostos nessa regido podem atrapalhar as mudancas conformacionais que a proteina sofre

ao ser clivada para obtencéo da sua atividade de fusdo.

Grafico 14 - Histograma da quantidade de flavondides por energia de interacéo.

As barras representam a quantidade de flavonoides que interagiram com a proteina de fusdo
em uma determinada faixa de energia. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

A distribuicdo das faixas de energia de interacdo entre os flavondides e a proteina de
fusdo pode ser observada no histograma do grafico 14. Estudos experimentais, que ja
avaliaram a interacdo de flavonodides com outras proteinas, constatam que estes valores se
enquadram na faixa de energia de uma interacdo favoravel de flavondides com proteinas. Um
estudo da interacdo da Quercetina com a proteina Lisozima determinou uma energia de
interacéo de -6,0 a -7,0 Kcal/mol (WANG et al., 2011). Em outro estudo, em que a interagéo
da Quercetina foi avaliada com a proteina Lipoxigenase3, a energia de interacdo resultante foi
de -6,9 Kcal/mol (FIORUCCI et al., 2008). Desta forma, as energias indicadas neste estudo,
sugerem uma provavel interacéo entre os flavondides e a proteina F do hRSV, que pode ser
melhor investigada a partir de ensaios experimentais.

O composto com melhor energia de interagdo foi Kaempferol-3-O-a-L-
Arabinopiranosil-(2—1)-a-L-Apiofuranosideo-7-O-a-L-Ramnopiranosideo, com uma energia

de interacdo de -8,8 Kcal/mol. O Kaempferol sem suas glicosilagdes foi estudado como
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inibidor da Tripsina e obteve uma energia de interagdo de -6,26 Kcal/mol (CHECA et al.,
1997). Para a enzima Acetilcolisterase, enzima envolvida na doenca de Alzheimer, a interagéo
com o Kaempferol foi de -8,82 Kcal/mol (PARAMESWARI et al., 2011). A interagéo do

Kaempferol com a proteina F é mostrada na figura 15.

Figura 15 - Modelo da interagdo do flavondide com menor energia de interacdo e a proteina
de fuséo.

(A) Visdo geral da interagdo e da posigdo do flavondide interagindo com o modelo. Pode ser
visto o trimero com seus mondmeros em roxo, verde e azul. O Kaempferol-3-O-a-L-
Arabinopiranosil-(2 — 1)-a-L-Apiofuranosideo-7-O-a-L-Rhamnopiranosideo é representado
por esferas em amarelo, vermelho e branco. (B) Uma visdo ampliada da regido de interagéo,
onde observa-se que as linhas amarelas pontilhadas indicam a formacdo de ligagdes de
hidrogénio entre a proteina e o flavondide. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.

4.5.3 - Interacdo entre o Modelo da Proteina de Fusdo e Flavonoides: Docking
Dirigido

Recentemente, pequenas moléculas tornaram-se o principal objeto de estudo para
inibidores da proteina F. Uma série de derivados de benzimidazol (composto orgéanico
aromatico heterociclico que consiste da fusdo do benzeno e imidazol. Estes compostos s&o
representados comumente pelo albendazol e mebendazol, que atuam como antihelminticos)
possuem relatos de interacdo com a proteina F e, embora possuam estruturas diferentes, todos
eles parecem se ligar aos sitios hidrofébicos das regides HRA (heptad repeat A, residuos 153-
209) e HRB (heptad repeat B, residuos 482-520). A ligacdo nestes sitios interferiria na
interacdo da HRA com a HRB e na formacdo do feixe de hélices (6HB) necessario para a
finalizagéo da fuséo das membranas (COLLINS & MELERO, 2011).
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Uma vez que os flavondides também s&o pequenas moléculas aromaéticas, e a analise
da interacdo em toda a proteina ndo chegou a uma regido que influencia na atividade da
proteina, realizou-se um docking dirigido as regides HRA e HRB do modelo da proteina de
fusdo, uma vez que esta regido mostrou-se um sitio importante para a acdo de inibidores
contra o0 hRSV.

Assim, como no docking cego, todas as moléculas interagiram com a proteina, no
entanto desta vez, interagiram especificamente no sitio hidrofébico, com uma faixa de energia
que variou de -7,9 Kcal/mol a -10,4 Kcal/mol. Como ja discutido anteriormente, estes valores
de energia caracterizam uma interacdo favoravel dos compostos com a proteina, em que
analises experimentais poderiam esclarecer melhor estes resultados.

O composto que teve melhor interacdo nessa regido foi Kaempferol-3-O-a-L-
Arabinopiranosil-(2—1)-a-L-Apiofuranosideo-7-O-a-L-Rhamnopiranosideo com uma
energia livre de interacdo de -10,4 Kcal/mol, que como previamente discutido, representa um
bom valor de interagdo entre um composto Kaempferol e uma proteina. A imagem do modelo
pode ser vista na figura 16. Foram formados duas ligaces de hidrogénio com a Leu 489,
residuo que faz parte da regido do feixe de hélices. Este resultado sugere que os flavondides
podem ser utilizados como provaveis inibidores da formacgdo dessa regido, influenciando no

mecanismo de fusao.

Figura 16 - Modelo a interacdo dos flavondides no local da interrup¢do da atividade da
proteina de fusdo F.

(A) Uma visdo geral da posi¢do do ligante no sitio de ligacdo. (B) uma imagem ampliada da
interacdo mostrando as liga¢des de hidrogénio entre o ligante e sitio de ligacdo. Fonte:
CRAVO, H. L. P., 2012.
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Acredita-se que a estrutura do feixe de hélices é mantida por uma interacdo proteina-
proteina. Evidéncias experimentais para outros virus, que também possuem proteina de fuséo
similares a proteina F do hRSV, como HIV, Simian Virus 5 e Visna Virus, tem demonstrado
que pequenas moléculas nessa regido interagem com residuos importantes na formagéo do
feixe, simulando assim a interagdo que ocorre entre as duas regibes HRA e HRB. Esta
interferéncia das pequenas moléculas desestabiliza a formacdo do feixe, impedindo a
formac&o da estrutura, o que resulta na perda da atividade de fuséo, justificando assim o uso
da acdo de pequenas moléculas nessa regido (CIANCI et al., 2004).

Um trabalho demonstra que a molécula VP-14637 € um inibidor da proteina F que
interage neste sitio hidrofobico e que atua desestabilizando a formacéo do feixe de hélices
(DOUGLAS et al., 2003). Para compararmos a acdo de inibicdo dos flavondides com a da
molécula VVP-14637, realizamos o docking dirigido da molécula com o modelo da proteina F,
sob as mesmas condicdes realizadas para os flavonodides. A melhor energia de interacdo da
molécula VVP-14637 com o modelo da proteina F foi de -7,2 Kcal/mol, valor proximo ao
encontrado para a melhor interagdo do flavondide com a proteina F, mas que ainda representa
uma energia de interacdo inferior ao encontrado neste trabalho. Este indicio sugere que a
interacdo dos flavondides com a proteina F pode ser mais favoravel e representar uma op¢édo
melhor para inibicdo do virus. Evidentemente, estes resultados necessitam ser mais
explorados, através de ensaios experimentais que confirmem os modelos encontrados pelas

simulacdes realizadas neste trabalho.



59

5 — Conclusoes

Por meio dos resultados deste trabalho, podemos concluir que:

1 - As diversas sequéncias da proteina de Fusdo possuem uma alta identidade entre si,
0 que implica na conservagdo de regifes importantes para o funcionamento da proteina, como
sitios de glicosilacdo, fosforilagdo e interacdo com enzimas. Estas caracteristicas fazem da
proteina F um bom alvo para inibidores que atuem nestes sitios. Em especial, a regido 130 a
137, formada pelos residuos [S-K-K-R-K-R-R-F], se mostrou uma regido importante na
interagdo com compostos de carga negativa;

2 — O modelo da proteina F obtido foi valido e satisfez as caracteristicas da proteina ja
relatadas na literatura. A estrutura da proteina possui regides hidrofébicas que possibilitam a
interacdo com pequenas moléculas, sendo a regido 130 a 137 (indicada previamente pelo
estudo sequencial) uma das principais delas;

3 — O docking molecular do modelo da proteina de Fusdo com a Heparina Sulfatada
mostrou que esta interagdo é possivel e favoravel, uma vez que a energia de interacdo obtida
foi melhor que a de valores ja relatados na literatura. A interacdo ocorreu no sitio de clivagem
I, regido 130 a 137 da proteina. Pela técnica do Virtual Screening também constatamos que
os flavonoides interagem favoravelmente com a proteina de Fusdo, representando, assim,
moléculas candidatas & inibicdo de um sitio ativo da proteina. O composto que melhor
interagiu foi o Kaempferol-3-O-a-L-Arabinopiranosil-(2—1)-a-L-Apiofuranosideo-7-O-a-L-
Rhamnopiranosideo. Este flavondide apresentou alta probabilidade de interacdo no sitio
hidrofébico do feixe de hélices da proteina, regido importante no mecanismo de fusdo da
proteina. A energia de interacdo nesta regido foi favoravel e dentro dos valores esperados para
uma interacdo entre uma proteina e flavondides.

4 — Este estudo sugeriu que a Heparina Sulfatada e os Flavonoides sdo bons candidatos
a inibidores da proteina de Fusdo. A utilizacdo destes compostos em futuros ensaios
experimentais esclarecerd melhor estes resultados, demonstrando qual o papel e a eficicia

destes compostos sobre a infectividade e acéo do virus.
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7. ANEXOS

ANEXO A - Modelo da Proteina de Fusdo gerado por homologia pelo programa
MODELLER.

Figura 17 — Modelo da Proteina de Fuséo por homologia

Em vermelho e azul estdo destacadas as regides N-terminal e C-terminal da proteina,
respectivamente. Como pode se observar, estas regides ndo foram modeladas, o que invalidou
o modelo. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.
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ANEXO B - Modelo da Proteina de Fusdo gerado por Ab Initio pelo programa
ROSETTA.

Figura 18 — Modelo da Proteina de Fuséo por Ab Initio

O modelo gerado ndo corresponde com as caracteristicas da proteina relatadas na literatura,
sendo assim descartado. Fonte: CRAVO, H. L. P., 2012.
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