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RESUMO

O Virus Respiratério Sincicial Humano (hRSV) é a principal causa
de infeccbes respiratdrias agudas em criangas, como bronquiolite e
pneumonia. Este Paramyxovirus tem um RNA de fita simples, com 10
genes que codificam 11 proteinas. Um fator importante que contribui para
0 sucesso da replicagdo do hRSV é a evasédo do sistema imune, processo
no qual a proteina ndo estrutural 1 (NS1) esta envolvida. Esta proteina
pode atuar por meio da inibicdo ou neutralizacdo das etapas da cascata
do interferon do tipo I, bem como, pelo silenciamento do complexo
ribonucleoproteico do hRSV. O conhecimento da interacdo da proteina
NS1 com ligantes é importante na busca de moléculas que possam
interferir na funcdo da proteina e consequentemente resultar na reducao
da replicacdo do hRSV dentre os quais os flavondides tém sido descritos
como sendo supressores eficazes da replicacao viral. Os objetivos deste
estudo incluiram a expressdo e purificacdo da proteina NS1, a
caracterizacdo da estrutura secundaria e estabilidade térmica por
dicroismo circular e a realizacdo do estudo de interacdo entre NS1 e
quercetina por espectroscopia de fluorescéncia. Foi realizada a
purificacdo da proteina NS1 em resina de afinidade utilizando
cromatdgrafo liquido AKTA (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES). As
medidas de dicroismo circular (CD) permitiram calcular a porcentagem de
estruturas secundarias e a temperatura de melting da NS1. A partir das
andlises das titulacdes por fluorescéncia foram calculados a constante de
Stern Volmer (Ksv), a constante de ligacdo (Kb) € 0 numero de ligantes por
sitio (n). Os resultados de CD mostraram que a composicdo da estrutura
secundaria de NS1 é de 75 % de alfa-hélice, 3% de folha-beta, 10% de
voltas e 12% de outras estruturas e a temperatura de melting da NS1 é de
cerca de 65°C. Os resultados de fluorescéncia mostraram que Ksv € Kb

foram da ordem de 10* e 10°-10°M, respectivamente. A dependéncia de
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Ksv com a temperatura indica que a interagdo entre NS1 e quercetina é
dindmica. Os resultados sugerem que essa interacdo pode contribuir para
bloguear a funcéo da proteina e, assim, a quercetina pode ser indicada a
ser utilizada em estudos como potencial inibidora da atividade da proteina
NS1.

Palavras chaves: Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV), Proteina
N&o estrutural 1 (NS1), Flavondides, Quercetina, Espectroscopia de

Fluorescéncia.
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ABSTRACT

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the major cause of
acute respiratory infections in children, like bronchiolitis and pneumonia.
This Paramyxovirus has a single strand RNA with 10 genes that codify 11
proteins. An important factor that contributes for the success hRSV
replication is the immune system evasion, process wich Non-Structural
Protein 1 (NS1) is involved. This protein can act by inhibiting or
neutralizing steps of interferon type | pathway, as well as, by silencing the
ribonucleoproteic complex of hRSV. The knowledge of NS1 protein
interaction with ligands is important in the search for molecules that could
interfere with protein function and hence result in a reduction of hRSV
replication among them the flavonoids have been reported to be effective
in suppressing viral replication. The aim of this study includes expression
and purification of NS1 protein, characterization of its secondary structure
and thermal stability through circular dicroism and perform fluorescence
spectroscopy interaction study between NS1 and Quercetin. NS1
purification was performed using affinity resin coupled to a liquid
cromatograph AKTA (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES). Circular
dicroism spectra and thermal denaturation were carried out to investigate
NS1 secondary structure and stability. Through fluorescence spectroscopy
titration results it has been calculated the Stern Volmer constant (Ksy), the
binding (Kp) constant and number of ligands per site (n). CD analysis
shown that secondary structure composition of NS1 is 75% alpha-helix;
3% beta-sheet; 10% turn and 12% others and, melting temperature of NS1
is around 65°C. Fluorescence results shown that Ksy and Ky were in order
of 104 and 10°-10°M1, respectively. Ksy dependence with temperature
indicates that the interaction between NS1 and quercetin is dynamic. The

results suggest that this interaction may potentially contribute to block the
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protein function and thus quercetin may be indicated to be used in studies
as a potential candidate inhibitor for NS1 protein activity.

Key Words: Human Syncytial Respiratory Virus (hRSV), Nonstructural
Protein 1 (NS1), Flavonoids, Quercetin, Fluorescence Spectroscopy.
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1. CONSIDERACOS GERAIS



1. INTRODUCAO

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV — Human Respiratory
Syncytial Virus) é o principal agente causador de doencas respiratorias
agudas severas (ARI) como pneumonia e bronquiolite em criancas no
mundo todo (SWEDAN et al, 2009; NAKAMURA et al, 2009;
OLSZEWSKA & OPENSHAW, 2009; MORRIS et al, 2009;
OTHUMPANGAT et al.,, 2009; GIAS et al.,, 2008; LO et al., 2005).
Também é responsavel por morbidade respiratéria em idosos (ZLATEVA
et al.,, 2007; PAVLOVA et al.,, 2009; OTHUMPANGAT et al., 2009;
BATONICK et al., 2008; SASTRE et al., 2008), imunocomprometidos e
pessoas com doenca cardiorespiratoria (ZLATEVA et al., 2007; PAVLOVA
et al., 2009; SASTRE et al., 2008; MARTINEZ et al., 2007). Criancas com
imunodeficiéncia congénita, displasia bronquiopulmonar e doenca
cardiaca (OLSZEWSKA & OPENSHAW, 2009; MORRIS et al., 2009;
PAVLOVA et al.,, 2009; RICCETTO et al., 2009; VAZ-DE-LIMA et al.,
2008), hipertensdo, prematuridade e baixo peso ao hascimento
representam o principal grupo de risco (OLSZEWSKA & OPENSHAW,
2009).

O hRSV esta classificado na familia Paramyxoviridae, ordem
Mononegavirales, subfamilia Pneumovirinae. Esta subfamilia possui dois
géneros, sendo Pneumovirus, onde se classifica o hRSV, juntamente com
o Virus Sincicial Respiratorio Bovino (BRSV) e o Virus da Pneumonia dos
Camundongos (PVM) e o0 Metapneumovirus que inclui o
Metapneumovirus humano (hMPV) e Metapneumovirus Aviario (aMPV)
(COLLINS & CROWE JR, 2007).

Trata-se de um virus de simetria helicoidal acondicionado em um
envelope lipidico, oriundo do processo de brotamento apds a replicacdo
na célula hospedeira. Possui em seu genoma RNA de fita simples, ndo
segmentado, de polaridade negativa (GIAS et al., 2008; BATONICK et al.,



2008; ZLATEVA et al.,, 2007). Seu genoma é composto por 15.222
nucleotideos, organizados em 10 genes, 0s quais codificam 11 produtos
génicos (BATONICK et al., 2008). O esquema da organiza¢do genémica &

mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema da organizacdo gendmica do hRSV, mostrando a sequéncia dos
genes responsaveis pela codificacdo dos proteinas virais. Adaptado de Collins & Crowe
Jr, (2007).

As proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 interferem na inducgéo e
sinalizacao do interferon do tipo | (IFN) (COLLINS & CROWE JR, 2007), o
qual representa o principal mecanismo da imunidade inata no combate a
infec¢des virais. O hRSV, através das proteinas NS1 e NS2, pode agir
inibindo ou neutralizando vérias etapas da via dos interferons do tipo |
(IFN), o que favorece o maior sucesso da progénie viral (SWEDAN et al.,
2009; LO et al., 2005). Também ndo apresentam nenhuma homologia
com outras proteinas (SWEDAN et al., 2009, LING et al., 2009). A NS1
possui 139 aminoacidos e uma série de fungbes tem sido atribuida a ela
durante as infeccdes, tais como: (1) a regulacdo da sintese de RNA do
hRSV por meio de um sistema de minireplicon; (2) interferéncia na agéo
do interferon tipo I, como j& descrito e; (3) compde um complexo
ubiquitina ligase para degradacdo proteossomal de STAT2. Também é
responsavel, juntamente com NS2 por inibir a apoptose precoce durante a
infeccdo por hRSV (LING et al., 2009).

O gene N codifica a proteina do nucleocapsideo, a qual encontra-
se ligada completamente ao genoma, a fosfoproteina (P) associa-se ao
nucleocapsideo e compde um mediador para a polimerase. A proteina de

matriz (M) compde um importante componente da morfogénese viral.



A SH, G e F representam as glicoproteinas de superficie do virus e
estdo envolvidas na adsorcdo, fusdo e imunogénese. A proteina SH
(Small hydrophobic - pequena e hidrofébica) é uma proteina
transmembrana pequena que possui 64 aminoacidos no subgrupo A e 65
aminoacidos no subgrupo B (GAN et al., 2008). Sua funcdo especifica
ainda é desconhecida (GIAS et al.,, 2008; GAN et al., 2008) e nédo €
necesséria a replicacdo, porém acredita-se que ela possa ser uma porina
viral, um grupo de pequenas proteinas virais altamente hidrofébicas, que
podem oligomerizar-se e formar poros na membrana celular (GAN et al.,
2008). A proteina G é responsavel pela adsorcédo e € necessaria para a
infectividade in vivo e em culturas celulares (BATONICK et al., 2008). E
também um importante alvo para anticorpos neutralizantes (BOTOSSO et
al., 2009; ZLATEVA et al., 2007). As mais extensivas diferencas genéticas
e antigénicas entre os subgrupos A e B estdo localizados nesta
glicoproteina (ZLATEVA et al., 2007). A maior parte das mutacdes na
glicoproteina G estdo localizadas no ectodominio que contém dois
segmentos hipervariaveis, separados por uma regido conservada que
representa um sitio de ligacdo de receptor (BOTOSSO et al., 2009). A
proteina F é responsavel pela fusdo, sendo requerida para a entrada na
célula hospedeira (BOTOSSO et al, 2009). Representa o principal
antigeno conservado entre os grupos A e B, ao qual anticorpos
neutralizantes sdo direcionados (GIAS et al., 2008; LIU et al., 2007).

A proteina M2 ORF 1 (regido de leitura aberta) é essencial para a
transcricdo, elongacao e antiterminacdo, M2 ORF 2 é responsavel pela
substituicdo da transcricdo do RNA pela replicacdo gendmica. Ambas tém
suas func¢des principais desconhecidas. Por fim, a proteina L (Large) que
compde o maior componente da RNA polimerase dependente de RNA
(TREMAGLIO et al., 2013; COLLINS & CROWE JR, 2007), responsavel

pela replicacdo do genoma viral.



1.1. Ciclo Replicativo

O processo infeccioso inicia-se com a ligacdo 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. Apés a penetracdo, o nucleocapsideo do virus €
liberado no citoplasma celular, onde inicia a transcricdo de seu material
genético. O RNA viral € usado como molde para sintese do RNA
mensageiro (MRNA). O mRNA, por sua vez, € usado como molde 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 sédo liberadas das células infectadas por brotamento,
causando a ruptura das mesmas e fusdo com as células adjacentes
(HACKING et. al., 2002), conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Ciclo replicativo do hRSV. 1) O virus entra por fuséo direta com a membrana
plasmatica, liberando o RNA genbmico encapsidado (azul) e a RNA polimerase
dependente de RNA (verde) para o citoplasma. 2) A polimerase usa 0 genoma como um
molde para produzir mRNAs, que séo traduzidos em proteinas virais (3). 4) Os genomas
encapsidados resultantes sdo montados com as proteinas virais e saem da célula
hospedeira por brotamento pela membrana plasmatica para produzir as particulas virais
descendentes. Fonte: adaptado de FEARNS (2013).

1.2. Epidemiologia

O hRSV é dividido em dois grupos (A e B), baseado inicialmente
em estudos com anticorpos monoclonais direcionados as proteinas F e G.
Posteriormente estes estudos passaram a ser baseados no
sequenciamento do gene G para classificacdo genotipica e, consequentes
estudos epidemiolégicos (BOTOSSO et al., 2009). Ensaios
epidemioldgicos demonstram que € possivel a circulacdo de estirpes dos
dois subgrupos dentro de uma mesma comunidade durante 0s surtos.

Entretanto, suas propor¢des relativas podem diferir entre uma epidemia e



outra (MORRIS et al., 2009; ZLATEVA et al., 2007).

Sabe-se que o homem é o Unico reservatorio conhecido para a
doenca e sua transmissdo se da por via direta ou por contato com
secrecOes contaminadas (MORRIS et al., 2009).

Em paises desenvolvidos, pneumonia e bronquiolite resultam na
hospitalizacdo de 2,5% de todas as criancas, indicando que a infeccao
viral representa a causa mais comum de hospitalizagdo infantil no
primeiro ano de vida. Em paises em desenvolvimento, a morbidade e
mortalidade associada ao hRSV é muito superior a este dado (SEMPLE et
al., 2007).

Os virus sdo responsaveis por 50-90% das ARI em criangas.
Dentre os principais agentes encontram-se o hRSV, Parainfluenza Virus
(PIV), Influenza Virus tipos A e B, Metapneumovirus Humano (hMPV) e
Adenovirus (BHARAJ et al., 2009; PAVLOVA et al., 2009; THOMAZELLI
et al., 2007). Estes virus sdo responsaveis pela morte de
aproximadamente quatro milhdes de pessoas por ano e pela
hospitalizacdo de 40-60% das criancas com ARI (MARINHEIRO et al.,
2009). Geralmente os casos estdo associados a sintomas brandos como
rinorréia, tosse e febre, muitas vezes culminando em cura até a segunda
semana de infeccdo, entretanto, em 25-40% das criancas h& evolugéo
para sintomas graves como pneumonia e bronquiolite (OLSZEWSKA &
OPENSHAW, 2009). No Brasil, regido de S&o José do Rio Preto (SP),
Simas et al. (2012) detectaram 7,7% de positividade para o hRSV em
criangas apresentando ARI. Observaram ainda que o hRSV apresentou
um padrdo de distribuicdo sazonal de modo que a incidéncia do virus
aumenta com as diminui¢cdes de temperatura e umidade do ar.

Segundo dados apresentados no relatério de estatisticas mundiais
de saude da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2013), em 2010, 50%
das criancas brasileiras com até 5 anos foram levadas a uma unidade de
saude por conta de sintomas de ARI. Destas, 7000 criancas morreram em

virtude de pneumonia.



Reinfec¢cbes sdo muito comuns ao longo da vida (ZLATEVA et al.,
2007). Sabe-se que 50% das criancas hospitalizadas por bronquiolite
sofrerdo recidivas posteriores (SEMPLE et al., 2007). Em criancas mais
velhas e adultos normalmente esta associado a doenca branda, indicando
que o hRSV induz apenas imunidade parcial (ZLATEVA et al., 2007). Até
0 momento ndo ha nenhuma vacina eficaz para a prevencao da doenca.
(TREMAGLIO et al., 2013; BATONICK et al.,, 2008; LIU et al.,, 2007,
MARTINEZ et al., 2007). A dificuldade na obtenc&o de uma vacina contra
hRSV é devida a instabilidade da particula viral matura, que pode ser um
obstaculo critico na distribuicdo e estocagem de futuras vacinas vivas
atenuadas (SASTRE et al., 2007).

O principal tratamento oferecido estd relacionado aos cuidados
paliativos dos sintomas apresentados (TREMAGLIO et al., 2013). Um dos
tratamentos oferecidos contra a infeccdo é o anticorpo monoclonal
direcionado a proteina F, palivizumab, que é administrado a criancas de
alto risco (MORRIS et al., 2009; BATONICK et al., 2008; LIU et al., 2007;
MARTINEZ et al., 2007). Palivizumab é administrado via intramuscular em
criancas do grupo de risco durante a estacdo de maior incidéncia de
infecgdes por hRSV e reduz significantemente a ocorréncia da forma mais
severa da doenca e, consequentes hospitalizagbes em criancas. No
entanto, tem apresentado reacdes adversas como hipersensibilidade e
anafilaxia ap6s sua administracdo (MORRIS et al., 2009). O outro
tratamento oferecido é a utilizagdo da ribavirina (1-p-D-ribofuranosil-1,2,4-
triazol-3-carboxamida), um analogo sintético da guanosina, ndo téxico,
inibidor de amplo espectro de virus de RNA e DNA que é licenciado para
o tratamento de doenca grave causada por hRSV, bem como da gripe e
Hepatite C cronica. Embora o seu principal mecanismo de acdo néo seja
claro, a ribavirina acumula intracelularmente como intermediarios mono e
trifosfato. O monofosfato de ribavirina, um inibidor competitivo da IMP
desidrogenase, esgota GTP celular, interferindo com as reacdes de

formacdo do CAP do RNA viral, enquanto o trifosfato de ribavirina é



incorporado pela polimerase viral em transcritos genémicos do hRSV,
forcando, assim, erros gendémicos e extin¢éo viral. Apesar do seu potente
efeito anti-viral in vitro, a ribavirina tem tido apenas um sucesso clinico
modesto no tratamento da infeccdo causada pelo hRSV, com efeitos
minimos ou insignificantes sobre a mortalidade ou a duracdo da
hospitalizacdo (ZHANG et al., 2003).

1.3. Patogenia e diagndstico

A histopatologia de bronquiolite severa caracteriza-se por
obstrucdo das vias aéreas devido a destruicdo tecidual ocasionada pela
atividade citopatica do virus, infiltrado inflamatério no parénquima,
migracdo neutrofilica luminal e aumento da producdo de muco. Os
mecanismos recentemente propostos para explicar o aparecimento da
bronquite severa incluem atividade imunolégica antiviral reduzida
(reducéo da producdo de IFN), aumento da replicacéo viral, excessiva
inflamacdo neurogénica e elevada secrecdo de muco induzida por
interleucina 9 (IL-9) (SEMPLE et al., 2007). Ainda vale ressaltar que a
imunopatologia da doenca possivelmente inclui a secrecéo de citocinas e
quimiocinas proinflamatorias pelas células epiteliais infectadas e células
do sistema imune, deposicdo de complexos antigeno-anticorpo que
ocasionam a ativacdo do sistema complemento e demais fatores da
resposta imune (MARTINEZ et al., 2007). Segundo Othumpangat et al.
(2009), a infeccdo por hRSV aumenta a expressdo de fatores de
crescimento neurotroficos nos pulmées como o fator de crescimento
neural (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNG) e o receptor
de tropomiosina cinase A (trkA), o que pode desempenhar um papel
importante na patofisiologia da inflamacdo aérea durante a infeccao
aguda (OTHUMPANGAT et al., 2009).

Segundo Openshaw & Tregoning (2005), acredita-se cada vez

mais que 0s sinais e sintomas de muitas doengas virais sdo causadas
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mais pela resposta do hospedeiro a infeccdo do que pelos efeitos
citopaticos virais. O pico de infeccéo viral geralmente precede o periodo
de doenca méxima, o que coincide com infiltracdo celular de tecidos
infectados e liberagdo de mediadores inflamatoérios. O resumo das etapas

de adeséo e desencadeamento de respostas celulares durante a infec¢cao

por hRSV é mostrado na Figura 4.

Inibi¢do de IRF3: >
loqueio de IFN-f} CELULA
i EPITELIAL
i PULMONAR
ROSinduze @

transloca-se

RNAdo Proteinas parao nicleo

hRSV  dohRSV

o ©9

Mediadores >
inflamatérios

Figura 4. Adesédo e desencadeamento de respostas celulares pelo hRSV. O hRSV liga-
se por glicosaminoglicanas de superficie a célula alvo, sendo que a proteina F se liga ao
TLR4, enquanto a glicoproteina G se liga o receptor CX3CR1. A interacdo com TLR4
leva ao aumento da expressdo de NF-kB. O hRSV aumenta a expressdo de NF-«xB via
IkB e STAT1 e o aumento da expressdo de STAT3 ocorre via espécies reativas de
oxigénio (ROS). As Proteinas N&o Estruturais (NS) virais inibem a via do fator regulatério
de interferon 3 (IRF3). NF-kB quando n&o inibido transloca-se para o nucleo celular e
ativa a resposta imune imediata resultando em secrecdo de interferon e quimiocinas.
Fonte: Adaptado de OPENSHAW & TREGONING, 2005.

1.4. O papel da proteina NS1 na resposta a infec¢éo viral

Os Pneumovirus expressam a proteina nao estrutural NS1
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codificada pelo primeiro gene na organizacdo do genoma viral. Os hRSVs
recombinantes em que o0 gene NS1 é deletado exibem replicacéo
reduzida em cultura de células que sdo competentes para produzir IFN.
As proteinas NS1 e NS2 de RSV bovino também tém mostrado suprimir a
inducdo de IFN e o estado antiviral mediado pela via do IFN (SPANN et
al., 2005; SPANN et al., 2004).

Os virus exibem mecanismos que lhes permitem interferir na
resposta mediada pelo interferon (lo. € 18) do hospedeiro. Alguns virus, em
especial os pertencentes a familia Paramyxoviridae, podem interferir na
inducdo do gene IFN por agir nas etapas de ativacdo, estabilidade e
translocacdo nuclear do fator 3 regulatério de IFN (IRF-3). O Virus
Sincicial Respiratério Humano e o Virus Sincicial Respiratério Bovino
codificam a proteina NS1, que pode agir na ativagdo de IRF-3 e no
blogueio da sinalizacdo da via JAK-STAT (KOTELKIN et al., 2006), ambas
constituem componentes importantes da cascata do interferon, o principal
agente indutor de estado antiviral nas células.

A proteina IRF-3 é expressa constitutivamente no citoplasma e é
ativada por fosforilacdo dos residuos de serina e treonina na regiao C-
terminal mediada por quinases que sdo ativadas em resposta aos
dsRNAs e proteinas do nucleocapsideo ou estruturas semelhantes aos
nucleocapsideos virais. Isto resulta na formacéo de dimeros de IRF-3 que
se associam com co-ativadores p300 e CBP e séo translocados ao
nacleo, enquanto eles se ligam ao promotor do IFN. A IRF-3 ativada
também pode diretamente regular a transcricdo de genes adicionais, bem
como as quimiocinas pro-inflamatérias RANTES (reguladas sobre
ativacdo normal de células T expressas e secretadas). Um grande
namero de virus tem mostrado codificar proteinas que interferem com a
ativacdo de IRF-3, incluindo o virus Bunyamwera, virus da influenza A, e
virus Ebola. Recentemente, as proteinas NS1 e NS2 de BRSV foram
descritas por estarem envolvida na fosforilagdo de IRF-3 (SPANN et al.,
2005).
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A proteina ndo estrutural do hRSV, NS1, é codificada por uma
unidade de transcricdo com promotor proximo, fazendo com que seu gene
seja transcrito inicialmente e em maior abundancia. Esta pequena
proteina (139 aa) ndo apresenta homologia significativa de seqiéncia
com outras proteinas. A NS1 antagoniza ambas as respostas antivirais
bem como a inducdo na producéo de IFN. Este antagonismo comumente
requer o acumulo de NS1 na célula uma vez que o hRSV induz a
fosforilagcdo de STAT1 nos primeiros estagios pos-infeccdo, entretanto, o
mecanismo para este antagonismo é desconhecido. Na infeccéo tardia, o
hRSV parece causar a degradacdo de STATZ2, embora este efeito possa
ser dependente do tipo celular. Evidéncias recentes sugerem que a NS1 é
importante para degradacao de STAT2 pelo hRSV. A atenuacédo de hRSV
recombinantes sem NS1 pode ser devida em parte ao déficit do
antagonismo de interferon tipo | destes virus. Entretanto, mesmo em
células deficientes de interferon, o crescimento de hRSV recombinantes
sem NS1 é atenuado. Isso mostra que 0s genes das proteinas nao
estruturais comumente tém funcdes requeridas para a replicacédo 6tima do
hRSV em adicdo ao antagonismo do IFN (LING e al., 2009). A Figura 5
sumariza as atividades das proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 durante

0 bloqueio das atividades do interferon.
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Figura 5. Modelo de ativacdo mediada pelo hRSV de Let-7b, Let-7i e miR-30b. O hRSV
ativa RIG-| através de uma interacdo do RNA viral e TLR4 através da ligacdo da proteina
viral F. RIG-I liga-se a proteina adaptadora celular IPS 1, a qual é antagonizada por NS2.
O TLR4 interage com a proteina adaptadora celular TRIF. Ambas, IPS-1 e TRIF
interagem com proteinas adaptadoras celulares TRAF3 e TRAF6. NS1 bloqueia a
interacdo de TRAF3 com IPS-1. A ligacédo entre TRAF3 e IPS- 1 leva a ativagao de IKKe,
gue fosforila 0 IRF-3 e IRF -7. A NS1 bloqueia a ativagéo de IKKe, e ambas, NS1 e NS2,
blogueiam a fosforilag&do das IRFs. Os IRFs iniciam a expresséo do tipo | de IFN-a e IFN-
B, o que conduz a ativacao de jusante de Let-7b, Let-7i. A interacdo de TRAF6 com IPS-
1 ou TRIF leva & ativagdo do complexo de quinases NEMO-IKKa-IKKB que fosforila a
IkBa ligada ao heterodimero citosélica p50-p65 de NF-kB. A IkBa é degradada pelo
proteassoma o que leva a liberagcdo do heterodimero p50-p65 e expbe as suas
sequéncias de localizacdo nuclear. O heterodimero é transportado para o nucleo e
iniciam a ativacéo transcricional do genes alvo de NF-«B, que incluem o miR-30b, bem
como os IFNs do tipo I. Fonte: Adaptado de THORNBURG et al., 2012.



14

Trés proteinas celulares, incluindo cullin-2-elongin (ELLIOTT
et al., 2007), proteina associada ao microtubulo 1B, (MAP1B), tem sido
identificadas por interagir diretamente com a NS1, e duas outras proteinas
incluindo RIG-I e MAP1B foram identificadas por se ligar a NS2. A NS1
interage também com outras proteinas do hRSV tais como proteina NS2,
proteina M e a proteina P.

Wu et al. (2012) identificaram 67 tipos de enzimas, 35 proteinas
transportadoras, 21 reguladores de transcri¢cao, 8 peptidases, 6 quinases,
4 fosfatases, 3 receptores de membrana, 2 reguladores de translocacéo,
1 proteina de canal ibnico, 1 ligante de receptor nuclear, e outras 73 que
apresentaram interacdo com NS1. Destas proteinas 125 sdo encontradas
no citoplasma celular, 65 no nucleo, 19 na membrana plasmética e 12 em
outros locais. Os virus de RNA tém a capacidade codificadora limitada e
suas proteinas frequentemente possuem mudultiplos dominios funcionais e
habilidade para interagir com proteinas virais e celulares. Muitas das
proteinas celulares podem se agrupar em complexos funcionais, e assim
€ improvavel que a NS1 possa interagir com as 221 proteinas
individualmente. O mais provavel é que a NS1 forme uma interagcdo com
as proteinas da célula que entdo resulta na associacdo com outras
proteinas por interacdo indireta. Uma compilacdo das funcdes que tém
sido descritas para as proteinas nao estruturais de hRSV é mostrada na
Tabela 1.
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Tabela 1. Principais func¢des das proteinas NS1 e NS2 do hRSV ligadas

ao sistema imune.

Autores e
Ano

Principais conclusdes

SPANN et
al., 2005

ZHANG et

al., 2005

ELLIOTT et
al., 2007

MUNIR et al,
2008

SWEEDAN
et al., 2009

LING et al,
2009

NS1 e NS2 agem de forma cooperativa para suprimir a
ativacao e translocacgao nuclear de IRF- 3.

Células dendriticas humanas transfectadas com siNS1,
ap6s infeccdo por hRSV, produziram quantidades
elevadas de IFN tipo-1 e induziram a diferenciagdo de
células T CD4+ naive em T auxiliares de tipo 1 (TH1).

NS1 contém sequéncias ligadoras de elongin C e Cullin 2
e pode interagir com elongin C e cullin 2 in vitro, por isso,
NS1 tem o potencial para atuar como uma ligase E3;

A atividade de NS1 como ligase E3 é crucial para a
capacidade de hRSV de degradar STAT2.

A supressao de IFN tipo | mediada pelas proteinas de NS
do hRSV suprime a maturacdo de células dendriticas, e
pode ser um fator de supressdo da resposta imune
adaptativa de modo a propiciar re-infec¢cdes ao longo da
vida

Tanto NS1 quanto NS2 diminuem os niveis de TRAF3,
um integrador estratégico de mdultiplos sinais indutores de
IFN. NS1 foi mais eficiente;

NS1 reduz IKKeg, uma proteina quinase chave que
fosforila e ativa especificamente IRF- 3;

NS2 aumenta moderadamente os niveis IKKg;

NS2 diminue os niveis de STAT2, um factor essencial
para a transcricdo de genes antivirais de indutiveis por
IFN;

NS1 e NS2 reduzem niveis celulares de TRAF3.

NS2 é necessaria para inibir o inicio da transcricdo de
IFN;

NS2 inibe a transcricdo de IFN induzida por ambas as
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vias de RIG-I e TLR3;

NS2 inibe a ativacdo do promotor de IFN mediada por
RIG-I impedindo sua interagcdo com o Mavs.

NS1 inibe a transcricdo do gene IRF-3;

RENetal., NS1 associa a IRF-3 e seu co-ativador transcricional
2011 CBP, interrompendo a ligagdo entre IRF-3 e CBP e,
consequentemente, reduzindo a ligacdo de IRF-3 ao

promotor de IFN-f.

A regido N-terminal de NS1 € importante para a reducéo
IKKE;

SWEDAN et Ambas, NS1 e NS2, interagem especificamente com a
al., 2011 proteina associada a microtubulos 1B (MAP1B);

A interacdo entre MAP1B e NS2 é essencial para a
destruicdo STAT2.

A regido de ligacdo do elongin C, presente na proteina

STRAUB et NS1 é crucial para a sobrevivéncia da proteina e a

al., 2011 perturbacdo desta regido resulta na degradacdo de NS1
e a restricao de replicacdo de hRSV.

BOYAPALLE NS1 liga-se a MAVS e esta ligagdo inibe a interagao
et al.,, 2012 MAVS-RIG-I necessaria para a producédo de IFN.

TANetal., NS1 induz a expressdo do gene HOX, através de
2013 ubiquitinacdo de histonas na linhagem celular BEC.

Bronquites infantis induzidas por hRSV n&do sao
responsivas ao tratamento com corticoides porque o
hRSV inibe a funcdo do receptor de corticéide;

MARKETON As proteinas nao estruturais do hRSV mediam a

et al.,, 2014 repressao da transativacdo induzida pelo receptor de
glicocorticoides, o que ndo ocorre quando estas proteinas
sdo deletadas, o que indica que a inibicdo das proteinas
ndo estruturais podem ser um alvo viavel para a terapia
contra as doencas relacionadas com o hRSV.

No entanto, os mecanismos pelos quais NS1 executa estas

fungbes ndo estdo elucidados. N&o foram realizados ainda estudos
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bioquimicos e biofisicos que permitam uma caracterizacdo efetiva destas
proteinas. Andlise do espalhamento dindmico de luz (DLS) mostra que a
proteina estd monodispersa em solucao, cromatografia de filtracdo em gel
e ultra-centrifugacdo analitica mostram que a proteina esta principalmente

na forma de mondémero em solugéo (LING et al., 2008).

1.5. Flavondides

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de
origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto,
tais compostos possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que
os fazem atuar sobre os diversos sistemas bioldgicos. Eles séo
encontrados em frutas, vegetais, nozes, sementes, bem como em bebidas
como o vinho tinto, cha, café e cerveja. O termo flavondide deriva do latim
“flavus”, que significa amarelo, e define uma classe de substancias que
durante muito tempo foi conhecida como “pigmento das flores”. Sao
considerados pigmentos responsaveis pela tonalidade das flores e folhas
no outono, nas cores amarelo, laranja e vermelho (ALMEIDA et al., 2004).

Os flavondides s&@o substancias de baixo peso molecular e,
estruturalmente, consistem de um esqueleto de difenil propano (C6C3C6)
com dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C)

(BEHLING et al., 2004) conforme apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura basica dos flavondides. Os anéis A e B s&o anéis benzénicos e C
anel pirano. Fonte: PATEL et al., 2008.

As vérias classes de flavondides diferem no nivel de oxidac&o e no
modelo de substituicdo da cadeia heterociclica C (Figura 6). Algumas
classes de flavondides de interesse sdo (1) flavonas, (2) flavondis, (3)
flavanonas, (4) flavan-3-ol, (5) isoflavonas, (6) antocianidinas e (7)
flavanolol (AGUIAR, et al., 2007). A explicacdo para a existéncia de uma
grande diversidade estrutural dos flavondides € explicada pelas
modificacdes que tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilacao,
metilacéo, acilagcéo, glicosilacdo, entre outras (ALMEIDA et al., 2004).

Os alimentos ricos em flavondides e em outras classes de
substancias (vitaminas, minerais, proteinas, carboidratos, aminoacidos,
etc.) sdo chamados, atualmente, de alimentos funcionais ou
nutracéuticos, e tem encontrado uma procura muito grande por parte da
populacao, principalmente em substituicAo a medicamentos no combate e
prevencdo de doencas, visto que eles exercem seus efeitos em uma
grande variedade de estados patoldgicos, incluindo cancer, doencas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, processos inflamatorios,
etc. Destacam-se, dentre outras, a capacidade antioxidativa, esta constitui

a atividade mais elucidada pelos estudos até agora desenvolvidos. Varios
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estudos demonstraram que estes compostos possuem elevada acéo
antioxidante por reagirem com muitos radicais livres formando complexos
estaveis pela conjugacdo das ligacbes duplas de suas cadeias
carbOnicas. Estes radicais livres estdo envolvidos na etiologia de varias
doencas, e, através da nutricdo preventiva, com a ingestdo de alimentos
ricos em flavonoides pode-se prevenir o0 stress oxidativo do organismo,
envelhecimento precoce, cancer, danos cardiovasculares, diabetes, etc.
Os flavondéides também  possuem atividade antiinflamatoria,
vasodilatadora, analgésica, atividade contra o desenvolvimento de
tumores, anti-hepatotdxica, agentes antiagregacao plaquetéaria, bem como
atividade antimicrobiana e antiviral. (ALMEIDA et al., 2004).

A andlise das atividades antimicrobianas de farmacos, como
atividade antifangica, antiviral e antibacteriana, sera aplicada cada vez
mais com énfase particular para os flavonoides (TIM CUSHINE & LANB,
2005). Diversos estudos tém demonstrado as atividades antivirais de
flavonoides (ZANDI et al., 2011; BACHMETOV et al., 2011; CHOI et al.,
2009), com destaque para a quercetina, a qual ja foi relatada, inclusive,
como redutora da infeccao e replicacdo do hRSV (KAUL et al., 1985).

Em relacdo a absorcao dos flavondides, alguns estudos mostraram
que o flavondide mais intensamente estudado, a quercetina, é absorvido
em guantidades significativas por meio da dieta (NIJVELDT et al., 2001).

Os flavondides sdo um modelo util de substancias para estudos
espectroscopicos de suas interacdes com proteinas-alvo devido a
transferéncia intramolecular de elétrons em estado excitado e seu
comportamento de dupla fluorescéncia e alta intensidade de fluorescéncia
em solventes pouco polares (GUTZEIT et al.,, 2005). As propriedades
biofisicas de ligagdo tém sido exploradas com algum detalhe usando a
Soro Albumina Humana (HSA) e quercetina como parceiros de ligagao
(GUTZEIT et al., 2005). Tais caracteristicas permitem a utilizacdo de
flavonoides em ensaios espectroscopicos para o estudo das interagdes

destas moléculas com proteinas virais como, por exemplo, a NS1.
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1.6. Medidas de espectroscopia de fluorescéncia: TitulacGes

fluorimétricas para verificacdo da interacéo entre Proteina e ligantes

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

% =1+ Kg [L]=1+K,T,[L] (1)

onde Fo e F sdo respectivamente as intensidades de fluorescéncia
antes e apds a adicdo de ligante. kq, Ksv, 10, € [L] sdo a constante de
supressdo da biomolécula, a qual reflete a eficiéncia de supressao ou a
acessibilidade dos fluor6foros ao supressor; a constante de Stern—Volmer
que representa a constante dindmica de supressdo; o tempo de vida
média de emissédo da fluorescéncia da biomolécula na auséncia de ligante
(da ordem de 10 = 10% s) e a concentracdo de ligante (supressor),
respectivamente (LAKOWICZ, 1999). Neste modelo (Eq. 2') a
concentracdo de supressor (ligante total) € admitida como sendo igual a
concentracdo de supressor livre, pois esta ndo € conhecida no
experimento.

Quando for observada relacdo linear entre a razdo de
fluorescéncias Fo/F e a concentragdo de ligante [L], € um forte indicio de
que a interacdo entre a proteina e o ligante é uma ligacao estatica, nao
colicional, pois, neste tipo, o grafico de Stern-Volmer apresentaria uma
concavidade positiva, pois, a concentracao de ligantes esta relacionada a
razdo Fo/F pela seguinte relacdo (LAKOWICZ, 1999):

= 1+ KL+ Ko [LD @
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ou seja:
1 (Ko +KO[LT+ KoK LT @)

onde Kp e Ks sdo as constantes dinamicas e estaticas
respectivamente sendo prevista uma dependéncia quadratica com a
concentracdo de ligante, resultando numa curva com concavidade

positiva no grafico Fo/F versus [L].

1.7. Medidas de espectroscopia de Dicroismo Circular

A espectroscopia de luz polarizada ou dicroismo circular (CD) é um
meétodo analitico amplamente utilizado para auxiliar a biologia estrutural
na determinacdo da composicao de estruturas secundarias de proteinas e
peptideos. A origem dos espectros destas macromoléculas na regido do
ultravioleta préoximo (180 a 250 nm) sdo predominantemente por
transicdes eletrénicas n—n* e n—»n* dos grupos amida, cujos niveis de
energia séo influenciados pela geometria da cadeia peptidica, sendo os
espectros reflexos dos diferentes tipos de estruturas secundarias
descritas pelos angulos diedros ¢ e y (Figura 7A e 6B). Quando uma
molécula é opticamente ativa, ela absorve luz circularmente polarizada a
direita e a esquerda com intensidades diferentes. Este efeito é
denominado de Dicroismo Circular (CD). Isto se deve a diferenca de
indices de refracdo das duas formas de luz, o que resulta na rotacdo do
plano de polarizagdo da luz. A intensidade e energia dessas transicoes
dependem dos éangulos diedros ¢ e y (i.e., da estrutura secundaria)

(Figura 7A) (FASMAN, 1996).

O espectro de CD de uma proteina com estrutura em hélice alfa, o
acoplamento de éxitons das transicdes n—n* produzem uma banda
positiva em 192 nm (n—n*), negativa em 209 nm (n—7r*) e negativa em

222 nm deslocada para o vermelho (red shifted) (n—n*). Quando a
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estrutura secundaria é aleatoria ou random coil (RC) o espectro de CD
apresenta banda positiva em 212 nm (r—n*), banda negativa em 195 nm
(n—>n*). JA no caso da estrutura ser folha beta o espectro de CD
apresenta banda negativa em 218 nm (n—nr*) positiva em 196 nm (n—n*)
(Figura 7B) (FASMAN, 1996).
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Figura 7. (A) Diagrama de ligacéo peptidica mostrando a orientacdo das transicdes n—»n*
e n—n* (setas) (Fasman, 1996).

Como consequéncia destas propriedades dos espectros foram
desenvolvidos métodos de analises dos espectros de CD levando em
consideragcdao as contribuicbes espectrais dos diferentes tipos de
estruturas secundarias presentes nas proteinas, fornecendo desta forma

informagdes sobre a estrutura secundaria das mesmas.

Os espectros de referéncia utilizados correspondem aos espectros
de proteinas com estruturas puramente compostas de alfa hélice, ou folha
beta ou estrutura aleatéria que sédo baseadas em derivados de proteinas
de estrutura conhecida (proteinas cujas estruturas cristalinas foram
determinadas) e um banco de estruturas de proteinas bem conhecidas.

Estas andlises foram desenvolvidas através de um grande numero de
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algoritmos empiricos que assumem a independéncia linear na aditividade
dos espectros primarios de estruturas secundarias no espectro final da
proteina (GREENFIELD e FASMAN, 1969; BRAHMS e BRAHMS, 1980;
JOHNSON, 1999; SREERAMA e WOODY, 2000; LEES et al., 2006).

1.8. Analise fisico-quimica de complexos macromoleculares

O reconhecimento molecular é um dos principais eventos para a

realizacdo de diversas fungdes bioldgicas.

Em nivel molecular, a atividade biologica de ligantes como drogas
corresponde a interacdo de moléculas pequenas a receptores
macromoleculares, que geralmente sdo proteinas (CREIGHTON, 1990;
1993). Este processo de ligacdo € considerado como uma condi¢cao de
equilibrio, que resulta de um balancgo entre a associacao e dissociagao de
ligante. As bases quantitativas farmacologicas sdo modelos matematicos
que descrevem estes processos, €, por conseguinte, a atividade biolégica
€ expressa como a afinidade entre parceiros de um para o0 outro como
uma quantidade em equilibrio termodinamico (CAMPBELL e DWEK,
1984). As afinidades de ligacdo sdo geralmente determinadas em ensaio
de ligacdo. Uma grande variedade de métodos fisico-quimicos foi
estabelecida para a determinacdo quantitativa de constantes de

dissociacao do ligante-proteina.

Uma proteina e um ligante em equilibrio termodindmico sao
caracterizados pela constante de dissociacdo Kp, que para 0 caso mais

simples de uma proteina com um unico local de ligacao é definido como:
Ko = [P] [L] /[PL], 3)

onde [P], [L] e [PL] s&o as concentracdes no equilibrio da proteina,

do ligante e do estado complexado, respectivamente. [P] e [L] séo
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também referidos como os estados livres ou néo ligados, por exemplo,
ligante "livre", "proteina nado ligada", e [PL] é frequentemente referido
como "ligante ligado" ou "receptor saturado” dependendo do contexto
experimental. Ko tem as unidades de concentragao. Portanto, um valor de
Kb na faixa de mM implica uma relacdo de aproximadamente 1:1.000 de
livre para estados ligados em uma mistura equimolar de P e L e um Kp na
faixa UM implica uma relacéo de cerca de 1:1.000.000 desses estados, ou
seja, um complexo muito mais estavel, com menos espécies "livres"

presentes.

Uma compreensao detalhada das interacdes macromoleculares,
tais como aquelas que envolvem proteinas e ligantes, requer informacgéo
sobre a energética (termodindmica) e a cinética das moléculas que
interagem, bem como as respectivas estruturas. Em particular, os estudos
termodinamicos fornecem as informacfes necessarias para determinar e
quantificar as forcas que estabilizam estas interacbes e compreender
qualquer mudanca estrutural relevante que ocorrem durante e no interior
do complexo. Um estudo quantitativo do equilibrio de ligacdo de uma
proteina a um ligante (por exemplo, uma droga) é normalmente concebido
para determinar as seguintes informacdes: (1) a estequiometria da
interacdo, (2) a existéncia e grau de cooperatividade (positiva ou
negativa) e (3) a dependéncia da constante de equilibrio com os
parametros variaveis da solucdo (por exemplo, temperatura, pH e
concentracdo de sal), que podem fornecer informagcdo sobre as forcas

moleculares envolvidas na interacao.
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1.9. Determinacédo dos parametros termodinamicos

Desde que a biofisica molecular comecou a enfatizar reacdes
realizadas em solugcédo, os trés parametros termodinamicos de maior
interesse sdo muitas vezes a energia livre de Gibbs, entalpia e entropia.
Quando ocorre uma reacdo quimica, o calor liberado ou absorvido
corresponde a diferenca de entalpia de produtos e reagentes. A diferenca
na entropia de produtos e reagentes corresponde a variagdo da entropia
da reacdo. A alteracdo na energia livre de Gibbs (AG) na reacdo esta
relacionada com as alteragbes na entalpia (AH) e entropia (AS)
(ALLEWELL et al., 2013).

As forcas que agem entre pequenos ligantes e uma macromolécula
biolégica incluem forcas hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, forcas de
van der Waals e forcas eletrostéticas. Parametros termodindmicos séo
importantes para confirmar as forcas atuantes ndo covalentes. Pode-se
resumir as leis termodindmicas para determinar os tipos de forcas que
estdo atuando sobre uma interacdo. Se AH>0 e AS>0, interacdes
hidrofébicas desempenham o papel principal na reacdo de ligacédo, se
AH<0 e AS>0, o efeito eletrostatico é dominante, se AH<0 e AS<0, as
forgas principais que estdo atuando na interagdo s&o van der Waals e
ligacdes de hidrogénio (TENG et al., 2011). A variacao de entalpia (AH),
variacdo de energia livre (AG) e a variacdo de entropia (AS) para a
interacao entre NS1 e flavonoides foram calculadas com base na equacéao
de van't Hoff (4), e equagdes termodinamicas (5) e (6):

{4
Ky ., TAR 4)

onde Kn1 e Kph2 s&0 0s valores das constantes de ligacédo as temperaturas
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T1 e T2 e R é a constante universal dos gases. Esta equacéo é a base do
grafico de van't Hoff, o qual relaciona a variacdo de temperatura (T) em
Kelvin com o inverso das constantes de associagcédo (Kn) e o coeficiente

angular da reta originada fornece a variacéo da entalpia (AH) da reacéo.

A energia livre de Gibbs é obtida por meio da equacédo (5) para
cada temperatura, levando-se em consideracdo os valores das constantes

de associagao (Kb).

AG=-RTIhK,
(5)

onde AG é a energia livre de Gibbs, R é a constante dos gases nobres, T

representa a temperatura em Kelvin e Kb, a constante de associagao.

Uma vez obtidos os valores de AH e AG, utiliza-se a equacéo (6)
para a obtencéo dos valores da variacao da entropia (AS) para as reacoes

em cada temperatura.

AG=AH -TAS
(6)

Os tipos de forcas atuantes nas interacdes das macromoléculas

afetam os valores de AH e AS conforme mostrado na Tabela 2:

Tabela 2. Significado das contribuicées de AH e AS

Processo AH AS
Associagéao Positiva ou ligeiramente »
: L » Positiva
hidrofébica positiva
Van der Waals Negativa Negativa
Ligacdes de . :
Hidrogénio Negativa Negativa
I6nica Ilg_elr_amente positiva ou Positiva
ligeiramente negativa
Protonacao Negativa Negativa

AH: entalpia, AS: entropia. Fonte: Adaptado de Ross & Subramanian (1981).
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1.10. Justificativa

Nos ultimos anos tem sido feito um esforgo consideravel para o
desenvolvimento de uma vacina para o combate do hRSV. Diante da
dificuldade de obtencdo de uma vacina eficaz, o bloqueio ou a
interferéncia na atividade de uma proteina como a NS1 pode ser a melhor
estratégia, uma vez que a delecdo desta proteina resulta em elevagédo da
resposta antiviral mediada por IFN.

A proteina NS1 pode ser um bom alvo para terapia antiviral devido
ao seu potencial de interacdo com diversas proteinas celulares e virais de
forma direta ou indireta. Uma forma eficiente de afetar a funcdo da
proteina é por meio do uso de moléculas que, uma vez interagindo com a
NS1 possam interferir na atividade desta proteina e, assim resultar na
reducdo das interacbes desta com o0s mediadores da cascata do
interferon do tipo I. Diante deste quadro espera-se como resultado a
reducgéo da replicagao viral e consequentemente a reducéo da severidade

dos sintomas causados pela infeccdo por hRSV.

Uma classe de moléculas promissoras na busca de ligantes que
possam interagir com NS1 sdo os flavondides. Os flavonéides sao
substancias naturais amplamente encontradas nos vegetais e em seus
subprodutos. Sao moléculas de facil obtencéo, baixo custo, alta absor¢éo
e baixa toxicidade, o que torna seu uso preferencial em relacdo as
moléculas sintéticas que apresentam alto custo e grande percentual de
efeitos colaterais. Também deve-se levar em consideragdo que existem
poucos farmacos antivirais quando comparados ao numero de
antibacterianos disponiveis e tem sido cada vez mais relatado que os
flavondides apresentam atividade antiviral contra diversos virus como
Dengue Virus do tipo 2 (ZANDI et al.,, 2011), Virus da Hepatite C
(BACHMETOV et al., 2011), Virus da Influenza A (CHOI et al., 2009) e

principalmente Virus Sincicial Respiratorio Humano (KAUL et al., 1985).
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Assim a proposta deste trabalho consiste na identificacdo do
flavondide que apresente a melhor interagdo com NS1, de modo que esta
interacdo possa interferir na atividade da proteina de bloquear
mediadores do interferon e assim, resultar na reducdo da eficiéncia de

replicacdo do virus.



29

2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais:

A proteina NS1 €& importante na infeccdo pelo hRSV, por
intermediar a interacdo das proteinas envolvidas na replicacdo e
transcricao viral, bem como inibir a via de producéo do interferon tipo I.
Assim, moléculas que apresentem interacdo com a proteina NS1
poderiam interferir na ligacdo da NS1 com proteinas parceiras e, desta
forma, estariam representando um obstaculo a eficiéncia de replicacdo do
hRSV.

Devido a sua importancia para a replicacéo viral e interagdes virus-
hospedeiro e o fato de que é altamente conservada entre as estirpes do
Virus Sincicial Respiratorio, € necessaria a investigacao da interagcdo com
ligantes no intuito de buscar uma molécula que interfira na funcdo da
NS1, uma vez que se considera esta proteina um importante alvo para
bloquear o processo de replicacéo e infectividade do virus. Baseando-se
no fato dos flavonoides serem substancias naturais, com caracteristicas
farmacoldgicas bem descritas, com alta absor¢cdo e poucos efeitos
adversos, associado ao fato de existirem trabalhos comprovando suas
atividades antivirais, esta classe de moléculas foi escolhida para a
identificacdo de ligantes que interajam com a proteina NS1.

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo identificar o
flavondide que apresente a melhor interagdo com NS1, de modo que esta
molécula possa ser investigada posteriormente em estudos para avaliar

sua capacidade terapéutica anti-hRSV.

2.2. Objetivos especificos:

Para identificar o flavonoide que apresente a melhor interagdo com

NS1, pretende-se:
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. Expressar a proteina NS1 do hRSV do tipo A em linhagem de

bactéria Escherichia coli;

. Purificar a proteina NS1;

. Quantificar a estrutura secundéria e estabilidade térmica da NS1 na
presenca e auséncia dos flavonoides;

. Analisar a interacdo proteina-flavondides por métodos
espectroscopicos de forma a identificar o flavonéide mais eficiente
na ligacdo da NS1.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Fluxograma dos experimentos realizados

A Figura 8 mostra o fluxograma das principais etapas realizadas
neste trabalho. Na primeira etapa, foram realizados experimentos de
interacdo entre a proteina NS1 e os flavondides quercetina, miricetina,
kaempferol e kaempferol-3BD. Na segunda etapa, foram realizados
experimentos mais detalhados da interacdo entre NS1 e quercetina.

i

" INTERAGAO NS1-FLAVONOIDES  INTERACAONS1-QUERCETINA

Figura 8. Fluxograma dos experimentos realizados neste trabalho.
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3.2. Expressao da proteina NS1 utilizando o plasmidio pJexpress401-
NS1

A otimizagdo de cdédons do gene NS1 e construgdo do plasmidio
pJexpress401-NS1 foi realizada junto a empresa DNA2.0 (WELCH et al.,
2009). O plasmidio adquirido foi transformado em bactéria E. coli
linhagem DH5a. para propagacéo (protocolo disponivel no anexo 1), o
plasmidio purificado utilizando o Spin Miniprep Kit (Qiagen®) (protocolo
disponivel no anexo 2), sendo, em seguida, transformado na linhagem de
expressao BL-21(DE3).

3.2.1. pJexpress401-NS1

O plasmidio pJexpress-401 possui promotor TS5 e gene de
resisténcia a kanamicina e apresenta um rendimento de expressao 20%
superior aos demais plasmidios. O mapa do gene € mostrado na Figura 9.
O sequenciamento completo do gene € mostrado no anexo 03.
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Figura 9. Mapa do plasmidio pJexpress401-NS1

3.2.2. Anédlise por bioinformatica de pJexpress401-NS1

Foi utilizada a ferramenta ProtParam para andlise de dados como
massa molecular, ponto isoelétrico, composicdo de aminoacidos,
composicao atdbmica e coeficiente de extingdo molar a partir da sequéncia
de aminoacidos mostrada no anexo 3. Tais analises incluiram a metionina

inicial e a cauda de histidina da sequéncia.
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3.2.3. Testes de inducao de expresséao

O clone contendo o plasmidio pJexpress401-NS1 em BL-21 DE3
foi inoculado em 5mL de meio liquido LB (protocolo disponivel no anexo
4) acrescido de 25ug/mL de kanamicina e 34ug/mL de cloranfenicol. O

inoculo foi incubado por 16 horas a 37°C, sob agitacdo de 100rpm.

O indculo foi, entdo, diluido em meio LB acrescido de antibidticos
na proporcao de 1:10 para o rejuvenescimento das células. O in6culo, foi
incubado a 37°C até atingir a D.O. de 0,6. Neste momento, foi adicionado
0,5mM de IPTG ao in6culo e a cultura permaneceu sendo incubada a
37°C sob agitacdo de 100rpm.

Foram coletadas aliquotas de 1mL nos tempos
TO — antes da adicao de IPTG;
T3 — 3 horas ap0s a adicdo de IPTG;

As aliguotas foram imediatamente centrifugadas a 13.400rpm por 1
minuto, sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi eluido em 50uL de
tampdo de amostra (Tris-HCI pH6,8 60mM; glicerol 25%; SDS 2%; 2-
mercaptoetanol 14,4mM; azul de Bromofenol 1%). As amostras eluidas
foram entdo submetidas a uma temperatura de 96°C por 12 minutos em
termomixer para assegurar uma desnaturacdo proteica completa. Em
seguida foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) para visualizacdo das bandas de proteinas obtidas durante os

testes de expressao.
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3.2.4. Western Blotting

O gel SDS-PAGE contendo amostras obtidas na indugéo da
expressao de NS1 foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
durante 1h a 25mAmp. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada
com tampdo de bloqueio Superblock (Thermo Scientific) em PBS. A
membrana foi, entdo incubada com anticorpo primario Tetra-His (Qiagen)
na diluicdo 1:1000 durante 1h. Em seguida, a membrana foi lavada com
PBS-Tween e incubada com o anticorpo secundario Goat Anti-Mouse 1gG,
Horseradish Peroxidase Conjugated (Sigma-Aldrich) na diluicdo de
1:10.000. A membrana foi lavada com PBS-Tween e revelada com 1-Step
TMB blotting substrate solution (Thermo Scientific). A técnica de western

blotting foi realizada pela empresa DNAZ2.0.

3.2.5. Inducgéo de expresséao de Bl-21(DE3)-pJexpress401-NS1

As culturas de Bl-21(DE3)-pJexpress401-NS1 foram
rejuvenescidas até atingirem o volume de 1,5L. Neste momento foram
incubadas a 37°C, com agitacdo de 100rpm até atingirem a DO=0,6
(600nm). Adicionou-se IPTG 0,5mM e incubou-se por mais 3 horas a
37°C com agitacdo de 100rpm. Apds trés horas a amostra foi centrifugada
a 7000rpm 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet foi armazenado em

freezer -80°C.
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3.2.6. Purificacdo da proteina NS1 por afinidade

3.2.6.1. Lise e sonicagcao da amostra

Foram utilizados os pellets congelados em freezer -80°C obtidos a
partir de 1,5L de cultura. Os pellets foram ressuspensos em 5mL tampéao
de lise (NaCl 0,6M; NaH2PO4 0,05mM; Glicerol 10% e Imidazol 40mM;
pH7,4). A solucao foi submetida a 8 pulsos de 15 segundos em sonicador
com intervalos de 15 segundos. A amostra foi, entdo, centrifugada a
7.000rpm por 30 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi

filtrado em filtro de 0,22um.

3.2.6.2. Purificacdo ndo automatizada com resina de afinidade

Foi empacotado aproximadamente 1mL de resina de niquel His60
Ni Superflow (Clontech®) em coluna PD-10 da (GE) com capacidade para
10mL. Adicionou-se 10mL de Tampéao (NaCl 0,6M; NaH2PO4 0,05mM;
Glicerol 10%; pH7,4) acrescido de 40mM de imidazol para equilibrar a
resina. Homogeneizou-se com a resina e incubou-se por 30 minutos para
ativacao da resina;

Adicionou-se 0 sobrenadante. Homogeneizou-se com a resina e
aguardando-se por 2 horas, coletando-se o lavado, em seguida.
Adicionou-se 2mL de (NaCl 0,6M; NaH2POs 0,05mM; Glicerol 10%;
pH7,4) acrescido de 40mM de imidazol. Homogeneizou-se com a resina e
apos a resina empacotar coletou-se o tampao. Esta etapa foi repetida
com tampdes contendo concentracbes crescentes imidazol (50mM,
60mM, 70mM, 80mM e 90mM) conforme mostrado na Figura 10.

Adicionou-se 2mL de (NaCl 0,6M; NaH2PO4 0,05mM; Glicerol 10%;
pH7,4) acrescido de 500mM de imidazol. Homogeneizou-se com a resina
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e apos a resina empacotar, incubou-se por 30 minutos, coletando-se o
tampdao, em seguida.

Aliguotas de 25uL foram acrescidas de 5uL de tampao de amostra
6X (Tris-HCI pH6,8 60mM; glicerol 25%; SDS 2%; 2-mercaptoetanol
14,4mM; azul de Bromofenol 1%). As amostras eluidas foram entéo
submetidas a uma temperatura de 96°C por 12 minutos em termomixer
para assegurar uma desnaturacdo proteica completa. Em seguida foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%
para visualizacdo das bandas de proteinas obtidas durante os testes de

purificacdo. A cauda de histidina nao foi removida.

Equilibrio! Amostra Lavagens - Gradiente de Imidazol ’ Eluicao
daresina _500mM _
Incubag¢io
daamostra Incubacio
por 2 horas por 30
minutos
90m
v
50mM NS1
40mM 40 Purificada

Figura 10. Etapas de purificacdo da proteina NS1.

3.2.6.3. Troca de tampéao da NS1 purificada com 500mM de imidazol

Apoés a purificagdo, foram utilizadas as colunas PD-10 Desalting
Columns - GE®, seguindo as recomendacdes do fabricante (O protocolo é
mostrado no anexo 05) para substituir o tampédo da proteina NS1. O
tampéo empregado foi preparado com NaCl 300mM; NazHPO4 50mM,;
pH7,4.
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3.3. Interacdo entre NS1 e flavondides por espectroscopia de

fluorescéncia

Com base nos estudos realizados no grupo de pesquisa, foram
selecionados quatro flavonoides, cujos valores de capacidade de
absorcdo, valores de constante de interacdo com a proteina NS1 por
docking molecular e baixa taxa de toxicidade celular foram significativos
(Araujo, G. C., dados em elaboracédo). Os quatro flavondides selecionados
foram: Quercetina (Q4951 - Sigma Aldrich®), Miricetina (M6760 - Sigma
Aldrich®), Kaempferol (K0133 - Sigma Aldrich®) e Kaempferol-3-B-D-
glicopiranosideo (Kaempferol 3BD) (79851 - Sigma Aldrich®). As
estruturas dos flavondides selecionados para o ensaio de interacdo por
espectroscopia de fluorescéncia com a proteina NS1 sdo mostradas na
Figura 11. Comparando-se as estruturas dos flavondéides abaixo observa-
se que a miricetina apresenta um radical hidroxila a mais que a
quercetina, na posicdo 3' do anel benzénico B, enquanto o Kaempferol
difere da quercetina pela auséncia de um radical hidroxila na posicéo 5'
do anel benzénico B. O Kaempferol-3-B-D-glicopiranosideo apresenta

uma glicosilagéo na posicao 3 do anel pirano central.
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Figura 11. Estrutura dos flavonéides. A) Querceina; B) Miricetina; C) Kaempferol e D)

Kaempferol 3-B-D-glicopiranosideo.

3.3.1. Preparo das solucdes de flavondides e de proteinas

A amostra de proteina purificada foi mantida em tampdo NaCl

300mM; Na2HPos 50mM, pH7,4, em gelo. As solugbes estoque dos

flavondides Quercetina (coeficiente de particdo agua/octanol - logP =
1,48), Miricetina (logP = 1,42), Kaempferol (logP = 2,0) e Kaempferol-3-3-
D-glicopiranosideo (logP = 1,1) (Sigma Aldrich®) foram preparados em
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etanol 90%, em virtude da solubilidades destes compostos.

3.3.2. Medidas espectrofotométricas e equipamentos

Os espectros de absorcdo dos ligantes nas faixas ultravioleta e
visivel (UV/Vis) foram obtidos com espectrofotdmetro Cary-3E (Varian,
Palo Alto, CA) em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico em
temperatura ambiente, nas seguintes condi¢des: velocidade de varredura

600 nm/min, intervalo de 1nm, abertura de fenda 2,0 nm.

As medidas de UV/Vis foram utilizadas para se determinar as
concentracbes estoque das amostras da proteina NS1 e os ligantes
Quercetina, Miricetina, Kaempferol e Kaempferol 3-B-D-glucopyranoside
(Kaempferol 3BD). As solucdes estoque de quercetina (MM=338,3g/mol)
Miricetina (MM=318,24g/mol), Kaempferol (MM= 286,23g/mol) e
Kaempferol 3BD (MM=448,38g/mol) foram preparadas em 10% de agua
Milli-Q e 90% de etanol PA. A solucdo estoque de proteina NS1 foi
preparada em solucdo tampao 300mM de NaCl; 50mM de Naz:HPOas,
pH7,4. Na determinacdo da concentracdo da solucdo estoque dos
flavondides foram utilizados os seguintes coeficientes de extingdo molar:
quercetina £375=21.880 M-cm* em 375nm (Merck); miricetina £378=20.400
cmIM1 em 378nm, kaempferol £363=17.680 M cm, kaempferol 3BD
£351=38.720 M1 cm e no célculo da concentracdo da proteina NS1 foi
utilizado o valor do coeficiente de extingdo molar £280=10.220cm*M1 em
280nm (estimado pela ferramenta Expasy-ProtParam - GASTEIGER et
al., 2005).
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3.3.3. Titulagcdes espectrofluorimétricas para verificacdo da interacao

entre a NS1 com os ligantes

As medidas de fluorescéncia foram realizadas com
espectrofluorimetro Cary Eclipse, Varian®, em cubetas de quartzo de 1 cm
de caminho éptico, em temperatura de 25°C. A abertura das fendas de
excitagcdo e de emissao foi ajustada em 0,5 nm, com excitagdo em 280nm
e emissao entre 290 e 500nm. Tais medidas foram realizadas de maneira
a auxiliar na escolha de um flavondide promissor na interacdo com a
proteina NS1, para posteriormente realizar estudos termodindmicos com

0 mesmo.

As medidas da interacdo da proteina com os flavonoides foram
realizadas coletando-se os espectros de fluorescéncia da proteina e
acompanhando-se a diminuicéo (supresséo) da intensidade dos mesmos
apos a adicao de ligante na solucao.

Embora experimentos de supressdo sejam simples, h& varios
problemas que podem ocorrer. Deve-se examinar sempre o espectro de
emissdo em condicdes de maxima supressdo. A medida que a
intensidade diminui a contribuicdo da fluorescéncia de fundo pode tornar-
se significativa. Supressores sao muitas vezes utilizados em altas
concentragbes, e 0S supressores em si podem conter impurezas
fluorescentes. Além disso, a intensidade dos picos de espalhamento
Raman e Rayleigh de 4gua é independente da concentracdo do agente
supressor. Assim a contribuicao relativa do espalhamento da luz aumenta
sempre com o0 aumento da supressao. O efeito de filtro interno, devido a
absorcdo, pode diminuir a intensidade de fluorescéncia aparente, e,
assim, distorcer os dados de supressao. Independentemente do agente

supressor a ser usado, € importante para determinar se os efeitos do filtro
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interno sao significativos. Se os efeitos de filtro interno estéo presentes as
intensidades de fluorescéncia observadas devem ser corrigidas
(LAKOWICZ, 1999). Borissevitch, em 1999, descreveu a necessidade de
correcédo pelo filtro interno, uma vez que a nao utilizagdo deste pode
resultar em alteracbes nos valores das constantes de Stern Volmer. O

fator de correcéo (filtro interno) € determinado pela equacéao:

A A L-10" fi-10")
AA =10 Ji-10") ™

7’]:

onde n é o fator de correcdo do filtro interno; Axo e Ayo representam,
respectivamente, a absorcdo do fluoréforo (NS1) nos comprimentos de
onde de excitacdo e emissdo; Axi e Ayi representam, respectivamente, a
absorcédo total do fluoréforo (NS1) e do supressor (flavondides) nos
comprimentos de onda de excitagao e emissao.

Substituindo-se A pela relacao:

A=¢cl

(8)

onde A representa a absor¢céo dada pela relacdo entre ¢, c e |, 0s
quais representam, respectivamente, o coeficiente de extingdo molar, a
concentracdo da solucdo estudada e o caminho Optico utilizado na

medida. Assim, teremos para o caso da interacdo NS1-flavondides:

_ (NSlz,, X[NSI])(NS L, XINS1] + Lige,,, X[Lig]) (L—10" (ot Jq _ g (NSewnlNSiF Ligerllid) )

~ (NSlg,, X[NSL])(NSLs,, X[NS1] + Lig e, x[Lig] J{1 — 10 (NstewemdNStD 1 _ 7 -(NStesemxINStlsLigem(Lich |
9)
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onde, NSleem representa o coeficiente de extingdo molar da proteina
NS1 no comprimento de onda de emissdo, NSlewex, 0 coeficiente de
extincdo molar da proteina NS1 no comprimento de onda de excitacéo,
Ligerem, O coeficiente de extingdo molar do ligante no comprimento de
onda de emisséo, Ligeiex, 0 coeficiente de extingdo molar do ligante no
comprimento de onda de excitacdo e, [NS1] e [Lig] representam a

concentracdo da proteina NS1 e do ligante (flavondide), respectivamente.

3.3.4. Célculo dos parametros de interacéo

No caso do mecanismo de supressdo estatica, onde o ligante
ligado suprime totalmente a fluorescéncia da proteina, a suposicao
adotada €& que os sitios de ligacdo na proteina sdo iguais e
independentes. Este modelo permite escrever a equacéo de equilibrio de

reacdo, como:

P+L—>LP

LP+L—>LP
LP+L—LP
L P+L—>LP (10)

Admitindo que os sitios de ligacdo na proteina séo iguais e

independentes, ou seja:

Kbi= Kb2=.....= Kon=[LnP]/[L{]"[P1]

Kb1= Kb2=.....= Kon=Kb
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< [P

onde [P] € a concentragdo de proteina livre, [L] € a concentracdo de
ligante livre e [LnP] é a concentragdo de complexo Proteina-ligante com

constante de ligacao Kbo.

Assumindo um modelo de dois estados no qual a proteina na
solugdo encontra-se complexada com o ligante ou livre, ou seja,
[Pi=[LnP]+[P1], onde [Pi & a concentracdo de proteina ndo complexada
com ligante ou proteina livre, de tal forma que a razéo entre a intensidade
de fluorescéncia da solucdo que contém proteina livre (sem a presenca
de ligante) Fo e a intensidade de fluorescéncia apos a adi¢do de ligante na
solucdo F é igual a razdo entre a concentracdo de proteina livre e
proteina ligada:

[R]_

[P]

T |om

(12)
A relacdo entre a concentracdo de ligante total, ligante livre e
variacao de fluorescéncia pode ser descrita pela relagéo:

F,—F
FO

[L]=[L1-( )R]

[LI-[L=[L]=[LP]

F,—F

[L,P= (5

)R]

. F—F 1 \
Kb:( OF )( FO—F )
0

L]~ O)IR]
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Fo

— ") —nlog(K,)+nlog[L, —(°=F

- =R

log(
(13)

onde, Fo e F sdo as fluorescéncias antes e apds a adicao de ligante [L]
(quercetina, mericetina, kaempferol e kaempferol 3BD com a proteina
NS1).

Atraves do gréfico log[(Fo-F)]/F] versus log(1/[Quercetin]-[NS1] [(Fo-
F)]/Fo]) onde se observa dependéncia linear, pode-se obter os valores
relativos ao nimero n de sitios de ligacdo da proteina e a constante de

associagao Kb relativa a interagcéo dos ligantes com a proteina.

3.4. Estudos de interacdo entre a proteina NS1 e o flavondide

guercetina

A partir dos resultados de interacdo por titulacbes fluorimétricas
entre NS1 e flavondides, a quercetina foi selecionada para a realizacdo de
estudos mais detalhados de interagcdo. Para tal, foi padronizada a
purificacdo da proteina NS1 por meio de purificador AKTA (GE
HEALTHCARE LIFE SCIENCES), no intuito de aumentar a concentracao

da amostra de proteina.

3.5.1. Purificacdo da proteina NS1 em resina de afinidade em sistema
AKTA

O pellet (proveniente de cultura de 1,5L obtida nas condi¢cdes
descritas no item 3.1.5) foi eluido em 40mL de tampéo de lise (TRIS
50mM; NaCl 100mM; BMe 5mM; pH 8,0) e 0,5mL de inibidor de protease
Sigma Protease Inhibitor Cocktail, Animal Component Free (13911-1BO).
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As amostras foram submetidas a 20 pulsos de sonicacdo na poténcia 5
com duracdo de 10 segundos de sonicacao e intervalos de descanso de
50 segundos para ndo superaquecer a amostra. O processo foi realizado
em banho de gelo. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 60
minutos a 28.000 x g, a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22um.
Em seguida, o lisado foi aplicado a um fluxo constante de 0,5mL/min a
resina de niquel His60 Ni Superflow (Clontech®) previamente equilibrada
com o tampao de purificacdo (50mM TRIS, 100mM NaCl, 1mM BMe; pH
8,00 e acoplada ao purificador AKTA (GE HEALTHCARE LIFE
SCIENCES) Purifier (GE®). A coluna foi, entdo lavada com tampéo de
purificacdo contendo 40mM de imidazol até que a linha de base fosse
atingida para remogao de contaminantes. A eluicdo da NS1 foi realizada
com tampéo de purificagdo contendo 200mM de imidazol e as fragdes
coletadas foram analisadas por SDS-PAGE. A troca de tampédo das
fracbes puras foi realizada como descrito no item 3.2.6.3, utilizando-se
tampao NaCl 150mM; Na2HPO450mM; pH7,4 e estocadas a 4°C.

3.5.2. Titulacdo espectrofluorimétrica da proteina NS1 com o

flavondide quercetina

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas
em espectrofotdmetro PC1 Photon Counting?, utilizando cubetas de
qguartzo com 1lcm de caminho Optico. As medidas foram realizadas nas
temperaturas de 25°C, 31°C e 37°C nas seguintes condicdes: excitacao

em 280nm, emissao entre 290-500nm e abertura de fenda de 1mm.

! Para as titulagdes com os quatro flavondéides foi utilizado o espectrofluorimetro Cary
Eclipse (Varian) e para os estudos mais detalhados com quercetina foi utilizado o

espectrofluorimetro PC1 Photon Counting.
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A interacdo entre NS1 e quercetina foi realizada por meio de adicéao
de quantidades crescentes de ligante a cubeta contendo 16,3uM de NS1
até a razdo molar de 2 ligantes por proteina. A emissdo da proteina foi
acompanhada em 336nm. Os dados foram posteriormente analisados
pela relacdo de Stern Volmer (LAKOWICZ, 1999) e, pelo método descrito
por Bi et al. (2004) do item 3.2.4.

3.6. Dicroismo circular e desnaturacao térmica

As medidas de CD foram realizadas em espectropolarimetro Jasco
J-810, a temperatura ambiente, em cubeta de 0,5cm de caminho 6ptico. O
espectro entre 200 e 260nm foi acumulado a uma velocidade de
20nm/min, com resposta de 2s e abertura de fenda de 1,0nm, realizando-
se 10 acumulacdes.

As medidas de desnaturacdo térmica foram realizadas em
espectropolarimetro Jasco J-810 acoplado a um sistema peltier, no
intervalo de temperatura de 20°C a 80°C, com velocidade de aquecimento
de 1°C/min e leituras a cada 5°C. Foi utilizada cubeta de 0,5cm de
caminho éptico, com leitura em 222nm, com resposta de 2s e abertura de
fenda de 1,0nm, realizando-se 3 acumulagbes. Tais experimentos foram
realizados para a proteina NS1 sem adicdo de ligantes e para a proteina
acrescida do ligante quercetina na razdo molar de 5 ligantes por proteina.

3.7. Determinacdo da composicao de estruturas secundarias por
deconvolucédo espectral das medidas de CD e dos parametros
termodinamicos do sistema proteina e proteinal/ligante através de

Desnaturacdo Térmica
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O principio basico envolvido na analise dos espectros de CD de
proteinas e utilizado no calculo da fracdo de estruturas secundarias é que
0 espectro de CD da proteina, 0., pode ser expresso como uma

combinacéo linear de espectros puros de estruturas secundarias:
0, = Z fk®k,i 14)

onde fk € a fragdo de estrutura secundaria e Ok é 0 espectro padrdo da

estrutura secundaria k.

A fracdo de estruturas secundarias foi calculada utilizando-se o
programa de deconvolugéo espectral CDPro (Sreerama & Woody, 2000).
Com estes dados foi possivel verificar a integridade da proteina alvo
assim como possiveis alteracdes nas proporcdes de fragdes de estruturas
secundarias induzidas na formacdo do complexo da proteina com o

ligante.

As curvas de desnaturacdo térmica foram obtidas através do
monitoramento das mudancas de elipticidade em 222nm com o aumento
da temperatura a uma taxa constante de 1°C/min na faixa de temperatura

a de 20°C a 80°C, com medidas dos espectros a cada 5°C.

Num processo de desnaturacao térmica, assumindo um processo
de dois estados N<D, a constante de equilibrio do processo de
desnaturacéo Kp é dada por:

Ky = To (15)
fN

Onde fp é a fracdo de proteina desnaturada e fn é a fracdo de
proteina no estado nativo, ou seja, fn=1-fp

Na temperatura de melting, Tm fn= fDn, portanto Kpo=1, logo
In(Kp)=0. Portanto num grafico de In(Kp) vs Temperatura, a temperatura

de melting é obtida quando In(Kp)=0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Dados fornecidos pela ferramenta ProtParam

Utilizando a sequéncia nucleotidica do gene NS1, o programa
ProtParam (GASTEIGER et al.,, 2005) forneceu dados inerentes a
proteina NS1 produzida ap6s a otimizacdo de cédons do gene. NS1
apresenta 145 aminoacidos, com massa molecular de aproximadamente
16kDa, coeficiente de extingdo molar e280nm=10.220 cm*M, utilizado no
calculo da concentracdo das amostras da proteina e ponto isoelétrico
tedrico de 6,33, utilizado para a escolha do pH dos tampbes para

purificacéo e titulacdes (dados mostrados na Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas da proteina NS1 geradas pelo programa ProtParam.

Numero de aminoacidos 145
Massa Molecular 16kDa
Pl tedrico 6,3
Formula C721H1141N1970215S11
Numero total de atomos 2285

Coeficiente de Extingdo Molar 10.220cm Mt
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4.2. Inducéo da expresséao e purificacdo da proteina NS1

A Figura 12 mostra os resultados do gel da indugé&o da expressao
de NS1 utilizando o plasmidio pJexpress401-NS1, no qual observa-se na
segunda, terceira e quarta colunas, amostras coletadas antes da inducéo,
1 hora apés a inducao e trés horas apds a inducéo, respectivamente. A
proteina expressa com aproximadamente 16kDa € mostrada na coluna 3,
utilizando-se as seguintes condicdes: 0,5mM de IPTG, 3 horas apés a
inducdo, a 37°C. A expressao foi confirmada pelo western blotting? (Figura
13), no qual se observa a proteina NS1 presente no lisado total da
amostra induzida (terceira coluna) e no sobrenadante da amostra induzida

apos sonicacgao (quinta coluna).

2 Western blotting realizado pela empresa DNA2.0.
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Figura 12. Gel SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 referente ao
teste de inducdo da expressdo de NS1. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder;
Coluna 2: Lisado total antes da adicdo de IPTG; Coluna 3: Lisado total 1 hora apos da
adicdo de IPTG a Coluna 4: Lisado total apés 3 horas da adicédo de IPTG.
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Figura 13. Western Blotting da proteina NS1. Coluna 1: Marcador de massa molar,
Coluna 2: Lisado total ndo induzido; Coluna 3: Lisado total da indu¢cdo com 0,5mM de
IPTG; Coluna 4 Sobrenadante apds sonicacdo da amostra ndo induzida; Coluna 5:
Sobrenadante apés sonicacdo da amostra induzida com 0,5mM de IPTG; Coluna 6:
Lisado total do controle positivo.
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Para a purificacdo ndo automatizada da NS1 por afinidade, a
melhor condi¢cdo encontrada foi a realizacdo de um gradiente néo linear
de imidazol, com o qual se obteve a proteina NS1 pura, 16kDa, como
pode ser observado na Figura 14. A coluna 2 mostra o flow through da
purificacdo, as colunas 3 a 8 mostram as lavagens de 40 a 90mM de
imidazol e a coluna 9 mostra a proteina pura obtida com 500mM de

imidazol.

Figura 14. SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 referente
purificacdo da proteina NS1. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder; Coluna 2:
Flow through da amostra. Colunas 3 a 8: Lavagens com 40mM, 50mM, 60mM, 70mM,
80mM e 90mM de imidazol respectivamente. Coluna 9: Elui¢cdo da proteina NS1 com
500mM de imidazol.
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Os resultados mostraram que a proteina pode ser purificada por
método ndo automatizado, entretanto a concentracdo de proteina obtida
por este método € baixa (aproximadamente 1uM). Também é possivel
observar que a proteina esta localizada nos géis (Figura 12 a Figura 14)
ligeiramente abaixo do marcador de massa molar de 15kDa. Sup0be-se
que tal fato tenha ocorrido em decorréncia de que a massa molar destes
marcadores é estimada e sua migracdo € influenciada pela composicéo

do tampé&o escolhido para a corrida de eletroforese e pela matriz do gel.

4.3. Interacado entre NS1 e flavondides por analises espectroscopicas

4.3.1. Espectroscopia de absorgédo UV-Vis

Os espectros de absorcdo dos flavonoides estdo mostrados na
Figura 15, tendo os mesmos apresentado dois picos de absorcéo
caracteristicos, um na imediacdo do comprimento de onda de 260nm e
outro em 375nm, exceto para o kaempferol que estd em torno de 350nm.
Estas caracteristicas sdo importantes para o célculo das concentracées
das solucdes utilizadas nos experimentos. A concentracdo dos estoques
das solucdes utilizadas, as quais foram determinadas por meio dos
espectros de UV-Vis foram: [NS1]=1,05uM; [Quercitina]=0,85mM;
[Miricetina]=1,33mM; [Kaempferol]=1,03mM e [Kaempferol3BD]=0,51mM.
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Figura 15. Espectros da absorbancia molar pelo comprimento de onda, mostrando os
espectros de UV-Vis dos flavonéides utilizados. A) Miricetina; B) Kaempferol; C)
Kaempferol-3-B-D-Glicopiranosideo e; D) Quercetina.

4.3.2. TitulacBes Espectrofluoriométricas

Quando se verifica os resultados dos espectros de titulacédo obtidos
(Figura 16), estes indicam a supressao da fluorescéncia com a adigéo de
ligante na solucdo. Espectros analogos séo obtidos nos diferentes
experimentos realizados neste trabalho para os demais flavondides.
Nesta figura, pode-se visualizar o decréscimo do espectro de
fluorescéncia no sentido de 1 para 13. Também é possivel observar que
ndo ha deslocamento do pico de fluorescéncia da proteina quando
acrescida de ligantes, indicando que ndo ha contribuigéo da fluorescéncia
dos anéis aromaticos dos flavonoides neste comprimento de onda. A

supressao de fluorescéncia € um indicativo de que o ambiente proteico
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esta sendo perturbado. Este efeito indica interacdo ente o ligante e a
molécula proteica, porém nao permite ainda caracterizar o tipo de

interacéo.

Miriceting » ) Kaempferol 3BD
) ,

13

Intensidade (u. a.)
Intensidade (u. a.)

450

A (hm)

ok Kaempferol of Querceting
1

Intensidade (u. a.)
Intensidade (u. a.)

Figura 16. Espectros de emissdo de fluorescéncia do sistema NS1-flavondides.
Concentracao da [NS1]=1,05 uM. T=298K. Razado Molar Ligante/Proteina = 0,0 (1); 0,25
(2); 0,49 (3); 0,99 (4); 1,48 (5); 2,47 (6); 3,46 (7); 4,94 (8); 6,42 (9); 8,40 (10); 10,38 (11);
12,85 (12) e 15,32 (13). A seta indica a dire¢@o da supressdo de fluorescéncia com o
aumento da concentracdo de flavonodides na solucdo de proteina. A) Miricetina; B)
Kaempferol 3BD; C) Kaempferol e; D) Quercetina.

Inicialmente foram analisadas as variacdes de fluorescéncia da
NS1 com o acréscimo de ligante na solucdo, de forma a se obter uma
faixa de variacdo da razao Ligante/Proteina com valores inferiores até
valores bem superiores a unidade de emissdo da proteina. No caso
estudado os valores da raz&o variaram de 0,0 até 20, como mostrado no
grafico da Figura 17. O grafico da variagcdo percentual da fluorescéncia
observada em funcédo da razdo Ligante/Proteina permite observar que,

em todos os experimentos realizados, foi atingida a regido de saturagao
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com uma variacdo de aproximadamente 60% da fluorescéncia inicial
observada para NS1. Verifica-se que este comportamento € semelhante
para todos os flavonoides utilizados. A variacdo da fluorescéncia
observada (fobs) indica a fracdo da fluorescéncia inicial que foi acessivel
ao supressor e seu grafico € uma modificacdo do gréafico de Stern Volmer
(LAKOWICZ, 1999), sendo descrita por:
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Figura 17. Fracdo de variacdo da fluorescéncia observada (fos) em funcdo da razédo (r)
entre as concentracdes de flavondides e da NS1, onde se verifica a ampla faixa de
valores de r utilizadas nos experimentos realizados de forma a garantir a validade dos
modelos experimentais de tratamento dos dados. A) Kaempferol-3-3-D-Glicopiranosideo
(m); B) Miricetina (m); C) Kaempferol (m) e; D) Quercetina (m).
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Nos experimentos realizados, embora os flavonéides tenham sido
preparados em etanol 90%, o volume total de etanol na solugcdo contendo
a proteina e o ligante, apds as titulacbes, ndo ultrapassou 2,7% do
volume total da solucdo, ndo afetando desta forma a estrutura terciaria da
proteina, uma vez que concentracbes acima de 10% de etanol sao
necessarias para causar discretas alteracdes na estrutura proteica
(TABOADA et al., 2007).

Para verificar o tipo de supresséo e, portanto o tipo de interacao
existente entre a NS1 e os flavondides, os dados experimentais foram
analisados para determinar a relacdo entre a variacdo da razdo das
fluorescéncias do estado livre com o ligado em funcdo do acréscimo de
ligante, grafico Fo/F versus [L], o qual nos fornece o valor da constante de
Stern-Volmer Ksv (equagéo 1). Na Figura 18 séo apresentados os graficos
de Sten volmer referentes aos experimentos realizados e na Tabela 4 os
valores de Ksv obtidos por meio da declividade do grafico. O software
Origin 8.5.1 foi utilizado para a construcao dos gréficos, bem como o

calculo do melhor ajuste linear para cada gréfico.
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Figura 18. Grafico de Stern-Volmer da supresséao da fluorescéncia da proteina NS1 pelos
diferentes ligantes utilizados. A) Kaempferol-3-B-D- Glicopiranosideo (m); B) Quercetina;
C) Kaempferol (m), e D) Miricetina (m). O coeficiente angular representa o valor da Ksy.

Tabela 4. Valores de Ksv obtidos nas diferentes interagBes realizadas entre a proteina
NS1 e os flavondides. T=298K.

Flavondides

KsvX 10°M1

Miricitina
Quercetina
Kaempferol3BD

Kaempferol

3,1+0,7
3,0+0,5
2,9+0,5

2,7+0,5

Ksv: Constante de Stern Volmer
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Nos resultados mostrados na Figura 18, a linearidade observada
entre Fo/F e [L], e os valores das constantes de Stern-Volmer para as
interacdes entre os flavondides e a proteina NS1 indicam interacao entre
a proteina e o ligante. No caso da NS1 este tipo de interacdo tem uma
importancia na proposta de bloquear a interacdo desta proteina com
outras proteinas que sdo alvo de interacdo, pois a ligacdo do flavonoide
na NS1 pode causar mudancas conformacionais locais, levando ao
impedimento do acesso ao sitio de ligacdo e, por conseguinte,
bloqueando a interacdo com as demais proteinas virais e celulares. Tais
mudancas na estrutura terciaria da proteina, ndo necessariamente
alteram a porcentagem de componentes de estrutura secundaria da

mesma.

A evidéncia mostrada na Figura 18 é confirmada quando se analisa
os valores das constantes de Stern-Wolmer (Ksv), a qual € da ordem del0-
5, indicativa de ligacdo forte. Vale ressaltar ainda que a proteina NS1
apresenta um triptofano e a contribuicdo de suas trés tirosinas € pequena,
indicando que a supressdo da fluorescéncia é devida a interacdo do
ligante & uma regido préoxima ao triptofano de forma a permitir a

supresséao da fluorescéncia.

4.3.3. Célculo dos parametros de interacdo

Nos resultados do gréfico log[(FO-F)]/F] vs log(l/[Ligante]-[NS1]
[(FO-F)]/FQ]) (Figura 19) gerados pelo software Origin 8.5.1, pode-se obter
os valores relativos ao namero de ligantes por proteina (n) e a constante
de associagcdo aparente Kp da interagcdo dos ligantes quercetina;
miricetina, kaempferol, kaempferol-3-B-D-Glucopyranosyde com a
proteina NS1, conforme modelo descrito na equagéo 11. Na Figura 19

sdo apresentados os resultados referentes as titulagbes das proteinas
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com os ligantes, sendo que os valores de Ky e n para cada interagéo séo

apresentados na Tabela 5.
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Figura 19. Gréficos log[(FO-F)]J/F] vs log(1/[Ligante]-[NS1] [(FO-F)]/FQ]) a 298K para a
interacdo NS1 com A) Quercetina(m); B) Kaempferol (m); C) Kaempferol-3-3-D-
Glicopiranosideo (m) e; D) Miricetina (m).

Os valores da constante de ligacdo Kb, referentes a interagéo da
proteina NS1 com os flavondides quercetina, miricetina, kaempferol e
kaempferol-3-B-D-Glucopyranosyde (Figura 19) indicam interacédo de alta
afinidade. E consenso na literatura considerar a seguinte classificaco:
constantes da ordem de 10-10? como interacdes de afinidade fraca, 103
como interagdes de afinidade moderada e, acima de 10%, interagdes de
afinidade forte. Outro dado importante obtido refere-se a estequiometria

da interacdo, indicando que ha um unico sitio de ligacdo na NS1 para
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qualquer um dos quatro flavondides estudados (n=1).

Tabela 5. Constantes de ligagdo K» e niumero de sitios de ligacdo n para a reagdo de
NS1 com flavonoides. Temperatura 298K.

Flavondides Kb (x10° M) n Kb (x10)
Miricitina 3,80+0,10 0,99+0,04 2,63+0,07
Quercetina 3,61+0,09  0,95+0,02 2,77+0,07

Kaempferol3BD  3,05+0,05 0,97+0,01 3,28+0,05

Kaempferol 2,93+0,07  0,98+0,02 3,41+0,08

Kp: Constante de ligagdo; Kp: Constante de dissociagdo; n: Nimero de ligantes por sitio.

Os valores de Kp mostrados na Tabela 5 indicam uma sequéncia
preferencial de interacdo dos flavonoides estudados com a NS1, sendo
esta sequéncia dada por: Kaempferol = Kaempferol 3BD < Miricetina =
Quercetina. Para todas as interacdes entre NS1 e flavondides obteve-se 1
ligante por sitio. Os valores de Kp indicam que para que ocorra a
interacdo é necessdaria uma quantidade de ligante da ordem de 10
(micromolar), reforcando que se trata de uma interacdo forte, o que é
fisiologicamente relevante uma vez que € necessario pouco ligante para

que ocorra a interacdo com a proteina.

Em uma etapa posterior, a discriminagdo da especificidade da
interacdo entre um flavondide escolhido (quercetina) e a NS1
(reconhecimento molecular) foi realizada por meio da analise
termodinamica da interacdo, ou seja, por meio do calculo de Ko em

diferentes temperaturas, 0 que permite analisar 0s parametros



66

termodinamicos envolvidos na interacdo como: energia livre, entalpia e
entropia. Estes dados sdo importantes na analise da especificidade da
interacdo do flavondide com a NS1, permitindo uma melhor compreensao
de como a estrutura do flavondide € importante nesse tipo de interacao.
Estas analises foram realizadas por técnicas de fluorescéncia e de
dicroismo circular, ambas complementares neste tipo de analise,

conforme descrito a sequir.

4.4. Estudo das interacdes entre NS1 e quercetina

ApOs a realizagdo dos testes iniciais com todos os flavonodides, o
flavonoide quercetina foi selecionado para a realizacdo de estudos
termodinamicos. Tal escolha ocorreu ndo apenas pelos valores obtidos
das constantes de interacdo entre NS1 e quercetina, mas também em
decorréncia do fato da quercetina ser o flavondide mais estudado, com
uma distribuicio ampla na natureza e de facil aquisicdo comercial,
associado ao fato de a quercetina ter baixa toxicidade e uma
farmacocinética bem conhecida (GONZALEZ et al., 2009) e nao
apresentar efeitos adversos, o que € altamente desejavel quando se
procura uma substancia para uso farmacoldgico. Outro fato importante
foram os relatos de que a quercetina apresenta diversas atividades
antivirais, inclusive tendo sido descrita como inibidora da infeccdo e

replicagdo de hRSV (KAUL et al., 1985).

Zandi et al. (2011) testaram os efeitos antivirais de flavonoides
contra o Dengue Virus do tipo 2 (DENV) em células Vero e seus
resultados mostraram que a quercetina exibiu propriedades significativas
de inibicdo da replicacdo de DENV, afetando a replicacédo intracelular do
virus DENV enquanto Bachmetov et al. (2011) demonstraram a supressao

da replicacdo do Virus da Hepatite C pela quercetina, mediado pela
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inibicdo da atividade da protease NS3. Outro estudo, realizado por Choi et
al. (2009), mostrou inibicdo da replicacdo viral na fase inicial da infeccao
pelo Virus Influenza A na presenca de quercetina-3-ramnosideo. Por fim,
um ensaio de atividade antiviral utilizando quercetina e outros flavonoides
em reducédo de unidades formadoras de placas (pfu) (KAUL et al., 1985)
mostrou que a quercetina apresenta propriedades de reducdo da
infectividade e da replicagao intracelular do hRSV. Tais dados mostram a
importancia dos flavondides, em especial, quercetina e seus derivados,
tem inibido diferentes tipos virais e suas atividades. Uma vez que foi
descrito que a quercetina inibe a replicacdo hRSV, € necessario investigar
se esta inibicdo estd ocorrendo por meio de interagBes entre a quercetina
e as proteinas do hRSV, NS1 em especial, uma vez que esta é conhecida

por auxiliar na eficiéncia da replicacao viral.

Para a realizacdo de experimentos de interacdo entre a NS1 e a
quercetina, o processo de purificagdo da proteina foi padronizado
novamente, utilizando-se desta vez, o cromatografo liquido AKTA (GE
Healthcare Life Sciences), aumentando-se, assim, a eficiéncia de
purificacdo. Nos experimentos de titulacdo por espectroscopia de
fluorescéncia, os pontos de titulacdo foram concentrados na regiao
compreendida entre as razdes molares entre ligante e proteina de 0 a 2,

regido utilizada para obter valores de n e Kbp.

4.5. Purificacdo em sistema AKTA (GE HEALTHCARE LIFE
SCIENCES)

O gréfico resultante da purificacdo usando o cromatografo liquido
AKTA Purifier (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES), pode ser visto na
Figura 20, no qual podemos visualizar dois picos de contaminantes que

sdo removidos com a lavagem de 40mM de imidazol e o pico da proteina
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pura (seta) obtido com a eluicdo de 200mM de imidazol. O gel mostrado
na Figura 21 permite visualizar, na coluna 2, a fracdo de proteina NS1
pura obtida com a eluichdo de 200mM de imidazol. A utilizacdo do
cromatégrafo liquido AKTA (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES)
propiciou uma maior eficiéncia na purificacdo da NS1, aumentando a
concentracdo da NS1 obtida por purificagdo, que foi elevada de 1uM

(utlizando purificagdo ndo automatizada) para 16uM (purificador AKTA).
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Figura 20. Cromatograma da purificacdo da NS1 em sistema AKTA (GE HEALTHCARE
LIFE SCIENCES) (lavagem e eluicdo). Em preto, absorcdo em 280nm, em vermelho,
concentracdo de imidazol. A seta indica o pico da proteina pura.
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Figura 21. Gel SDS-PAGE corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 mostrando a
proteina purificada. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder; Coluna 2: NS1 pura.

4.6. TitulacOes espectrofluorimétricas

A concentracdo das solugOes, determinadas por UV-Vis, foram
16.3uM para NS1 e 7.1mM para Quercetina. Foram analisadas as
supressdes ocorridas na fluorescéncia da proteina NS1 em decorréncia da
adicdo de quercetina até atingir-se a razdo molar de ligante:proteina na
ordem de 2:1 (Figura 22) nas temperaturas de 25°C, 31°C e 37°C. A adicéo
do ligante a solucdo contendo a proteina mostrou supressdo da
fluorescéncia a medida que a concentracdo do ligante aumentou, causando
decréscimo no espectro de fluorescéncia. A influéncia da absorcdo da
guercetina na regido de emissao da proteina foi corrigida pelo célculo do

filtro interno, conforme descrito no item 3.3.3.



70

2.0 2.0

1 31°Q 37°gQ
5 1 1 1
o 1.5 = - 1.5
—
=
— T
©
1.0 -4 1.0
D
=
< J
=
8 0.5 - 0.5
g 11 11
— 11 i
11
0.0 L L L 0.0

300 350 400 450 300 350 400 450 300 350 400 450 ’
Comprimento de onda (nm)

Figura 22. Espectro de emissdo do complexo NS1-Quercetina. Concentracdo de NS1
[NS1]=16.3uM. A razdo molar Ligante:Proteina em cada titulagéo foi 0,0 (1); 0,21 (2);
0,44 (3); 0,65 (4); 0,87 (5); 1,09 (6); 1,30 (7); 1,52 (8); 1,74 (9); 1,95 (10) e 2,18 (11).
pH=7.4; Aex=280nm; Aem=290-500nm; T=298K. A seta indica o sentido de supressdo da
fluorescéncia.

A supresséo da fluorescéncia por via estatica ou dindmica pode ser
diferenciada através da sua dependéncia com a temperatura
(LAKOWICZ, 1999). Os gréaficos de Stern-Volmer da interacdo de
Quercetina com NS1 nas temperaturas de 25°C, 31°C e 37°C, conforme
mostrado na Figura 23, e os valores de Ksy obtidos pelas declividades do
grafico da Figura 18, mostrados na Tabela 6, indicam que o mecanismo
de supresséao da fluorescéncia mais provavel € o processo dinamico, uma
vez que os valores de Ksy aumentam com o aumento da temperatura.
Estes valores de Ksv foram obtidos utilizando-se os pontos de titulacao

nos quais as razdes de Ligante/Proteina variaram entre O e 1.

O fato da interacdo entre quercetina e NS1 apresentar uma
tendéncia de aumento do valor das constantes de Stern Volmer com o

aumento da temperatura, sugere que esta tendéncia se mantenha em
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temperaturas acima das temperaturas analisadas neste estudo. Nesta
linha de raciocinio pode-se sugerir a indicacdo deste flavondide como
agente terapéutico, uma vez que a infeccdo pelo hRSV ocasiona febre
nos pacientes e, com 0 aumento da temperatura, ocorre também o

aumento da afinidade deste ligante pela proteina NS1.

A Figura 23 permite ainda observar que as concentracbes de
quercetina utilizadas para o calculo das constantes de Stern Volmer
referente as titulacbes espectrofluorimétricas em trés temperaturas nao
ultrapassaram 2uM de quercetina, valor este que nao ultrapassa a
concentracdo de 10uM descrita por Pohjala & Tammela (2012), como a

concentracdo na qual j& se observa agregac¢éo de quercetina por DLS.
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Figura 23. Grafico de Stern-Volmer da supressao da fluorescéncia da proteina NS1 pela
quercetina. As retas indicam o melhor ajuste linear para os dados experimentais.
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Tabela 6. Valores de Ksv obtidos na interagédo entre NS1 e quercetina.

Temperatura (K) Ksv (x10%) M R
298 4,9+0,2 0,99
304 5,4+0,2 0,99
310 7,5%0,3 0,99

K: Kelvin; Ksy: Constante de Stern Volmer; R: Coeficiente de Correlacéo.

Os valores de Ksv obtidos em nossos experimentos (4,9-7,5x10%)
sdo semelhantes aos valores encontrados por WANG et al. (2011) que
variaram de 2,3-2.9x10%, quando analisada a ligacdo entre quercetina e
lisozima, uma proteina com massa molar de 14kDa semelhante a massa
da NS1, 16kDa.

4.7. Calculo dos parametros de interacao

A constante de associacao aparente (Kp) e 0 nimero de ligantes da
interacdo entre NS1 e quercetina podem ser obtidos pela analise dos
resultados do grafico da Figura 24, de acordo com o modelo descrito na

equacao 16. A

Figura 24 (gréfico log[(Fo-F)]/F] versus log(1/[Quercetinal-[NS1] [(Fo-
F)J/Fo])) mostra o equilibrio fisico quimico da titulagdo de NS1 com
quercetina com base na equacédo 17. Os valores de Ky e n para as trés

temperaturas utilizadas séo apresentados na Tabela 7.
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1
[Quercetina] —[NS]

|og[@] = nlog(K,) +nlog[ (F, - F)] (17)

F
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Log[(F,-F)/F]
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Figura 24. Gréfico log[(FO-F)]/F] vs log(1l/[Quercetin]-[NS1] [(FO-F)]/F0]) a 298K para
interacdo entre NS1 e quercetina. A reta em vermelho representa o melhor ajuste linear
para a interacdo do complexo NS1-Quercetina.

Tabela 7. Valores das constantes de associacdo aparente (Kp), constantes de
dissociacao (Kp) e nimero de sitios de interag&o (n).

Temperatura
Kb (M1) Kb (M) n R
(K)
298 (8,6+0,3)x10°>  (1,16+0,04)x10° 0,93+0,05 0,99
304 (1,69+0,06)x10%  (5,9+0,2)x10°¢  1,03+0,04 0,99
310 (4,3+£0,2)x10° (2,3£0,1)x10°  0,98+0,04 0,99

K: Kelvin; Ky: Constante de associacdo aparente; Kp: Constante de dissociagdo; n:
Ndmero de ligantes por sitio; R: Coeficiente de Correlacéo.



74

A constante de ligagéo (Kb) da interacdo entre NS1 e quercetina (

Figura 24) mostra uma interagcdo de alta afinidade, sugerindo que a
interacdo € hidrofébica, o que ocorre quando um ligante altamente
hidrofébico interage com uma regido hidrofébica da proteina. Os
resultados da interacdo NS1-Quercetina mostram que a Ko é da ordem de
10°-10°% e 0 nimero de sitios n é 1 e estes valores obtidos sdo da mesma
ordem de grandeza dos valores obtidos nos experimentos de Sengupta &
Sengupta (2002) e Bi et al. (2004), os quais realizaram estudos de

interacdo HSA-Quercetina.

Sengupta & Sengupta (2002) estudaram o processo de ligacdo, por
espectroscopia de fluorescéncia, entre quercetina e HSA no qual
propuseram que a quercetina se liga na regido interdominio da HSA,
préoxima ao triptofano 214 e a interacdo apresentou uma constante ligacéo
de K~1.9x10°M%, que é semelhante aos valores obtidos neste estudo. Em
2004, Bi et al. determinaram Kp e n por trés métodos diferentes para
interacdo por fluorescéncia entre HSA e quercetina e obteve valores entre
9.1x10° a 3.8x10° para a Kb e n variando entre 1,3 e 1,6. Resultados de
estudos de interacdo por fluorescéncia resolvida no tempo entre HSA e
guercetina desenvolvidos por Rolinsky et al. (2007) mostraram valores de
Kp de 7,6+£0,8 10*M1 e nimero de sitios de ligacdo de 1,3. O estudo de
interac&o por absorbancia entre HSA-Q efetuada por Kanakis et al. (2006)
apresentou Ko de 1.4x10*M™* e os resultados da interacdo de dicroismo
circular de HSA-Q desenvolvido por Zsila et al. (2003) apresentou um
valor de Kb de 1,46+0.21x10%M* corroborando com os outros resultados

apresentados.

O valor da entalpia foi obtido a partir da inclinacédo da reta (ajuste

linear) do grafico de Vant'tHoff, o qual é apresentado na Figura 25. Os
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valores de AH, AG e AS sdo mostrados na Tabela 8.

-25,5
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Figura 25. Grafico de Van't Hoff (InK vs 1/T) para a interagdo entre NS1 e quercetina nas
temperaturas de 298K, 304K e 310K. A reta em vermelho representa o melhor ajuste
linear.

Tabela 8. Valores de AH, AG e AS.

Temperatura AH AG AS T.AS
(K) (kcal.molt)  (kcal.molt)  (cal.K*moll)  (kcal.mol?)
298 -8,1+0,3 10746 31+6
304 23,9+0,5 -8,7+0,3 1066 32+6
310 -9,4+0,3 10746 33+6

K: Kelvin; AH: entalpia; AG: energia livre de Gibbs e; AS: entropia.
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A interacdo do ligante com uma proteina pode envolver a formagao
de pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals, forcas eletrostaticas,
interacdes hidrofébicas, dentre outras. Uma forma de avaliar quais destes
modos de interacdo sdo predominantes em uma reacdo, é a
determinacdo de parametros termodinamicos, tais como, variagcdo de
entropia e de entalpia da reacdo. O estudo da dependéncia da constante
de ligagdo com a temperatura, em uma faixa de valores que néao afeta a
estrutura da NS1 conforme mostrados através de experimentos de CD,
permite, através do grafico de van't Hoff, obter esses valores. O gréfico
de van’t Hoff relaciona a variacdo de temperatura com a variacdo da
constante de associacdo, dado pela diferenca de entalpia (AH). A
linearidade obtida no grafico InK versus 1/T, Figura 25, e dos valores
obtidos para a variacdo da energia livre de Gibbs, mostrados na Tabela 8,
mostram que o processo de interacdo entre a quercetina e a NS1 é
espontaneo (AG<0), endotérmico (AH>0) e entropico (AS>0), sendo este
componente entrépico o0 responsavel pelo processo ser espontaneo.
Estes valores dos parametros termodinamicos indicam que a interacao
entre a Quercetina e a NS1 é dirigida pela entropia, sugerindo que
interacBes eletrostaticas e hidrofébicas desempenham o papel principal. E
provavel que com a interacdo da quercetina com a NS1, houve liberacdo
de agua para o sistema, uma vez que houve aumento da entropia deste.
O fato da interacdo apresentar predominio de processos hidrofébicos era
esperado em virtude das caracteristicas de hidrofobicidade da quercetina,
a qual apresenta coeficiente de particdo agua/octanol de 1,48.

Os espectros de CD da NS1 (Figura 26) mostram que esta proteina
tem a seguinte distribuicAo de componentes de estruturas secundarias,
conforme andlise de deconvolugcdo espectral realizada pelo método de
Contin (Sreerama & Woody, 2000): alfa-hélice: 75%; folha Beta: <3%;
voltas: 10% e outras: 12%. Os espectros de CD obtidos na mesma

relacdo de 2 ligantes por proteina (mesma relacdo utilizada para as
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interacOes de fluorescéncia) mostram que ndo ha perdas ou alteracdes
nas componentes de estruturas secundarias na NS1 pela interacdo com a
quercetina. Os dados obtidos a partir da desnaturacdo térmica da NS1 na
faixa de temperaturas compreendidas entre 20°C e 80°C mostram que a
NS1 néo apresenta variacdo da elipticidade até a temperatura de 40°C,
confirmando que as medidas realizadas na temperatura de 37°C nao

produziram alteracéo na estrutura secundaria da mesma.

No grafico de 8222 versus temperatura (Figura 27), pode-se verificar
a curva de desnaturacdo térmica da proteina NS1 (preto) e do complexo
NS1-Quercetina (vermelho). A partir da figura 27 € possivel obter a
temperatura de melting, ou seja, a temperatura na qual 50% das
moléculas da proteina estdo na estrutura nativa e 50% com estrutura
desnaturada. Verificou-se que a temperatura de melting da NS1 é de
338,6K (65,6°C), indicando que esta proteina é termicamente estavel. A
temperatura de melting difere da encontrada por Pretel et al. (2013), o
qual apresentou uma Tm de 55°C. Uma possivel explicacdo para esta
diferenca pode estar no tampao utilizado nos experimentos de Pretel, o
qual continha TRIS, um composto que causa alteracdo no pH da solucéo
quando aquecido. Para a desnaturacdo térmica da NS1 acrescida de
quercetina na razao molar 5:1, obteve-se uma Tm de 329,2K (56,2°C). A
interacdo do ligante com a proteina pode ser responsavel por
desestabilizar a proteina, ocasionando, assim, a reducdo da temperatura
de melting desta quando acrescida de quercetina. Dado que a quercetina
desestabiliza a NS1, sugere-se que a quercetina possa, COmo

consequéncia desta desestabilizacao, interferir na funcéo desta proteina.
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Figura 26. Espectro de dicroismo circular de NS1 (preto) e da interagdo NS1-quercetina
(vermelho) realizado na razédo de 2 ligantes por proteina. A concentracdo de proteina
utilizada para este experimento foi de 16,3uM com caminho 6ptico de 0,5cm.
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Figura 27. Desnaturacdo térmica por CD da proteina NS1 (preto) e NS1-Quercetina
(vermelho) entre 20°C e 80°C a velocidade de 1°C/ min com caminho 6ptico de 0,5cm. A
concentracdo da proteina e o tampao utilizados foram, respectivamente, 16.3uM e NaCl
100mM, NaH2PO4 50mM, pH7.4.
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Figura 28. Grafico de In(Kp) versus temperatura. Proteina NS1 (preto) e NS1-Quercetina
(vermelho)

Sabe-se que a NS1 esta envolvida na subverséo do sistema imune,
por meio da inibicAo ou neutralizacdo de varias etapas na via dos
interferons do tipo |, bem como, no silenciamento do complexo
ribonucleoproteico do hRSV. A NS1 é capaz de diminuir os niveis
celulares de IKKe e TRAF3 (SWEEDAN et al., 2009), os quais compdem a
cascata do interferon. Além disso, NS1 também interage com muitas
proteinas celulares, como descrito por Wu et al. (2012). Considerando-se
que a atividade desta proteina torna a replicagdo do virus mais eficiente,
blogueando-se sua atividade, mediante a escolha de moléculas com alta
afinidade ao sitio de ligacdo de NS1, pode ser uma boa estratégia para
reduzir a replicacdo do hRSV e, consequentemente, a severidade dos

sintomas causados por este virus.

Desta forma, os flavondides tém estado em foco devido a sua

importancia nutracéutica e terapéutica, bem como por exibirem varias
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atividades antimicrobianas. Assim, a quercetina, o flavondide mais
estudado entre todos, é um ligante em potencial da protéina NS1, uma

vez que varios estudos tém demonstrado suas propriedades antivirais.

Em particular neste estudo, demonstrou-se que a quercetina
interage com a proteina NS1, apresentando uma interacdo dinamica, na
qual ocorre aumento da afinidade deste ligante pela proteina NS1 com o
aumento da temperatura do sistema. In vivo, durante a infeccédo pelo
hRSV é comum o aumento de temperatura nos pacientes e, uma vez que
mostrou-se que ha uma tendéncia de aumento do valor da constante de
Stern Volmer da interacdo entre NS1 e quercetina com o0 aumento da
temperatura, reforca-se a hipétese de indicagdo da quercetina como um
composto que pode ser utilizado em estudos especificos como candidato

a agente terapéutico anti-hRSV.

Vale ressaltar ainda que este trabalho contribui para o
enriquecimento da area de antivirais em virtude da existéncia de poucos
farmacos pertencentes a esta classe e a indicacdo da quercetina como
agente anti-hRSV mostra-se apropriada, visto que ha relatos de que esta
molécula apresenta atividade redutora da infeccdo e replicacdo do Virus

Sincicial Respiratério Humano.



81

5. CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

Os resultados da espectroscopia de fluorescéncia sugerem que a
interacdo entre a proteina hRSV-NS1 e quercetina € dinamica e
hidrofébica. Espera-se que a interagdo com a quercetina proporcione uma
interferéncia na atividade da proteina e, desta forma, resulte na reducdo
da subversdo do sistema imune e, consequentemente, na reducao da
eficiéncia de replicacdo viral do hRSV e severidade de seus sintomas.
Assim, estes resultados associados aos resultados reportados
anteriormente e, principalmente, considerando as propriedades anti-hRSV
de quercetina, sua alta absorgdo, farmacocinética bem caracterizada e a
baixa toxicidade deste flavondide, sugerem que este composto pode ser
investigado para 0s seus usos especificos como candidato a agente
terapéutico anti-hRSV. Diante dos dados anteriormente apresentados
neste trabalho, foi possivel concluir que:

1. A proteina hRSV-NS1 foi expressa utilizando-se a constru¢do BL-
21(DE3)-pJexpress401-NS1 sob as condicbes de 0,5mM de IPTG
por 3 horas de inducéo a 37°C;

2. A proteina NS1, com aproximadamente 16kDa, foi purificada em
resina de afinidade His60 Ni Superflow (Clontech®) acoplada a um
cromatografo liqguido AKTA (GE Healthcare Life Sciences)
utilizando-se tampé&o com 200mM de imidazol para elui¢éo;
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3. A estrutura secundaria da NS1, na auséncia de quercetina,
apresentou a seguinte composicao: 75% de alfa-hélice, 3% de
folha Beta, 10% de voltas e 12% de outras estruturas. Na presenca
de quercetina (na razdo de dois ligantes por proteina) ndo houve
alteracdo ou perda de estrutura secundaria de NS1. A analise da
desnaturacdo térmica mostrou que a temperatura de melting da
NS1 é de 65,6°C e que na presenca de quercetina (na razédo de
cinco ligantes por proteina) esta temperatura € deslocada para
56,2°C;

4. A quercetina mostrou-se o melhor flavonoide para interacdo com a
NS1, apresentando uma ligacao do tipo dinamica (aumento de Ksv
com o aumento da temperatura), com valores de Ksy variando entre
4,9-7,5x10% com constante de associacdo aparente (Kn) entre
8,6x10° e 4,3x10° e 1 sitio de interacédo entre NS1 e quercetina. A
andlise termodindmica mostrou que o processo de interacao entre
a quercetina e a NS1 é espontaneo (AG = -8,06 a -9,4kcal.mol?),
endotérmico (AH=23,9kcal.molt) e entrépico (AS = 107cal.K1.mol
1). Os valores positivos das variacbes da entalpia e entropia
indicam que a interacéo € dominada por potenciais hidrofobicos.
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7 - ANEXOS

Anexo 01: Protocolo de transformagéao

Adicionou-se 2uL do plasmidio pJexpress401-NS1 ao tubo com
células Escherichia coli linhagem BL21(DE3) quimicamente competentes.
Incubou-se em gelo por 30 minutos. Em seguida, procedeu-se o choque
térmico por 1 minuto e 30 segundos a 42°C. Imediatamente os tubos
foram transferidos para o gelo e incubados por 2 minutos. Adicionou-se
300uL de meio S.O.C. (Invitrogen®) a temperatura ambiente. Incubou-se
horizontalmente no shaker por uma hora a 37°C. Colocou-se em gelo e
plagueou-se 50uL da transformacéo em placas pré-aquecidas (placas de
LB contendo 25ug/mL de kanamicina). As placas foram incubadas

overnight a 37°C.
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Anexo 02: Protocolo de purificagcédo de plasmidios com QIAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen®)

Os inoculos foram centrifugados por 20 minutos a 5.000rpm.
Descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 250uL de
tampéo P1 (Buffer P1), transferindo-o para um tubo 1,5mL. Adicionou-se
250uL de tampéao de tampéo P2 (Buffer P2) invertendo o tubo 4-6 vezes.
Adicionou-se, entdo, 350uL de tampao de tampao N3 (Buffer N3) e
homogeneizou-se imediatamente invertendo o tubo 4-6 vezes.
Centrifugou-se por 10 minutos a 13.000rpm. O sobrenadante foi
transferido para uma nova coluna. Centrifugou-se por 30-60 segundos e
descartou-se o filtrado. A coluna foi lavada com adicdo de 0,5mL de
tampéo PB (Buffer PB) e centrifugada por 30-60 segundos, descartando-
se 0 sobrenadante. A coluna foi lavada novamente com adi¢cdo de 0,5mL
de tampéao PE (Buffer PE) e centrifugada por 30-60 segundos. Descartou-
se 0 sobrenadante e fez-se uma centrifugacdo adicional de 30-60
segundos para remover o tampao de lavagem residual. A coluna foi
transferida para um tudo 1,5mL estéril, adicionar 30-50uL de tampéo de
eluicdo EB (Buffer EB) ou agua ao centro da coluna, incubando-se por 1

minuto e centrifugando-se por 1 minuto.
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Anexo 03: Sequenciamento do gene NS1

>Sequéncia nucleotidica do gene NS1
ATGGGTAGCAATTCTTTGAGCATGATTAAGGTACGTCTGCAAAATCTGTTTGATA
ACGACGAAGTTGCTCTGTTGAAAATCACGTGCTACACGGACAAACTGATTCACCT
GACGAACGCCTTGGCGAAGGCGGTGATCCACACTATCAAGCTGAATGGTATTGTC
TTTGTGCACGTCATCACCAGCTCCGACATCTGCCCGAACAATAACATTGTTGTTA
AAAGCAATTTCACCACCATGCCAGCACTGCAAAACGGCGGCTACATTTGGGAGAT
GATGGAGCTGACCCATTGTAGCCAGCCGAACGGTCTGATTGACGATAACTGTGAA
ATCAAATTCAGCAAAAAGCTGTCGGATAGCACCATGACCAACTATATGAATCAGC
TGAGCGAGCTGCTGGGTTTCGATCTGAATCCGCATCATCATCACCACCACTAA

>Sequéncia de aminoacidos da proteina NS1
MGSNSLSMIKVRLONLEFDNDEVALLKITCYTDKLIHLTNALAKAVIHTIKLNGIV
FVHVITSSDICPNNNIVVKSNFTTMPALONGGY IWEMMELTHCSQPNGLIDDNCE
IKFSKKLSDSTMTNYMNQLSELLGFDLNPHHHHHH*



Anexo 04: Meio Sélido LB pH=7,0 (p/ cultivo bacteriano)

Reagentes 100mL 1000mL
Triptona 19 10g
NacCl 1g 10g
Extrato de Levedo 0,59 5¢

Agar 1,59 159
Agua Milli-Q g.s.p. 100mL 1000mL
Meio liquido:

¢ Diluir todos os ingredientes;

e Acertar volume e pH e autoclavar.

105



106

Anexo 05: Protocolo de dessalinizacdo utilizando as colunas PD-10

Desalting Columns - GE®

Apés a remogdo do tampdo de armazenamento, equilibrou-se a
resina com 25mL do tampéao 300mM de NaCl; 50mM de Na2HPo4 (cinco
passagens). Adicionou-se 2,5mL proteina purificada com 500mM de
imidazol, e coletou-se o flow through. Em seguida, adicionou-se 3,5mL de
tampao 300mM de NaCl; 50mM de NazHPos4 (ou outro dependendo do

experimento a ser realizado) e coletou-se a proteina dessalinizada



