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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano é a principal causa de internacdo por doencas
respiratdrias entre menores de 5 anos de idade, mais comumente durante a primeira infecgdo, sendo
responsaveis por quadros de pneumonia ou bronquiolite. Atualmente, ndo ha vacinas ou tratamento
eficazes contra a doenca. Dentre as proteinas codificadas por esse virus, a proteina de Matriz faz
parte da estrutura interna do virion e € composta por 256 residuos de aminoacidos e trata-se de uma
proteina fosforilada e ndo glicosilada que envolve todo o complexo ribonucleoproteico (RNP,
composto pelas proteinas L, N e P), localizando-se entre este complexo e a bicamada lipidica viral
com fungdo primordial no brotamento da particula viral e disseminagdo do virus. O Resveratrol
(trans-3,40,5-trihidroxiestilbeno) € uma fitoalexina encontrado naturalmente em muitas fontes
alimentares comuns, incluindo uvas, amoras e amendoins e possui inimeras vantagens e efeitos na
salde humana, incluindo a propriedade antiviral. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
interacdo da proteina de matriz (M) e o Resveratrol. Entdo, a proteina foi obtida de forma
recombinante, purificada através de cromatografia de afinidade e exclusdo molecular, verificada por
eletroforese SDS-PAGE e a andlise da estrutura secundaria e de interacdo da proteina com o ligante
foram realizadas respectivamente por dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia. A
proteina purificada com massa molecular (30 kDa). Os espectros de dicroismo circular (CD)
mostraram que a proteina M é composta majoritariamente de estruturas em folha B, sendo 44% de
estruturas beta, 23% de estruturas alfa hélice, e 33% de estruturas randoim coil. Os resultados de
interacdo proteina/ligante mostraram uma interacdo do tipo hidroféfica onde a K, do complexo
aumenta proporcionalmente com aumento da temperatura 5,2x10° M™ evidenciando uma interacéo
média/alta sendo n=1, ou seja, 1 ligante para 1 proteina. O presente trabalho sugere a interacdo do
Resveratrol com a proteina M, corroborando dados que indicam que esse antioxidante interfere na
montagem viral e na formacao de virus maduros, etapa mediada pela proteina M. Pela escassez de
novos farmacos com acdo antiviral, 0 Resveratrol podera ser uma alternativa para o tratamento de
infeccdo pelo HRSV.

Palavras-chaves: Proteina de Matriz (M). HRSV. Resveratrol. Interacdo proteina-ligante.
Espectroscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

Human Respiratory Syncytial Virus is the main cause of hospitalization for respiratory
diseases among children under 5 years of age, most commonly during the first infection, being
responsible for pneumonia or bronchiolitis. Currently, there are no effective vaccines or treatments
against the disease. Among the proteins encoded by this virus, the Matrix protein is part of the
internal structure of the virion and is composed of 256 amino acid residues and is a phosphorylated
and non-glycosylated protein that involves the entire ribonucleoprotein complex (RNP, composed of
proteins L, N and P), located between this complex and the viral lipid bilayer with primary function
in the sprouting of the viral particle and spread of the virus. Resveratrol (trans-3,40,5-
trihydroxystylbene) is a phytoalexin found naturally in many common food sources, including
grapes, blackberries and peanuts and has numerous benefits and effects on human health, including
antiviral property. The objective of this work was to characterize the interaction of matrix protein
(M) and Resveratrol. Then, the protein was obtained recombinantly, purified through affinity
chromatography and molecular exclusion, verified by SDS-PAGE electrophoresis and the analysis
of the secondary structure and interaction of the protein in the ligand were performed respectively
by circular dichroism and fluorescence spectroscopy. The purified protein with molecular weight
(30 kDa). The circular dichroism (CD) spectra showed that the M protein is mainly composed of 3-
leaf structures, with 44% beta structures, 23% alpha helix structures, and 33% randoim coil
structures. The results of protein/ligand interaction showed a hydrophobic type interaction where the
Kb of the complex increases proportionally with an increase in temperature of 5,2x10° M, showing
a medium/high interaction being n = 1, that is, 1 ligand for 1 protein. The present work suggests the
interaction of Resveratrol with protein M, corroborating data that indicate that this antioxidant
interferes with viral assembly and the formation of mature viruses, a step mediated by protein M.
Due to the scarcity of new drugs with antiviral action, Resveratrol may be an alternative for the
treatment of HRSV infection.

Keywords: Matrix Protein (M). HRSV. Resveratrol. Protein-ligand interaction. Fluorescence
spectroscopy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Distribuicdo dos virus respiratorios identificados nas unidades sentinelas de Sindrome
Gripal, por semana epidemioldgica (SE) de inicios dos sintomas, SEs 1 a 32, Brasil, 2017 e por
semana epidemioldgica (SE) de inicios dos sintomas, SEs 1 a 32, Brasil,

Figura 2- Ciclo replicativo do Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) evidenciando as
etapas de adsorc¢ao, replicacao e brotamento do Virion Maduro...........cccecveverieevvesesiese e

Figura 3- Estrutura da particula viral evidenciando as proteinas que compde o Virus Sincicial
Respiratério Humano (hRSV). No envelope viral estdo presentes as proteinas G, F e SH
responsaveis pelas etapas de adsorcdo, fusdo do envelope viral a bicamada lipidica do
hospedeiro e mediacdo da permeabilidade da membrana através dos canais ibnicos,
respectivamente. No interior da particula viral estdo presentes as proteinas N, L e P associadas
ao RNA genbémico para formacdo da particula viral e ainda, as proteinas M2-1 que comp&em
um importante sistema de regulacéo do ciclo de replicacdo viral e a proteina M, responsavel
pela etapa de brotamento da perticula Viral.............ccoooiiiiiiiniii e

Figura 4- Representacdo da forma monomérica da proteina de matriz do Virus Sincicial
Respiratério Humano depositado no PDBid: 4V23, colorida de acordo com sua estrutura
secundaria. Esta proteina possui 47 residuos formando a-helices (laranja), 91 residuos formando
folhas-f3 (lilas) e 118 residuos na forma de random coil

Figura 5- Representacdo da estrutura quimica da molécula de trans-resveratrol evidenciando
SUA ESEIULUIA QUIMICAL 1..c.veeveeeie st ettt ettt et st e et e e be et e saeesteessesseesbeesaeeneesaaenseennenreennens

Figura 6- Espectros de referéncia de estruturas secundarias de proteinas. As linhas vermelhas,
azul e verde representam espectros compostos majoritariamente de estruturas alfa hélice,
estrutura beta e random coil, reSPeCtIVAMENTE...........cciiiiiiie e

Figura 7- Gel SDS-PAGE 15% com a visualizagdo dos gradientes de concentracdo de Imidazol,
sendo: Flow, 5mM de Imidazol com a presenca de muitos contaminantes, 20 mM de Imidazol,
30 mM de Imidazol, 60 mM de Imidazol onde a proteina ja comega a ser eluida, marcador de
peso molecular, 100 mM de Imidazol, 200 mM, 500 mM de Imidazol de Imidazol e 1 M,
respectivamente, onde a proteina M aparece com um maior grau de PUreZa...........cc.eeeevveerverueenans

Figura 8- (A) Cromatograma correspondente ao processo de purificagdo por exclusdo
molecular. O pico representado proximo de 12 ml corresponde a elui¢éo da proteina M. (B) Gel
de poliacrilamida SDS-PAGE evidenciando dentro do retangulo vermelho a eluigdo da proteina
M em quatro eluigdes seguidas do marcador de massa molecular e outras trés eluicbes da
proteina M com massa molecular de ~30 KDa..........cccourirrieriiiiiieceseeiee e

Figura 9- Espectro de CD-UV far da proteina M (5,0 uM, circulos pretos ndo preenchidos) a 25

17

20

21

23

27

29

38

39



°C (298 K) em solucédo tampéo (150 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,0, 50 mM NaCl, 1,0 mM
BME). A linha vermelha representa o melhor resultado para a curva ajustada realizado pelo
programa CONTINLL. A caixa a direita representa a porcentagem de cada estrutura secundaria
encontradas, sendo 23% de estruturas alfa hélice, 44% de estruturas beta e 33% de estruturas
[ LT [0} 1 1ol o | SO PS

Figura 10 - Espectro de CD-UV far da proteina M [5,0 uM] (preto) em solucdo tampdo (150
mM Na;HPO,/NaH,PO,4 pH 7,0, 50 mM NaCl, 1,0 mM BME) com a adicao de trans-resveratrol
variando a concentracdo [20 uM] (Rosa) a [50 uM] (laranja) solubilizado em etanol 100%..........

Figura 11- Espectro de emissao de fluorescéncia da proteina M [5uM] na presenca do trans-
resveratrol a 288 K. Com a adi¢do de Resveratrol (0 uM a 50 pM) houve o fendmeno de
supressdo da intensidade da fluorescéncia, sugerindo interacdo entre a proteina M e o
RESVEIALIOL. ...ttt se e st e e be e s e s ae e teeneesreenteeneenneeneeeneennes

Figura 12- Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina M [5uM] na presenca do trans-
resveratrol a 298 K. Com a adicdo trans-resveratrol (0 uM a 50 uM) houve o fenémeno de
supressao da intensidade da fluorescéncia, sugerindo interagdo entre a proteina M e o trans-
LYY= =L (o | PP T O TPRPRPR

Figura 13- Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina M [5uM] na presenga do trans-
resveratrol a 308 K. Com a adicdo de trans-resveratrol (0 uM a 50 uM) houve o fenomeno de
supressdo da intensidade da fluorescéncia, sugerindo interacdo entre a proteina M e o trans-
=Y =] LU () SR

Figura 14- Grafico de Stern-Volmer: Supressdao de Fluorescéncia da proteina M nas
temperaturas de 288 K (azul), 298 K (vermelho) e 308 K (verde). Este grafico indica uma
supressdo dinamica, onde Ksy aumenta com a temperatura devido ao aumento no namero de
colisfes do Resveratrol com 08 FIUOIOTOrOS. .........cviiiiiiiiicieee e

Figura 15- Grafico de Duplo-Log para a supressdo de fluorescéncia da proteina M pelo trans-
resveratrol nas trés temperaturas. Com base neste grafico é possivel determinar o nimero de
sitios de ligacdo (n) e a constante de associacao Kp das
1L Lol L= SRS UR TR PRR

Figura 16- Gréafico de van’t Hoff: Analise termodindmica do complexo proteina M/trans-
resveratrol nas temperaturas de 288, 298 e 308 K. O grafico de van’t Hoff relaciona a constante
de associacdo com a temperatura. A partir dele é possivel calcular os parametros
termodinamicos e com os valores de AG em cada temperatura e o valor de AH, obtem-se 0s
122 LT =T 0 A SRS

Figura 17- Perfil termodindmico do complexo proteina-M/trans-resveratrol nas temperaturas
288, 298 e 308 K. Em vermelho ¢ representado a variacdo da energia livre de Gibbs (AG), em
verde ¢ representado a variacdo da entalpia (AH) e em azul € representado a variacdo da entropia

40

42

43

44

45

46

47

49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Comparacdo do resultado experimental da analise das estruturas secundarias da
proteina M com melhor resultado para a curva ajustada, realizado pelo programa CONTINLL e
dados na literatura de Foster e colaboradores (2015) e Money e Colaboradores (2012)..................

Tabela 2. Constante de Stern-Volmer (Ksy) nas trés temperaturas (288, 298 e 308 K) obtidas
através do ajuste lINEAr a FELA............civiiiiieiiee e e

Tabela 3. Constante de associacdo Ky e sitios de ligacdo (n): Valores referentes ao complexo

proteina  M/trans-resveratrol nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308

Tabela 4. Pardmetros termodindmicos de AG em cada temperatura e o valor de AH para

ODLENGAOD OS VAIOIES B AS. ...ttt et e e be e e sneenreeneennes

41

46

48

49



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

0- elipticidade

AGP- energia livre de Gibbs de desnaturagio
AH - variagdo de entalpia de desnaturacdo de van’t Hoff
AS - variacédo de entropia de desnaturacdo
Ks» Constante de Stern-Volmer

Ks Constante de ligacéo

BME p-mercaptoetanol

CD- dicroismo circular

D.O Densidade éptica

DMSO Dimetilsulfoxido

DTT- ditiotreitol

hMPV Metapneumovirus humano

hRSV- Virus Sincicial Respiratério Humano
IFN-y Interferon gama

IRAs Infecgdes respiratorias agudas

NS1- proteina ndo estrutural 1 do hRSV
NS2- proteina ndo estruturall 2 do hRSV
RNP- complexo ribonucleoproteico

n Numero de ligantes por sitios de ligagcdo
OMS Organizagdo Mundial da Saude

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
Sodio

TLRs Receptores Toll like



UV Ultravioleta

Vis Visivel



SUMARIO

L INTRODUGAO. .......oe ittt ettt ettt s ettt en et en et st n ettt n et 14
1.1 Infeccdo viral pelo Virus Sincicial Respiratdrio HUmMano............cccccevveveiieniene e 14
1.2 Classificagdo viral e Ciclo de replicagao Viral.............cccovoiiiiiiniiicc e 18
1.3 Proteina M e papel na infectividade e replicacao viral..............cc.ccccevvevennseerssenssnscssesssnees. 20
1.4 Tratamentos e terapias diSPONIVEIS. ......cc.ciiiiiiieieie e 23
SR R (IS V=T L1 o] R ROPRURTRR 25
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA.........cooiveeeeeieeeeeseseeses s sssiessess s anesss s 28
2.1 DICrOISMO CIFCUIAT .....c.eiiiiii ittt ettt sbe st st sbenreas 28
2.2 Espectroscopia e Supressao de FIUOrESCENCIA.........c.cueiveieiieii e 30
3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS......cooiiiieeceteeeeeee e e erie s sesas s ssnasseniansn s 34
AMETODOLOGIA . .ottt e e et e e e e et e e et e e s te e e snteeessteeesnteeesseeeanneeeans 35
4.1 Clonagem € eXpressao de ProteiNaS........cccvciiiieiieiieieiie e nne e 35
4.2 ESPECLrOSCOPIA A8 UV-ViS........ooeeeieeeeeeeeeeeeeee ettt s s ee st s sttt ne s 36
4.3DICIOISIMO CIFCUIAK ......ecviiiee ettt re e e et e e e e e benresnearaeneas 36
4. 4ESPectrosCoPia 08 FIUOIESCANCIA. ......cc.iiveiiiiieeieie ittt 37
SRESULTADOS E DISCUSSAOQ........coeieiieeeiieesieisessesissesissieses s sessess s sssssssssssssenssssssesssssnns 38
5.1EXPIreSSA0 € PUIITICAGAD. ... ..ceviiiiiitiriiitieiieie ettt ettt bbb 38
5.2DICIOISIMO CHICUIAT ... .cviiiee ettt b e s e e e e e e s e tesaesrenreanenreas 39
5.3Espectroscopia de FIUOIESCENCIA. .........ciieiiiie ettt 43
6.CONCLUSAO E PERSPECTIVAS.....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s een e eene e 52

REFERENCIAS. ..o oo e et e e e e e e e e e oot e e et e et e e e e es e e et e et e s e e et e es e e eeeseeren e 54



14

1. INTRODUCAO

1.1 Infecgéo viral pelo Virus Sincicial Respiratério Humano

O virus sincicial respiratério humano (hRSV) foi descoberto na década de 1950 e desde
entdo é apontado como o principal agente causador de infec¢cbes respiratorias agudas (IRA) por
todo o mundo, especialmente em recém nascidos (PARROTT et al., 1973; BLOUNT et al.,
1956).

O comportamento de alguns virus como o influenza e 0 HRSV dependem de fatores
sazonais. Por outro lado, a circulacdo de outros virus, como o adenovirus, ndo tem relacdo
significativa com fatores climéaticos. Dentre os virus respiratorios atualmente considera-se que o
influenza e o virus sincicial respiratorio sdo 0s que mais impactam na salde das populacfes tanto
em necessidade de suporte ambulatorial e hospitalar como, na mortalidade (FREITAS et al., 2014).

O hRSV é a principal causa de internacdo por doencas respiratdrias entre menores de 5 anos
de idade, mais comumente durante a primeira infeccdo, sendo responsaveis por quadros de
pneumonia ou bronquiolite. As reinfecgdes sdo comuns ao longo da vida e geralmente se
manifestam por quadros de sindrome gripal. Criancas de maior idade, adultos, principalmente em
pacientes idosos, imuno-compromentidos ou com doenca respiratoria prévia podem também
apresentar doenca grave envolvendo o trato respiratorio inferior. Entre os menores de 5 anos, 0s
principais fatores associados a gravidade séo: a prematuridade, as cardiopatias congénitas e a doenca
pulmonar crénica da prematuridade (Commitee on Infectious Disease - AMERICAN ACADEMY
OF PEDIATRICS, 2009; Sociedade Brasileira de Pediatria, 2011).

A taxa de internacdo no Sistema Unico de Saude por doencas do aparelho respiratorio em
menores de 5 anos foi 3.184,4 casos/100.000 habitantes por ano em média no Brasil, no periodo
entre 2005 e 2012. Neste periodo, 38,9% do total de internacdes em menores de 5 anos (4.136.957)
foram devido a doencas do aparelho respiratorio, correspondendo a 7,2% dos o6bitos nesta faixa
etaria (dados do Sistema de Informacgdes de Mortalidade — SIM). A infeccdo pelo HRSV tem sido
associada a exacerbacdo da asma, responsavel por 16,8% das internacbes e 3,6% dos ébitos das
doencas respiratorias (dados do Sistema de Informacdes de Mortalidade — SIM).

O Brasil é um dos 15 paises com maior nimero de casos anuais de pneumonia clinica em
menores de 5 anos (1,8 milhdo), com incidéncia estimada de 0,11 episddio/crianca-ano. Nesse
grupo, 30 a 50% das consultas ambulatoriais, mais de 50% das hospitalizacGes e 10 a 15% dos

Obitos sdo atribuidos as IRAs, sendo 80% destes por pneumonia. Os custos com as hospitalizacoes
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cresceram, atingindo R$ 189 milhdes e 20,5% dos gastos com hospitalizagdo em menores de 5 anos.
(CARDOSO et al., 2010). Atualmente o hRSV (Virus sincicial Respiratério) também é descrito
como importante patdgeno em pacientes idosos e imunocomprometidos, com elevado indice de
mortalidade em pacientes transplantados. (ISON et al., 2002; COLLINS et al., 2013).

Estudos realizados no Brasil confirmam a presenca de hRSV em 23,1 a 42,2% das criancas
internadas por infeccdo de vias aéreas inferiores (JUNIOR et al., 2011; LAMARAO et al., 2012;
VIEIRA et al., 2001). A participacdo do hRSV ¢ ainda maior nos casos de bronquiolite, os quais 60
e 75% do total de casos internados sao causados por este virus (JUNIOR et al., 2011).

A bronquiolite aguda ocasionada pelo hRSV (Virus Sincicial Respiratério Humano) é o
resultado da infeccdo e da inflamagdo da mucosa respiratéria. Os sintomas clinicos de obstrugdo do
sistema ventilatorio inferior sdo consequéncias da oclusdo parcial das vias aéreas distais. O exame
histologico revela: necrose do epitélio respiratério, inflamacdo monocitaria com edema dos tecidos
peribrénquios e obstrucdo das vias aéreas distais com muco e fibrina.

A replicagdo viral induz a producdo de mediadores inflamatdrios pelas células epiteliais
respiratoria, contribuindo com a patogénese da doenca. A descamacdo das células epiteliais
respiratorias, o edema da superficie mucosa e o aumento da reatividade da musculatura lisa das vias
aéreas ocasionam os sintomas respiratérios da bronquiolite aguda (CARVALHO et al.,2007).

As infecgdes por hRSV durante a infancia foram associadas a doengas cronicas e asma
tardia. Isso se deve, principalmente, a imaturidade do sistema imunoldgico em combater a infec¢éo.
Durante o ciclo viral, acontece a producdo de citocinas pré inflamatdrias da familia do interferon
tipo 11 (IFN). O papel do IFN-y na hiperresponsividade das vias aéreas foi amplamente estudado.
Yang e colaboradores (2010) relataram anteriormente que IFN-y contribuiu para o prolongamento
da hiperresponsividade das vias aéreas (AHR) em um modelo de asma de camundongo BALB/c
demonstrando desempenhar um papel importante na inflamacao das vias aéreas associada a infecgéo
por hRSV (ZANG et al.,2011).

A imunidade adquirida apos a primeira infecgdo pelo hRSV néo é suficiente para prevenir
uma infeccdo subsequente, e reinfeccdes pelo virus podem ocorrer ao longo da vida. Estudos
realizados em Houston no Texas demonstraram que 83% das criancas infectadas durante o primeiro
ano de vida, foram re-infectadas no segundo ano e 46% foram re-infectadas no terceiro ano.
(NASCIMENTO 2006).

Existem fatores de risco bem definidos para complicacbes da infeccdo por hRSV:

prematuridade, doenca pulmonar crénica (DPC), doenga cardiaca congénita (DCC), trissomia 21,
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doengas neuromusculares, imunocomprometimento e lactentes, devido ao pequeno calibre das vias
aereas distais e pela auséncia de imunidade ativa contra 0 hRSV e outros virus respiratorios. Além
disso, outras doengas sdo associadas a um aumento no risco para doenca grave por hRSV, como
anormalidades cromossomicas ou malformacdes das vias aéreas superiores. Entretanto, estudos
recentes feitos nos Estados Unidos de ampla escala - um retrospectivo e de base hospitalar e outro
prospectivo e de base populacional - mostraram que 73% a 79% das criangas com menos de dois
anos de idade que precisam ser internadas por complicacdes da infeccdo pelo virus, nunca
apresentaram problemas de salde anteriormente, e ndo apresentaram fatores de risco para doenca
grave (MEJIAS et al., 2013).

Fatores como a umidade sdo importantes para a disseminacdo do virus, principalmente
em regides tropicais. Mas, de maneira geral, 0s picos no niUmero de casos ocorrem em meses de
inverno, nos quais a temperatura € mais amena e as pessoas tendem a se aglomerar em suas
casas, facilitando a transmissdo intrafamiliar, onde o contagio geralmente ocorre dos individuos
adultos para as criangcas (YANG et al., 2015; TERHOHEIKKINEN et al., 2015). Apesar de
existirem dois subtipos virais (RSVA e RSVB), ndo existe distincdo geral clara entre a
sazonalidade de ambos.

Segundo Freitas (2014), foi possivel identificar através do banco de dados da vigilancia
sentinela de sindromes gripais (SIVEP-GRIPE), uma forte tendéncia de ciclos anuais de ocorréncia
do hRSV em todas as regides do pais. Uma comparacao feita a partir do banco de dados mostra o
perfil de distribuicdo dos virus respiratérios identificados nos anos de 2017 e 2019, onde 0 hRSV se
destaca como o segundo patdégeno mais circulante, perdendo apenas para o virus Influenza (Figura
1).
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Figura 1. Distribuicdo dos virus respiratorios identificados nas unidades sentinelas de Sindrome Gripal, por
semana epidemiolégica (SE) de inicios dos sintomas, SEs 1 a 32, Brasil, 2017 e por semana epidemioldgica (SE) de

inicios dos sintomas, SEs 1 a 32, Brasil, 2019.

Brasil N= 3430
200 100%
| | oo
w 160 80%
3 2
= 70% 2
"% 120 60°% i
g 50% %
2 80 0% g
>
3 30% &
Z a0 20% &
10%
) 0%
1 2 3 4SS 67 8 9 10111213 14151617 1819 2021 22 23 2425 26 27 28 29 3031 32
Semana epidemiclogica
oW ::dfmz‘ AMHINI W influenza A (H3N2) M influenza B :'P‘dg:e::;t:»do)
M Parainfluenza Adenovirus —_ mm‘m" wirus M vsr
Brasil N = 3.086
100%
- i 3
s e
3 w €
g - 1
-
g - - g
B ol -
S - 2
= ool
.= " F 3
MR OMISHT EN VIS ITIRND N2 DMNMISEE {'8‘.“ 23‘? -
m |Nuenza AMINT o |nfluenza A(HINZ) W Influenza B 'S"u";',’;’;f"‘” = VSR
Positividade virus
= Paminfluenza Adenovirus —_ 'r; 'y
Fonte: Sistema de Informacdo da Vigilancia Epidemiolégica da Gripe/Sivep-Gripe. Dados atualizados em
12/8/2019, sujeitos a alteracGes. Disponivel em:
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A transmissdo ocorre apés contato ocular ou nasal com secrecdo contaminada, via aressois, e
mais frequentemente por maos e objetos contaminados quando aplicados diretamente em mucosas
como olhos ou nariz, podendo permanecer viavel por 6h em diferentes superficies. (NASCIMENTO
et al., 2006; CARVALHO et al.,2007).

Os sintomas importantes causados pela infec¢do por hRSV nos pacientes sao originados
por dois componentes: o titulo viral e a exacerbacdo da resposta imunolégica do hospedeiro,

sendo geralmente brandos ou inexistentes em individuos adultos saudaveis e frequentes e
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acentuados em individuos dos grupos de risco, requerendo hospitalizacdo (DEVINCENZO et al.,
2010; UTOKAPARCH et al., 2010).

1.2 Classificacao viral e Ciclo de replicacgéo viral

O hRSV é classificado na familia Pneumoviridae na ordem Mononegavirales (ESNEAU et
al., 2019), e existe como dois subgrupos antigenicos, tipo A e tipo B, que podem ser diferenciados
pelo sequenciamento de nucleotideos e pelo padrdo de reacdo de anticorpos monoclonais a
Glicoproteina (G) e a proteina de Fusdo (F) (HOGAN et al., 2018; LOURENCO et al.,2009). O
virion do RSV consiste em particulas esféricas de 100 a 350 nm formadas por nucleocapsideo
envolto num envelope lipidico derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira (COLLINS et
al., 2013).

Apresenta-se como um virus de RNA de cadeia simples senso negativo, envelopado que
codifica 11 proteinas, sendo a nucleoproteina de ligagdo ao RNA (N) a glicoproteina (G) e uma
pequena proteina hidrofébica (SH), a larte polimerase (L), e a fosfoproteina (P) presentes no
envelope viral.

Por ndo ser um virus segmentado, 0 hRSV ndo possui a mesma capacidade de recombinacao
e rearranjos dos segmentos gendmicos como o virus Influenza, no qual ocorrem shifits antigénicos,
responsaveis por pandemias ao longo dos anos. Contudo, como todos os virus de RNAs, a
capacidade de mutacdo do hRSV reside na dependéncia de uma RNA polimerase propria e que ndo
possui capacidade de correcdo e edicdo de erros na incorporacdo de nucleotideos no processo
replicativo do genoma (ZUKUROQV et al., 2010). O hRSV replica-se nas células do trato respiratério
humano. A infeccdo na célula hospedeira comeca com a adsorcédo do hRSV pela ligagdo da proteina
G as proteinas de superficie celular. Apds a adsor¢do do viron a célula hospedeira, ocorre a
liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma celular em um processo conhecido como desnudamento
mediado pela proteina F que se liga a receptores do tipo Toll like 4 (TLR4), desencadeando a
ativacdo de quinases que potencializam a entrada de particulas virais (COLLINS et al., 2013).
Durante ou apos a ligacdo ao receptor, o envelope viral se funde a membrana da célula hospedeira
liberando o contetido da particula viral infectante e, em seguida, ocorre a dissociacdo do complexo
RNP da proteina de Matriz pela fosforilagdo da proteina P.

Com a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma e a ligacdo ao receptor, inicia-se 0
processo de transcricdo do genoma viral. Uma vez dentro do citoplasma, o RNA de fita simples

sentido negativo é transcrito pela RNA polimerase RNA dependente aderindo-se a regido leader no
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extremo 3’ do genoma que ndo apresenta funcdo decodificadora. A transcri¢cdo é iniciada no
primeiro nucleotideo, tendo como produto mMRNAS para a traducéo das proteinas estruturais do virus
e ainda, servindo de molde para a replicacdo do genoma simultaneamente. (COLLINS et al., 2013).

Ap0s a sintese das proteinas e a replicacdo do material genético, a montagem e brotamento
dos virions maduros de hRSV ocorrem na membrana plasmaética, onde contém bolsas lipidicas
modificadas pelo virus envolvendo todas as proteinas de superficie virais e a proteina de matriz (M).
Dentro do virion, a proteina M se liga a proteina M2-1 do complexo RNP e recruta esta estrutura
para a membrana celular para a montagem do virus e a ruptura das células infectadas para a fusdo do
virus com células adjacentes (COLLINS et al., 2013; LAY et al.,2013) (Figura 2).

O sistema imune tem papel fundamental para impedir a replicacéo viral. Ele responsavel pela
identificacdo material genético invasor e, assim, inicia cascatas de respostas imunoldgicas. Os
receptores tém como funcao reconhecer qualquer RNA de cadeia dupla e sdo chamados de Toll like
(TLRs), sendo 0 TLR3 e TLR4 os mais abundantes (COLLINS et al.,2001; COLLINS et al., 2013;
LAY et al.,2013).

Com a identificacdo do RNA viral, iniciam-se as cascatas de sinalizacdo que ativam 0s
fatores de transcrigdo nuclear Factor-kf (NF-kB)e fatores reguladores de interferon 3 (IRF-3) que
sdo translocados para o nlcleo para promover a transcricdo de genes pré-inflamatérios no pulmao.
Os IFNs do tipo | sdo moduladores importantes na resposta imune adaptativa, especialmente por
ativar a resposta de células Nk (natural killer) e de células T citotdxicas (LAY et al., 2013). Uma
vez que TLRs ativam caminhos que negligenciam uma infeccdo viral em desenvolvimento, 0 hRSV
possui mecanismos moleculares que suprimem a imunidade inata sem afetar a resposta inflamatdria
do hospedeiro. (COLLINS et al., 2013; LAY et al.,2013).

As proteinas NS1 e NS2 sdo responsaveis pela inibicdo dos IFNs do tipo I, IFN-a e IFN-f
presentes nas células epiteliais das vias respiratorias, bloqueando uma resposta imunoldgica efetiva
contra 0 hRSV (SCHMIDT & VARGA et al., 2017).
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Figura 2. Ciclo replicativo do Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) evidenciando as etapas de

adsorcdo, replicacdo e brotamento do virion maduro.
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Fonte: adaptado de HACKING et al. (2002).

1.3 Proteina M e papel na infectividade e replicacdo viral

O genoma do hRSV codifica 10 mRNAs distintos e 11 proteinas: duas proteinas nao
estruturais denominadas NS1 e NS2; dentre as proteinas estruturais apresenta 3 proteinas
transmembranicas denominadas de G, SH e F; duas proteinas presentes na matriz do virus
conhecidas como M e M2 e por fim, trés proteinas estdo associadas ao RNA genémico para formar a
particula viral, sendo elas as proteinas L, P e N como descrito na Figura 3.

A proteina de Matriz faz parte da estrutura interna do virion e € menor que outras proteinas
de matriz da familia Paramyxoviridae. E composta por 256 residuos de aminoacidos, 29kDa (Figura
4) e trata-se de uma proteina fosforilada e ndo glicosilada que envolve todo o complexo
ribonucleoproteico (RNP, composto pelas proteinas L, N e P) e localiza-se entre este complexo e a
bicamada lipidica viral, possuindo funcdo primordial na disseminacdo do virus. Apresenta um
dominio hidrofébico em sua porcdo C-terminal que pode mediar interagdo com a membrana,

(COLLINS, et al., 2001) promovendo a interacdo do envelope da bicamada lipidica com o
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nucleocapsideo. Embora seja muito importante para formacéo de virions maduros, a proteina M nédo
€ necesséria para iniciar a formacgéo de particulas virais. No entanto, na sua auséncia, as particulas
permanecem atrofiadas e imaturas, isso porque a proteina M desempenha um papel fundamental na

montagem e brotamento dos virions maduros (COLLINS et al., 2013).

Figura 3. Estrutura da particula viral evidenciando as proteinas que compde o Virus Sincicial Respiratorio
Humano (hRSV). No envelope viral estdo presentes as proteinas G, F e SH responsaveis pelas etapas de adsorcéo, fusdo
do envelope viral a bicamada lipidica do hospedeiro e mediacdo da permeabilidade da membrana através dos canais
ibnicos, respectivamente. No interior da particula viral estdo presentes as proteinas N, L e P associadas ao RNA
gendmico para formagdo da particula viral e ainda, as proteinas M2-1 que compdem um importante sistema de

regulacdo do ciclo de replicagdo viral e a proteina M, responsavel pela etapa de brotamento da particula viral.
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Fonte: Adaptado BATTLE et. al. (2019)

O dominio N-terminal possui formato de ferradura enquanto o C-terminal apresenta a
configuracdo de barril achatado, ambos contendo, majoritariamente, estruturas secundarias em
folhas B (Figura 4). Para que a proteina M permaneca estavel, é necesséario a oligomerizagdo e
interacBes com outras proteinas j& que entre os dominios ocorre uma baixa afinidade de ligagcdo. A

carga residual positiva sobre os dominios de M pode possibilitar a interacdo desta com a membrana
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plasmética de pneumacitos, cuja carga residual é negativa, deixando algumas regibes hidrofdébicas
expostas, as quais provavelmente serviriam para interagir com outras proteinas (MONEY et al.,
2009).

No inicio da infeccdo viral, a proteina M é direcionada ao nucleo da célula hospedeira por
meio de proteinas de transporte nuclear, como a Importina-1. Neste local, ela desempenha um papel
regulatério na parada do ciclo celular da célula hospedeira (KIPPER et al., 2015). Estudos indicam
estreita relacdo entre a proteina M e a expressédo do gene p53, o qual codifica um fator supressor de
tumores que desencadeia a pausa no ciclo celular quando expresso em grande quantidade. Portanto,
a proteina M causa a interrupcao da transcri¢ao da célula hospedada pelo virus enquanto este replica
seu material genético (IMANI et al., 2012). Em seguida, através de proteinas de transporte nuclear
diferentes, como a CRM-1, a proteina de matriz viral migra do nucleo para o citoplasma, interage
com M2-1, estas, entdo, adentram corpos de inclusdo, onde se encontra o complexo RNP. Nesta
etapa, ocorre a passagem da fase de transcrigdo viral para a de empacotamento, terminando a
transcricdo e iniciando a coordenacgéo da etapa de brotamento viral (IMANI et al., 2012)

Ainda no inicio da montagem do hRSV, a proteina M localiza-se em corpusculos de incluséo
citoplasmaticos (GHILDYAL et al., 2003) desencadeando assim a formacdo de filamentos virais ao
interagir com a proteina de fuséo (F) (BAVISKAR et al., 2013). A interacdo da proteina M com 0s
corpos de inclusdo, formados essencialmente pelo genoma viral e as proteinas N, P, L e M2-1, e
mediada pela interacdo da sua extremidade N-terminal com a proteina M2-1 (L1 et al., 2008). Outros
pesquisadores também verificaram que a proteina M de hRSV, encontra-se no lado citoplasmatico
da membrana plasmatica em associacao a lipid rafts, assim como as proteinas G e N. Assim, estas
estruturas poderiam ser os locais de montagem e brotamento da particula viral (MARTY, et al.,
2004).

Na etapa final do brotamento, M ¢é crucial para a maturagdo e alongamento do filamento viral
(MITRA et al., 2012) sendo a dimerizacdo e oligomerizacdo adequadas da proteina M, criticas para
a brotacdo e liberagéo viral (FOSTER et al., 2015).

Segundo Ghildyal e colaboradores (2003), a proteina M pode apresentar atividade inibitoria
da transcrigdo, visto que, verificando um extrato de ribonucleoproteinas virais de células infectadas
por hRSV, observou-se a capacidade de transcrigdo (in vitro) na presenca de anticorpos monoclonais
(GHILDYAL, et al., 2003). Sua presenca no nucleo durante o inicio da infeccdo sugere que essa

proteina poderia ndo so inibir a transcri¢do viral antes da formagéo do capsideo, mas também inibir
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a expressdo de genes celulares, possivelmente facilitando a replicacéo viral (GHILDYAL, et al.,
2003).

Figura 4. Representacdo da forma monomérica da proteina de Matrix do Virus Sincicial Respiratério Humano
depositado no PDB(4V23), colorida de acordo com sua estrutura secundaria. Esta proteina possui 47 residuos formando

a-hélices (laranja), 91 residuos formando folhas-p (lilas) e 118 residuos na forma de random coils (cinza).

Fonte: PBD 4V23

1.4 Tratamentos e terapias disponiveis

O hRSV possui caracteristicas que representam um desafio ao desenvolvimento de uma
vacina. Uma dessas caracteristicas € a possibilidade de reinfeccdo na presenca de imunidade pré-
existente, podendo acometer recém-nascidos com anticorpos adquiridos passivamente da mée e de
pessoas imunocompetentes. Ainda como fator agravante, o hRSV pode causar repetidas reinfeccoes
pela falha imunologica em produzir uma resposta imune efetiva (GLEZEN et al., 1981).

A primeira tentativa de se obter uma vacina foi feita a partir do virus inativado por formalina
na década de 1960. Durante os testes clinicos em seres humanos, resultados mostraram que apesar
de induzir uma forte resposta imune, em contato com o virus selvagem, pessoas imunizadas
desenvolveram manifestacbes muito mais severas do que individuos nao imunizados (KIM et al.,

1969). Isso aponta que, a memoria imunoldgica adquirida na infeccdo por hRSV, ndo previne uma
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segunda infeccdo, além das mutagdes nas proteinas de Fusdo (F) e Glicoproteina (G) presentes no
envelope viral prejudicarem a especificidade dos candidatos a antivirais (CULLEN et al., 2019).

A Ribavirina é um analogo de nucleosideo sintético com ampla atividade in vitro contra uma
variedade de virus de RNA e DNA. Em 1993, o Comité de Doencas Infecciosas da Academia
Americana de Pediatria (AAP) apoiou 0 uso da Ribavirina, que permaneceu como Unico agente
antiviral licenciado para o tratamento de infec¢fes graves por hRSV. No entanto, a recomendagéo
foi revista em 1996. O uso de Ribavirina foi limitado a pacientes imunocomprometidos com hRSV
por requerer administracdo prolongada de aerossol, riscos de potencial toxicidade, efeitos
teratogénicos durante a gravidez, altos gastos para terapia e necessidade de internagcdo e manutengéo
hospitalar (MACHADO et al., 2009).

Como possivel terapia para o hRSV, foi desenvolvido uma imunoglobulina policlonal
hiperimune combinada e purificada de doadores que possuiam altos titulos de anticorpos
neutralizantes contra 0 hRSV (RSV-IVIG, RespiGam), para reducdo de hospitalizacbes de bebés
com alto risco. O RSV-IVIG foi licenciado em 1996, mas retirado do mercado em 2004 porque seu
uso estava associado a mdaltiplas desvantagens, como a necessidade de longas sesses de infusao
intravenosa, supervisdo em ambiente hospitalar, doses de alto volume resultando em sobrecarga de
liquidos, e ainda, risco potencial ja que as imuniza¢fes com virus vivos atenuados, como a vacina
contra sarampo/caxumba/rubéola (MMR), precisavam ser adiadas até nove meses ap6s a infusdo de
RSV-IVIG (KOUL et al.,2015).

Estudos recentes feitos com dois possiveis inibidores do hRSV, GS-5806 (Presatovir) e ALS-
008176, demostraram ser agentes antivirais promissores. GS-5806, uma pequena molécula oral,
bloquearia a fusdo viral, enquanto o ALS-008176, um pro-farmaco biodisponivel por via oral de um
analogo de nucleosideo da citidina, resultaria em uma reducgdo da carga viral sem eventos adversos
graves. No entanto, neste estudo, a memoria imune preexistente dos individuos ndo foi avaliada, o
que poderia comprometer os resultados (VINCENZO et al.,, 2016; VINCENZO et al.,2015;
VINCENZO et al.,2014).

O Palavizumab (Synagis®), um anticorpo 1gG1 monoclonal humanizado produzido para
reconhecimento a proteina F do hRSV, foi desenvolvido em 1998, e permanece como a Unica
estratégia de protecdo aprovada para o mercado em bebés de alto risco para doenga grave por hRSV.
No entanto, seu uso é atualmente limitado a um subconjunto de bebés de alto risco devido aos altos
custos. Atualmente, é aprovado para prematuros nascidos com menos de 29 semanas de gestacéo,

com doenga pulmonar cronica (DLC) de prematuridade definida como idade gestacional < 32
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semanas de gestacéo e necessidade de oxigénio suplementar nos primeiros 28 dias de vida (HOGAN
et al., 2018; XIE et al.,2019).

A vacina candidata mais avancada, ResVax, € uma nanoparticula recombinante da proteina
de Fusdo (F) do hRSV com fosfato de aluminio como um adjuvante. A nova abordagem para
desenvolver esta vacina é baseada em nanoparticulas que carregam proteinas modificadas do hRSV.
As nanoparticulas sensibilizam o sistema imunolodgico ao virus, de modo que o sistema imunologico
forneca uma resposta frente a infeccdo. O ensaio clinico de Fase 3 incluiu mais de 4.600 mulheres
gravidas examinando a eficacia da prevencdo da doenca por hVSR em bebés por meio da
imunizagdo materna. Embora o ensaio tenha falhado ele mostrou uma eficacia de vacina de 44%
contra hospitalizacdo por hVSR, 25% de eficacia contra todas as hospitaliza¢fes respiratorias e 39%
de eficécia contra todas as causas de hipoxemia grave (MAMMAS et al.,2020).

Embora diversas propostas de potenciais farmacos e vacinas sejam lancadas ao longo dos
anos, eles eshbarram em problemas comuns, mencionados em diversos estudos como alto custo,
auséncia da eficécia terapéutica, efeitos teratdgenos, citotoxicos, elevado nimero de hospitalizacdes
e custos com a administracdo medicamentosa entre outros. Em contrapartida, diversos estudos tém
sido desenvolvidos em torno da busca de moléculas que desempenhem um papel efetivo antiviral.
Com base nisso, compostos bioativos do grupo dos polifendis, tém sido amplamente estudados pelo
seu baixo custo, facil obtencdo, serem compostos presentes em frutas e folhas e apresentar
capacidade antimicrobiana, antifungica, anticancerigena e principalmente, antiviral (ALMEIDA et
al., 2004).

1.5 Resveratrol

O Resveratrol (trans-3,40,5-trihidroxiestilbeno) (Figura 5) é uma fitoalexina encontrado
naturalmente em muitas fontes alimentares comuns, incluindo uvas, amoras e amendoins e possui
inimeras vantagens e efeitos na salde humana. Além de suas propriedades anticancerigenas, o
Resveratrol é anti-inflamatdrio, antienvelhecimento, antifungico e antiviral. Enquanto o Resveratrol
interage com muitas enzimas e receptores importantes em vias de sinalizacdo, as propriedades
antioxidantes desse composto sdo de interesse particular devido ao papel fundamental que o
antioxidante desempenha em inumeras condi¢Ges patologicas (HOLTHOFF et al.,2010).

Vérias infecgdes virais, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), rinovirus,
influenza e hRSV, mostraram induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em uma

variedade de tipos de células sendo elas responsaveis por desempenhar um papel importante na
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sinalizacdo celular, levando a expressdo de mediadores pro-inflamatorios. A geracdo descontrolada
de ROS estd associada a danos celulares, uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo
(CIENCEWICKI et al., 2008). Muitas caracteristicas da doenca pulmonar mediada por influenza e
hRSV, incluindo inflamacdo, hiper-reatividade das vias aéreas e dano as células epiteliais, sdo
devidas ao estresse oxidativo (VLAHOS et al., 2011).

Segundo ZANG e colaboradores (2011), um estudo avaliando efeito do tratamento com
moléculas descritas com acdo antioxidante e capazes de induzir a diminuicdo do estresse oxidativo
celular foi realizado usando uma fitoalexina (Resveratrol) e um flavonoide (Quercetina). As células
A549 (linha celular cancerosa alveolar tipo Il) foram infectadas com hMPV, na presenga ou
auséncia de varias doses de Resveratrol (10-50 pM em DMSO) ou quercetina (1-10 uM em
DMSO). O sobrenadante da cultura foi colhido 24h pés-infeccdo (pi) para medir o marcador de dano
por estresse oxidativo F ,8-isoprostano, usando um imunoensaio enzimatico, e marcadores pro-
inflamat6rios CXCXL8 (IL-8) e CCL5 (RANTES). A infec¢do por hMPV foi associada a dano
oxidativo significativo em células A549, conforme evidente pelo aumento da liberacdo de 8-
isoprostano, e com um aumento significativo na secre¢do das citocinas pré-inflamatorias IL-8 e
RANTES. Tanto o tratamento com Resveratrol quanto com quercetina reduziram significativamente
a geracdo de 8-isoprostano induzida por hMPV para niveis comparaveis as células falsamente
infectadas.

Para investigar o efeito antioxidantes na replicacdo viral, as células A549 foram infectadas
com hMPV e analisadas pelo nimero absoluto de copias do gene N do hMPV por PCR quantitativo
em tempo real (QRT-PCR). Nem o Resveratrol nem o tratamento com quercetina tiveram efeito
sobre a transcri¢cdo do gene hMPV N que decodifica a proteina N, responsavel pela replicacéo viral.
Ja seu efeito na expressdo da proteina hMPV foi realizado Western blot (técnica usada para detectar
proteinas numa amostra de homogenato de tecidos bioldgicos ou estratos) usando um anticorpo
policlonal de coelho anti-hMPV e novamente, ndo houve mudanga significativa na quantidade de
expressao da proteina total de hMPV no Resveratrol ou quercetina tratada em comparagdo com as
celulas infectadas ndo tratadas (ZANG N et al.,2011).

Para determinar se o tratamento com antioxidantes na dieta afetaria as etapas posteriores da
replicacdo viral, a producdo de particulas de infeccdo viral foi determinada por imunoensaio de
placa, sendo o tratamento com Resveratrol e quercetina de células A549 durante a infeccdo por
hMPV associado a um titulo viral muito mais baixo, em comparacdo com células infectadas néo

tratadas. Os resultados entdo sugerem que esses antioxidantes interferem na montagem viral e na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5022781/#R17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5022781/#R52
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formacdo de virus maduros, sendo a proteina M no hRSV responsavel por essa etapa de montagem e
liberacdo de virions maduros (ZANG N et al.,2011).

O Resveratrol ocorre nas isoformas trans e cis, que podem tém efeitos bioldgicos diferentes.
Devido a sua estabilidade, o trans-resveratrol € a isoforma mais usada. O cis-resveratrol tem
relatado como instavel e, portanto, ndo estad disponivel comercialmente.Por se tratar de uma
biomolécula relativamente pequena, o trans-resveratrol pode possuir a capacidade de interagir com
superficies expostas ao solvente da proteina M em solucdo, assim como outros flavonoides ja
estudados pelo grupo em diferentes proteinas do hRSV. Isso aumenta o interesse em verificar a

interacdo e quais mecanismos biofisicos no processo para que isso de fato ocorra.

Figura 5. Representacdo da estrutura quimica da molécula de trans-resveratrol

OH

HO

OH

Fonte: LEAL et al.,2017, adaptado.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Dicroismo Circular

A técnica de Dicroismo Circular (CD) € um método utilizado para avaliar a estrutura
secundaria de proteinas e outras macromoléculas em solugdo. Ela consiste em mensurar a diferenca
de absorcéo de luz circularmente polarizada entre duas componentes com igual magnitude, uma com
rotacdo a direita (R) e outra a esquerda (L). O sinal de CD pode ser observado em moléculas quirais
(moléculas que apresentam em sua estrutura quatro carbonos com quatro substituintes diferentes).
Os instrumentos de CD sdo conhecidos como espectropolarimetros e reportam a diferenca de
absorcdo de luz polarizada a esquerda ¢ a direita (AA= AL - AR); entretanto, essa diferenca é
reportada em termos de elipticidade (6 medida em graus). O espectro de CD ¢ coletado em fungao
de comprimentos de onda (GREENFIELD et al., 2007). A luz polarizada passa por um meio
circularmente dicréico, onde a absorcédo diferencial das duas componentes circulares converte a luz
plana polarizada em luz elipticamente polarizada, o vetor elétrico traca uma elipse ao invés de
oscilar em um plano ou formar um circulo. Quando os vetores elétricos dos dois componentes
circulares estdo na mesma direcdo, a soma de suas magnitudes origina o eixo maior da elipse, e
quando eles estdo em diregdes opostas, a diferenca de suas magnitudes origina 0 eixo menor da
elipse. O sinal de CD é caracterizado pela razdo dos eixos menor e maior da elipse, que € a tangente

de um angulo 6, chamado de elipticidade expresso pela relacdo:

0 = tan-1 (eixo maior) (1)

eixo menor

O sinal de CD, origina-se da interacdo da radiacdo eletromagnética com a molécula em
estudo. As diferentes bandas espectrais de absor¢do das moléculas sdo atributos intrinsecos das
caracteristicas estruturais das mesmas. Por exemplo, em proteinas os cromoforos de interesse sao as
ligagbes peptidicas, as quais absorvem luz com comprimentos de onda menores do que 240 nm
(KELLY et al., 2005).

As proteinas apresentam espectros caracteristicos para cada tipo de estrutura secundaria que
as compdem; como por exemplo, as proteinas a-helicoidais tém bandas com elipticidade negativa
em 222 e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm. As proteinas com majoritaria estrutura 3 (fitas

e/ou folhas-B) exibem bandas de elipticidade negativa em 215 nm e banda positiva em 195 nm. As
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estruturas proteicas desordenadas ou irregulares (randoim coil) tém elipticidade positiva por volta de
210 nm e uma banda negativa perto de 195 nm (Figura 6) (GREENFIELD, 2007).

Figura 6. Espectros de referéncia de estruturas secundarias de proteinas. As linhas vermelhas, azul e verde
representam espectros compostos majoritariamente de estruturas alfa hélice, estrutura beta e randoim coil,
respectivamente.
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Wavelength, nm
Fonte: GREENFIELD (2007)

Com base nos perfis espectrais de dados de CD de estruturas secundarias de proteinas
conhecidas, ha algoritmos que utilizam os espectros de CD-UV para fornecer uma estimativa das
estruturas secundarias de proteinas de interesse. Em geral, os procedimentos utilizam como base de
dados, uma biblioteca de estruturas de proteinas determinadas por cristalografia de raios-X (KELLY
et al., 2005), as quais sao comparadas com as amostras analisadas e, por fim, é feita uma estimativa
da porcentagem das estruturas secundarias (a-hélice, estrutura-p, randoim coil) da proteina de
interesse. Para essas analises de deconvolucédo espectral dos dados CD sé@o comumente utilizados 0s
programas: CONTIL, SELCON3 e CDSSTR, os quais se encontram presentes no pacote CDpro
(MATSUO et al., 2007; KELLY et al., 2005).
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2.2 Espectroscopia e supressao de Fluorescéncia

Pensando na relagao entre AF (comprimento de onda da fluorescéncia) e AA (comprimeiro
de onda da absorbancia) sabe-se que as proteinas ndo possuem um alto rendimento quéantico,
definido como o nimero de fotons emitidos pelo nimero de fotons absorvidos. Entretanto o estudo
de fluorescéncia tem tido um papel importante nas pesquisas atuais. Os residuos de aminoécidos nao
apresentam uma absorcao da radiacdo na regido do visivel, sendo que apenas trés absorvem radiagao
na regido do ultravioleta, sendo eles: Triptofano (Trp), Tirosina (Tyr) e Fenilalanina (Phe). Esses
residuos de aminodcidos sdo conhecidos como fluor6foros e possuem a capacidade de absorver
fotons nos comprimentos de onda Arp = 280 nm, Aryr = 274 nm e Appe = 257 NM, sendo que essa
absorcdo faz com que os elétrons da molécula saiam do estado fundamental partindo para um estado
excitado, e quando eles retornam para o estado fundamental ocorre a perda de energia do elétron
fazendo com que ele emita um foton de comprimento de onda maior (LACOWICZ et al 2011).

O Triptofano presente nas proteinas servem como uma sonda fluorescente eficiente para
monitorar mudancas fisico-quimicas ocasionadas pela interacdo de algum ligante de interesse devido
ao fato do espectro emitido seja suprimido quando ocorre a interacdo. A supressdo de fluorescéncia
estd relacionada com qualquer processo que diminua a intensidade do espectro de emissdo da
amostra conforme se adiciona moléculas supressoras (LACOWICZ et al 2011).

Podem ocorrer duas formas de supressdo: dindmica e estatica. A supressdo estatica ira
ocorrer quando hd a formacdo de um complexo ndo fluorescente com um supressor no estado
fundamental. Quando este complexo absorve radiacdo ele retorna ao estado fundamental sem emitir
fétons, sendo o sinal de fluorescéncia observado oriundos dos fluoréforos ndo complexados. Ja a
supressao dinamica acontece quando o complexo é formado durante o estado excitado. Pela a
equacdo de Stern-Volmer, a supressdo de fluorescéncia pode ser definida pela Equacdo 05, sendo
que F e Fo séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionério na presenga e na auséncia de
supressor [Q], respectivamente; K, é a constante de Stern-Volmer, K, é a constante de supresséo e

70 é o tempo de vida do fluordforo na auséncia de supressor.
F
Fo: 1+ st[Q]: 1+ KqTO [Q] [2]

A equacdo acima Fo/F demonstra uma dependéncia linear entre a razdo Fo/F e a constante
Ksv do supressor. Caso exista mais de uma classe de fluor6foros possuindo acessibilidades distintas,
podera ocorrer contribui¢fes supressoras estaticos e dinamicos, fazendo a equacao de Stern-Volmer
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adquira um comportamento ndo-linear (LACOWICZ et al 2011). Observando a Equacdo 05 e
sabendo sua dependéncia linear, a constante de Stern-Volmer sera o coeficiente angular desta reta,
mostrando a efetividade da supressdo causada pelo supressor.

O equilibro da reacdo é dado por:
MLn.l + L — LnM [3]

sendo [M] a concentracdo de proteina, n o nimero de sitios de ligacdo, [L] a concentracdo de ligante
e [L,M] é o complexo proteina/ligante. Através da equacdo de equilibrio, temos a constante de
associagao K, calculada por:

K" = L) [4]
f=f

Considerando que a proteina pode se encontrar complexada ou livre, segue a relagéo:
[M,] = [LnM] + [M[] [5]

sendo que [M1] e [Mg] sdo as concentracdes de proteina total e livres, respectivamente. A razéo de
proteina total no sistema por proteina livre é igual a razdo entre a intensidade de supressdo na

auséncia de ligante por intensidade suprimida:

M _ Fo 6]

[Mf] F
E substituindo as equacdes (07) e (08) e fazendo algumas manipulagdes matematicas € obtido:

W= M5 — K, (Lo — [LyM])" [7]

MF

Admitindo que a concentracdo de ligante livre [L,] seja muito maior que a concentracdo de ligante
ligado, entdo a concentracéo total de ligante pode ser aproximada a concentracdo de ligante livre de

tal forma que [Lo] [Ln], a equacéo de supressdo no equilibrio se torna:
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log (MOM;:/IF) = n.logK), + nlog[Ly — (LpnM)]  [8]

onde se observa uma dependéncia linear, podendo obter os valores relativos ao nimero n de sitios de
ligacdo por proteina e a constante de associacdo Ky relativa a interacdo do ligante com a proteina.
Variando a temperatura, a técnica de fluorescéncia permite fazer um estudo termodindmico da
interacdo proteina/ligante.

Sabe-se que a estabilizacdo do complexo proteina-ligante é dada por ligacdo de hidrogénio,
interacdo de van der Waals, interagdes eletrostaticas e contatos hidrofobicos no sitio de ligagéo.
Através dos parametros termodinamicos pode se entender o tipo de interagdo predominante para a
formacdo do complexo por meio da analise das contribuices energéticas da entalpia, entropia e
energia livre de Gibbs. Sabe-se que tanto contribui¢cbes entalpica quanto entrépica estdo
relacionadas com mudangas conformacionais na estrutura da proteina. Mudangas na entalpia
sugerem quebra ou formacdo de interacdes ndo covalentes entre atomos da proteina, e entre solvente
e proteina. J& mudancas na entropia estdo relacionadas a alteracdes dinamicas da cadeia principal e
lateral da proteina, além de organizacdo do solvente, principalmente em regies hidrofébicas. A
equacéo de van 't Hoff (Equacdo 13) permite entender melhor cada contribuicdo, fornecendo o perfil
termodinamico da interagdo. Se AH e AS > 0 o sistema é dominado por interagdes hidrofobicas se
AH e AS <0 o sistema ¢ dominado por ligagdes de hidrogénio ou van der Waals, e se AH <0 e AS

> 0 o sistema é dominado por interacGes eletrostaticas (LACOWICZ et al., 2011).

A energia livre de Gibbs estd relacionada com a constante de associacdo Ky através da

relagéo:
AG = —RTIn(Kj,) [9]

onde R=1,98 cal mol™ K™ é a constante universal dos gases e K, é a constante de associacio

referente a temperatura utilizada no experimento. A energia livre de Gibbs é dada por:

AG = AH — TAS [10]
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substitutindo eq. [9] na eq. [10], temos:

—RTIn(K,) = AH — TAS [11]

Ou seja:

AH
—RIn(Kp) = AS — —

A partir de um gréfico -RIn(Kb) em funcéo de (1/T) ontemo da declividade o valor de AH, e

com os valores de AG em cada temperatura e o valor de AH, obtem-se os valores de AS.
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

A proteina M € uma proteina importante na infeccdo pelo hRSV, responsavel pelo processo
de brotamento da particula viral com eficiéncia na propagacdo da infeccdo. Assim, potenciais
inibidores da proteina M poderiam inibir a producgdo de particula viral vidvel e consequentemente o
bloqueio de uma infec¢do em curso. Devido a sua importancia para o sucesso de infeccéo viral do
Virus Sincicial Respiratorio, a investigacdo da interacdo com ligantes que interferem no seu
mecanismo de acdo e interacdo com as proteinas virais e do hospedeiro é importante e permitira
responder questdes relevantes sobre o processo de infecgdo viral. Assim o0s objetivos do presente
projeto séo:

1. Transformar, expressar e purificar a proteina M em E.Coli Ril DE3;

2. Verificar a estrutura secundaria da proteina M através do Dicroismo Circular (CD);

3. Caracterizar as interacdes entre a Proteina M e ligantes através de Espectroscopia de
Fluorescéncia;

4. Calcular os parametros de interacdo entre proteina-ligante.
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4. METODOLOGIA

4.1 Clonagem e expressao das proteinas

Para a expressdo das proteinas de interesse foi utilizada a tecnologia de DNA
recombinante, sendo Escherichia coli o modelo de estudo. O gene da proteina M foi clonado
em vetor de expressdao pD441-NHT:M obtido da empresa DNA 2.0 transformado em E. coli da
linhagem Ril DE3, com o gene de resisténcia ao sulfato de canamicina, por servico de terceiros
(ATUM).

As bactérias foram crescidas a 37 °C em meio LB contendo 50 x | /mL de Canamicina e 50
mL de meio LB. Apos crescimento bacteriano das colbnias selecionadas, 25 mL de meio de cultura
foi transferido para 1L de um meio novo e cresceu a 37 °C até atingir a densidade optica em 600 nm
(DOgoo) desejada de 0,6, quando foi induzida a expressao utilizando 0,4 mM de IPTG durante 16
horas a 28 °C. Apds expressdo da proteina, as culturas foram centrifugadas em 5.000 xg por 30
minutos a 4 °C e foram ressuspensas utilizando o tampé&o de lise (20 mM de TRIS pH 7.5, 500 mM
de NaCl, 1 mg/mL Lisozima, 0,5 mM PMSF, 0,1% Triton X-100, 5% Glicerol, 1 mM 2-
Mercaptoetanol). Depois de uma hora de incubacdo no gelo, as células foram lisadas por sonicagéo.
O extrato celular bruto foi subsequentemente centrifugado a 40.000xg por uma hora a 4 °C.

O sobrenadante foi transferido para uma coluna de cromatografia de afinidade contendo a
resina Ni-NTA, pré-equilibrada com o Tampdo de Equilibrio (20 mM de TRIS pH 8.0, 500 mM de
NaCl, 5 mM de Imidazol e 1 mM de BME). Inicialmente, a resina foi lavada com concentracfes de
imidazol de 5 a 30 mM para remocdo dos contaminantes e, em seguida, a proteina de interesse foi
eluida em concentracGes de imidazol de 60 mM a 1 M. As fracOes de eluicdo contendo a proteina M
foram concentradas e injetadas na coluna de exclusdo molecular (Superdex 75), pré-equilibrada com
o tampéo fosfato (50 mM Na,HPO4/NaH,PO, pH 7,5, 50 mM NaCl, 1,0 mM BME).

A pureza das amostras foi verificada a cada passo do processo de purificacdo utilizando géis
de SDS-PAGE 15% corado com azul de coomassie brilhante R. As fragdes contendo a proteina
purificada foram agrupadas e concentradas. A concentracdo da proteina M foi determinada
espectroscopicamente por medidas de absor¢do UV-Vis (Cary-3E, Varian, Palo Alto, CA) utilizando
o0 valor do coeficiente de extingdo molar calculado pela ferramenta ProtParam webserver
(ExPASY)*. O flavonoide utilizado, trans-resveratrol- foi adquirido pela empresa Sigma Aldric. A
concentracdo do estoque do flavonoide foi determinada espectroscopicamente por medidas de
absorcdo UV-Vis (Cary-3E, Varian, Palo Alto, CA).
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4.2 Espectroscopia de UV-Vis

Com a finalidade de determinar a concentracdo da proteina M e dos ligantes Resveratrol-
trans efetuaram-se medidas de absor¢do UV-Vis em espectrofotdbmetro UV-Vis (Cary-3E, Varian,
Palo Alto, CA). As medidas foram realizadas utilizando uma faixa de leitura de 200 a 500 nm em
temperatura ambiente com cubeta de quartzo de um centimetro Optico. Para o célculo da
concentracdo foi coletado um espectro da linha de base, em seguida foi realizado a medida da
proteina M e o Resveratrol. Para o célculo da concentracdo foi utilizado coeficiente de extin¢ao
molar e,g0 = 27.390 M*cm™ para a protefna M (calculados pelo ProtParam) e o trans-resveratrol foi
preparado em etanol e a concentragdo foi determinada utilizando €304 =30.335 M cm™ como ja

descrito na literatura (CAMONT et al., 2009).

4.3 Dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados em um espectropolarimetro
Jasco J-710 (Jasco, USA), sendo utilizada cubeta de quartzo de caminho de 0,5 mm. Os espectros de
CD-UV far da proteina foram coletados no intervalo de 260-197 nm com velocidade de varredura
de 50 nm/min, tempo de resposta de 1,0 segundo, largura de banda espectral de 1,0 nm, resolucao
espectral de 0,2 nm e numero de acumulagdes igual a 10. A contribuicdo do espectro de CD do
tampdo fosfato (150 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,0, 50 mM NaCl, 1,0 mM BME) foi subtraida do
espectro da proteina M. Todos o0s espectros de CD foram registrados como miligraus (6) e, em
sequida, foram expressos em termos de elipticidade molar [@] em unidades de deg-cm?-dmol™ a

seguinte expressao:

[6] = (12)

sendo que (c) é a concentragdo molar (mol/L) de proteina M para analise da estrutura secundaria foi
de 3 uM, enquanto o experimento com a titulacdo de trans-resveratrol foi de 5 uM, n € o nimero de
residuos de aminoacidos (256) e [ é o caminho Optico da cubeta (cm).

A porcentagem de estruturas secundarias da proteina M foi estimada com o software
CONTINLL do pacote de programas CDPro, usando o conjunto de referéncia de proteinas SMP56
(SREERAMA & WOODY, 2000). Foram realizados também, experimentos de dicroismo circular
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(CD) com a proteina M e resveratrol, a fim de examinar a contribuicdo do ligante na estrutura

secundéria da proteina M.

4.4 Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro 1SS
PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com banho térmico Neslab RTE-221 (Thermo Electron
Corporation, USA). Utilizou uma cubeta de quartzo com caminho optico de um centimetro. O
comprimento de onda para excitacdo dos triptofanos da proteina M foram de 295nm e a faixa de
comprimento de onda para coleta dos espectros de 300 nm & 500 nm. As medidas foram realizadas
nas temperaturas de 288, 298 e 308 K, utilizando um concentragdo de M 5 uM em 1200 pL,
realizando 15 titulagdes com incrementos de volume AV de 0,5 ul e a concentracdo variando de O

até 50 uM de trans-resveratrol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Expressao e purificacdo

A proteina M fusionada com cauda de Histidina expressa a partir do plasmideo pD441-NHT-
M realizada em linhagem Ril (DE3), e ap0s as etapas de cromatografia apresentou massa molecular
de aproximadamente 30 kDa.. Na cromatografia por afinidade ao niquel, a resina foi lavada com
concentracdes de imidazol de 5 a 30 mM para remogdo dos contaminantes e, em seguida, a proteina
de interesse foi eluida em concentracdes de imidazol de 60 mM a 1 M (Figura 7). O SDS-PAGE da
cromatografia por afinidade com resina de Ni- NTA, mostra a proteina M sendo eluida a partir da
fragdo de 60 mM de Imidazol juntamente com contaminantes. As fragdes selecionadas para a etapa
de cromatografia de exclusdo molecular por tamanho foram de 100, 200, 500 mM e 1 M de
Imidazol por apresentarem um maior grau de pureza e menor nimero de contaminantes na amostra,

sendo entdo usadas para dar seguimento aos experimentos.

Figura 7. Gel SDS-PAGE 15% com a visualizagdo dos gradientes de concentracdo de Imidazol, sendo: Flow,
5mM de Imidazol com a presenga de muitos contaminantes, 20mM de Imidazol, 30mM de Imidazol, 60mM de Imidazol
onde a proteina j& comeca a ser eluida, marcador de massa molecular ( 97kDa, 66,0kDa, 45,0kDa, 30,0kDa, 21,1 kDa,
14,4kDa respectivamete), 100mM de Imidazol, 200mM, 500mM de Imidazol de Imidazol e 1M, respectivamente, onde

a proteina M aparece com um maior grau de pureza.

Flow SmM | 20mM | 30mM | 60mM | Marcador | 100mM | 200mNM | SO0mM | 1M

Fonte: Autoria prdpria

Ap0s o processo de purificacdo por afinidade, as fraces de 100 mM, 200 mM, 500 mM e 1
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M contendo a proteina de interesse foram concentradas para 1 mL para uma nova etapa de
purificacdo para remover contaminantes (ndo visiveis no gel) e para troca do tamp&o. O segundo
processo de purificacdo foi executado por cromatografia de exclusdo molecular por tamanho,
observado na Figura 8. Podendo ser observado a eluicdo da proteina pura, e em seguida as fracdes
da proteina M foram centrifugadas e concentradas para 1 mL, onde foram obtidas por volta de 400
UM de proteina M.

Figura 8. (A) Cromatograma no comprimento de onda 280 nm, correspondente ao processo de purificagéo por
exclusdo molecular. O pico representado proximo de 12 ml corresponde a eluicdo da proteina M. (B) Gel de
poliacrilamida SDS-PAGE evidenciando dentro do retangulo vermelho a eluicdo da proteina M em quatro eluicfes
seguidas do marcador de massa molecular (( 97kDa, 66,0kDa, 45,0kDa, 30,0kDa, 21,1 kDa, 14,4kDa respectivamete) e

outras trés elui¢bes da proteina M com massa molecular de ~30 kDa.

3
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Fonte: Autoria propria.

5.2 Dicroismo Circular

O resultado da Figura 9, mostra que o espectro de CD-UV far da proteina M a 25 °C. Para a
confirmacdo da estrutura secundaria, uma deconvolucao espectral dos dados de CD da proteina M
foi realizada utilizando o software CONTINLL do pacote de programas CDpro (linha vermelha,
Figura 11) (SREERAMA & WOODY, 2000). A partir dos resultados da deconvolucéo, foi estimada
uma porcentagem de 23% de a-hélice, 44% de estruturas-3, e 33% de randoim coil para o proteina
M do hRSV, o que é consistente com a estrutura cristalografica publicada na literatura (codigo de
PDB 4DAT) (FOSTER et al., 2015), mostrando que a proteina purificada estava bem estruturada

para que o0s experimentos reproduzissem o comportamento da proteina M em solugéo.
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As andlises dos espectros de CD-UV far da proteina M do hRSV revelaram uma
contribuicdo majoritéria das estruturas secundéarias em folha-p (~ 44%), o que corrobora com a
estrutura tridimensional determinada por cristalografia de raio-X descrita por Foster e colaboradores

(2015) e semelhante ao dado apontado no estudo de Money e colaboradores (2008) (Tabela 1).

Figura 9. Espectro de CD-UV far da proteina M (3 puM, circulos pretos vazios) a 25 °C (298 K) em solucéo
tampéo (150 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,0, 50 mM NaCl, 1,0 mM BME). A linha vermelha representa o0 melhor
resultado para a curva ajustada realizado pelo programa CONTINLL. A caixa a direita representa a porcentagem de cada

estrutura secundaria encontradas, sendo 23% de estruturas alfa hélice, 44% de fita beta e 33% de estruturas randoim

coil.
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Tabela 1. Comparagdo do resultado experimental da analise das estruturas secundarias da proteina M com
melhor resultado para a curva ajustada, realizado pelo programa CONTINLL e dados na literatura de Foster e

colaboradores e Money e Colaboradores.

Estudo % a-hélice % Folha-g % Randoim coil
Dado obtido 23 44 33
Money et al., 2008. 20 47 33
Foster et al., 2015. 18 35 46

Fonte: autoria propria

A fim de elucidar a contribuicdo do Resveratrol na estrutura secundaria da proteina M,
espectros de CD-UV far da proteina a 25°C (298 K) foram coletados no intervalo de 260-197 nm.
Abaixo (Figura 10), é possivel visualizar o espectro de CD-UV far de 5,0 uM da proteina M e
adicdo do Resveratrol, na concentracdo de 20 pM e 50 UM em uma razdo experimental da

concentracgéo final de 1:10.
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Figura 10. Espectro de CD-UV far da proteina M na concentragdo de 5,0 uM (preto) em tampéo fosfato (150
mM Na,HPO4/NaH,PO, pH 7,0, 50 mM NaCl, 1,0 mM BME) com a adi¢do de Resveratrol variando na concentracéo de
20 UM (rosa) a 50 uM (laranja) solubilizado em etanol 100%.
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Fonte: autoria propria

A comparacdo entre a estrutura secundéria da proteina M com a adi¢do do Resveratrol em
solucdo mostra uma pequena diferenca no perfil espectral da proteina na concentragdo de 5 UM ao
complexo proteina-ligante na concentracdo de 20 uM. Embora o perfil espectral do Resveratrol em
solugdo na concentracdo de 50 pM apresente uma pequena varia¢do, ndo houve indicios de de
mudanga na estrutura secundaria da proteina que permaneceu com 22% de estruturas alfa hélice,
44% de estrutura beta e 34% de estruturas randoim coil em comparagdo com a Figura 10, que
mostra um perfil de 23% de estruturas alfa hélice, 44% de estrutura beta e 33% de randoim coil.

A interacdo do complexo trans-resveratrol/proteina M evidencia que 0 mecanismo no qual o
trans-resveratrol se liga na proteina M para exercer atividade anti-viral ndo envolve a inativacao da

proteina M por desenovelamento/enovelamento, como fazem alguns inibidores irreversiveis no
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design de farmacos e drogas onde o aumento da concentracdo do ligante em solugdo afeta a
estabilidade de proteinas e receptores no sistema bioldgico (GONDIM et al., 2015).

5.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Através do espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina M (figura 11) é possivel
visualizar a supresséo na intensidade do sinal conforme a adi¢do da titulagdo do trans-resveratrol.
Foi utilizado 5 uM da proteina M e a concentracdo de trans-resveratrol variou de 0 a 50 uM em 15
titulacGes. Através do espectro da fluorescéncia, observa-se o deslocamento do pico de emisséo
maxima conforme o trans-resveratrol € titulado nas trés diferentes temperaturas 288 (15 °C), 298 (25
°C) e 308 K (35 °C) indicando que um ou mais residuos de triptofano estdo se tornando mais

acessiveis ao solvente, conforme o0 aumento da concentracéo de trans-resveratrol no meio.

Figura 11. Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina M [5uM] na presenca do trans-resveratrol a 288 K
(15°C). Com a adicéo de trans-resveratrol (0 uM a 50 puM) houve o fendmeno de supressio da intensidade da

fluorescéncia, sugerindo interagdo entre a proteina M e o trans-resveratrol.
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44

Figura 12. Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina M na presenca do trans-resveratrol a 298 K (25°C). Com a

adicdo de trans-resveratrol (0 uM a 50 pM) houve o fenémeno de supresséo da intensidade da fluorescéncia, sugerindo

interacdo entre a proteina M e o trans-resveratrol.
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Figura 13. Espectro de emissao de fluorescéncia da proteina M na presenca do trans-resveratrol a 308 K (35

°C). Com a adicdo de trans-resveratrol (0 uM a 50 uM) houve o fendémeno de supressao da intensidade da fluorescéncia,

sugerindo interacdo entre a proteina M e o trans-resveratrol.
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Fonte: Autoria Propria

Os experimentos de supressao de Fluorescéncia revelam (Figura 11, 12 e 13) a diminuicdo da

intensidade méxima do sinal de fluorescéncia da proteina M a medida em que o ligante € titulado. Ja

0 deslocamento do pico da intensidade de fluorescéncia esta relacionado com o deslocamento

quimico no ambiente do Trp mais exposto ao solvente.

O trabalho realizado por Money e colaboradores (2008) revela que a interface dimérica e

unido dos dominios da proteina M sdo compostos com as principais interacdes entre eles, sendo

hidrofobico por natureza, suportado por um pequeno nimero de ligac6es de hidrogénio.

A partir das figuras 11, 12 e 13 foi possivel obter o grafico de Stern-Volmer que apresentou

um aumento do Ksy com 0 aumento da temperatura. 1sso se deve ao aumento do nimero de colisées

do trans-resveratrol com os fluoroforos em solugédo, sendo a temperatura de 308 K evidenciada com

0 maior aumento do Ksy em 4,3 x10* M.
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Figura 14. Gréafico de Stern-Volmer: Supressdo de Fluorescéncia da proteina M nas temperaturas de 288 K (laranja),
298 K (azul) e 308 K (rosa). Este gréafico indica uma supressdo dindmica, onde Kg, aumenta com a temperatura devido

a0 aumento no namero de colisdes do trans-resveratrol com os fluoréforos.
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Fonte: Autoria propria.

As constantes de Stern-Volmer (Ksy) nas trés temperaturas foram obtidas através do ajuste
linear (Tabela 2), os valores encontrados séo diretamente proporcionais ao aumento de temperatura,

indicando uma ocorréncia de supressao dinamica.

Tabela 2. Constante de Stern-Volmer (Ksy) nas trés temperaturas (288K, 298K e 308K) obtidas através do
ajuste linear da reta.

Resveratrol/Proteina M

T (K) Ks (10* M™
288 1,8+0,1
298 2,8+0,2
308 43+0,2

Fonte: Autoria prdpria
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Conforme h& um aumento de temperatura e a diminui¢do da viscosidade do meio, ha entéo
um aumento nas colisdes dos ligantes na solu¢do com a proteina M, resultando em um aumento da
constante de supressao Ksy.

Com os resultados obtidos a partir da supressdo de fluorescéncia da proteina M com o
resveratrol, as constantes de ligacdo Ky, e 0 nimero de sitios de ligagdo (n) podem ser previsto pela
equacdo (12). Essa equacdo fornece uma relacdo entre a razdo da diferenca entre a fracéo de proteina
M livre pela fracdo de trans-resveratrol ligada com o resveratrol em funcdo da concentracdo de
resveratrol no meio. A Figura 15 mostra o grafico de duplo-log da proteina M e resveratrol nas

temperaturas de 288, 298 e 308 K ajustados pela equagéo (11).

Figura 15: Gréfico de Duplo-Log para a supressdo de fluorescéncia da proteina M pelo trans-resveratrol nas
trés temperaturas. Com base neste grafico € possivel determinar o nimero de sitios de ligacdo (n) e a constante de

associacao K, das interagdes.
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Fonte: Autoria propria

As constantes de associacdo (Kp) e os sitios de ligacdo (n) nas temperaturas de 288, 298 e

308 K foram obtidos através do ajuste linear, esses valores se encontram Tabela 3.
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Tabela 3. Constante de associacdo K, e sitios de ligagdo (n): Valores referentes ao complexo proteina M/trans-

resveratrol nas temperaturas de 288, 298 e 308 K.

Resveratrol/Proteina M

T (K) n
288 0,9
298 0,8
308 0,9

Kp (10 M™)
0,18 (+ 0,01)
4 (x1)
5,2(+0,6)

Fonte: Autoria prépria

E possivel perceber através dos resultados encontrados (Tabela 3) que nas trés temperaturas

estudadas o sitio de ligacdo (n) é aproximadamente 1, enquanto que os valores da constante de

associacdo sofreu um aumento conforme o aumento de temperatura. Esses resultados mostram que a

temperatura favorece a formagao do complexo M/trans-resveratrol.

As constantes de ligagdo K, mostram o aumento do K, do complexo com aumento da

temperatura, evidenciando uma interacdo média/alta sendo 1 ligante para 1 proteina.

A Figura 16 mostra o grafico de van 't Hoff para o sistema nas trés temperaturas estudadas. A

partir dele é possivel calcular os parametros termodindmicos e com os valores de AG em cada

temperatura e o valor de AH, obtem-se os valores de AS.
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Figura 16. Gréfico de van’t Hoff: Andlise termodindmica do complexo proteina M/trans-resveratrol nas
temperaturas de 288, 298 e 308 K. O grafico de van’t Hoff relaciona a constante de associagdo com a temperatura. A
partir dele é possivel calcular os parametros termodindmicos e com os valores de A G em cada temperatura e o valor de

A H, obtem-se os valores de AS.
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Fonte: Autoria propria

Na tabela 04 e possivel encontrar os valores do grafico de van’t Hoff que relaciona a
constante de associacdo com a temperatura. A partir dele é possivel calcular os parametros

termodinamicos e com os valores de AG em cada temperatura e o valor de AH, obtem-se os valores

de AS.

Tabela 4. Pardmetros termodindmicos de A G em cada temperatura e o valor de A H para obteng¢éo dos valores

de AS.
T(K) AG(kcal/mol) AH(kcal/mol) TAS(kcal/mol)
288 -4,5 26,5 31,1
298 -5,9 26,5 32,4
308 -6,6 26,5 el
pH 7.5

Fonte: autoria propria
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Nas andlises termodinamicas (van’t Hoff) encontram-se os valores de AH, TAS ¢ AG bem
como os padrdes termodindmicos referentes ao complexo trans-resveratrol/M nas temperaturas de
288, 298 e 308 K, indicando uma interacdo do tipo hidrofdbica. Isso corrobora com os dados
sugeridos por Money e Colaboradores (2009) de que a interface dimérica da proteina M, que
predominantemente apresenta uma regido hidrofobica que poderia ser um bolséo de ancoragem para
pequenos ligantes.

Na Figura 17 encontram-se os valores de AH, TAS ¢ AG bem como os padroes

termodinamicos referentes ao complexo trans-resveratrol/M nas temperaturas de 288, 298 e 308 K.

Figura 17. Perfil termodindmico do complexo proteina-M/trans-resveratrol nas temperaturas 288, 298 e 308 K.
Em vermelho é representado a variagdo da energia livre de Gibbs (AG), em verde é representado a variagdo da entalpia

(AH) e em azul ¢ representado a variagdo da entropia (TAS).
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Fonte: Autoria Propria

No complexo M/trans-resveratrol tanto a contribuicdo entélpica quanto a entrépica séo
positivas (AH>0 e AS>0), sendo assim a interacdo é entropicamente dirigida, dominada por efeitos
hidrofobicos. O alto custo entropico se deve as moléculas de agua que sédo retiradas da camada de
solvatagdo da proteina quando o trans-resveratrol se aproxima do sitio de ligacdo. Como ha a

ocorréncia de um grande nimero de subunidades hidrofébicas em peptideos e farmacos, as
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interaces hidrofobicas sdo importantes para o reconhecimento do ligante pelo receptor. No
complexo proteina M/trans-resveratrol, a caracteristica hidrofobica do ligante pode ser crucial para a
ancoragem no bolsdo hidrofébico da proteina M. No entanto, mais experimentos devem ser
realizados para descrever a interacdo do trans-resveratrol e a proteina M visto que esta pequena
molécula apresenta o coeficiente de absorvidade molar no comprimento de onda de 304 nm,
podendo ter contribui¢do na regido onde ha a emissao de fluorescéncia da proteina.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A caracterizacdo de interacBes proteinas-ligantes se faz importante no entendimento do
mecanismo de atividade das proteinas, possuindo um valioso papel na criacdo e desenvolvimento de
novos farmacos. Estes resultados ajudam a compreender, em uma resolucdo molecular, o
microambiente onde ocorre a interacdo bem como esta interacdo afeta estruturalmente a proteina
(GUIMARAES et al., 2012).

Desta forma, o presente trabalho sugere a interacdo do trans-resveratrol com a proteina M,
corroborando dados que indicam que esse antioxidante podera interferir na montagem viral e na
formacdo de virus maduros, etapa mediada pela proteina M (ZANG et al., 2011). Pela escassez de
novos farmacos com acdo antiviral, o trans-resveratrol podera se apresentar como uma alternativa
para o tratamento de infec¢do pelo HRSV.

Como elucidado por Zang e Colaboradores (2011), o trans-resveratrol teria um importante
papel na atividade antiviral, na etapa de brotamento da particula viral madura. Esse mecanismo de
interacdo foi estudado no presente trabalho. No entanto, a elucidagdo do complexo M-trans-
resveratrol através de outras técnicas e ferramentas amplamente utilizadas no meio bioldgico,
poderdo auxiliar na descricdo da interacdo proteina-ligante.

Experimentos que permitam andlises dos parametros de interacdo do reconhecimento
molecular do complexo ligante-receptor, sdo de grande importancia para caracterizagdo das
interacdes, Consequentemente, a caracterizacdo estrutural e energética dessas interacdes em nivel
molecular constitui uma faceta indispensavel dessa atividade. Em particular, entre os métodos de
espectroscopia de RMN observados por ligantes, as experiéncias de espectroscopia de diferenca de
transferéncia de saturagdo (STD) (ANGULO et al., 2010).

Resumidamente, o método consiste em aplicar uma irradiagdo seletiva por radiofreqiiéncia
para saturar apenas os sinais de RMN da macromolécula. A espectroscopia de diferenca detecta a
transferéncia dessa saturacdo pelo NOE intermolecular para qualquer molécula pequena que esteja
ligada & macromolécula em condic¢des de troca quimica rapida. A magnitude de qualquer saturacéo
transferida esta relacionada a proximidade do proton do ligante a superficie da proteina, de modo
que é particularmente interessante sua capacidade de obter informacdes no nivel atdmico sobre o
epitopo de ligacdo ao ligante, possibilitando o célculo do epitopo de ligacdo do ligante e as
constantes de dissociagcdo dos complexos (ANGULO et al., 2010).

Ainda, experimentos de Dindmica Molecular (DM) realizados atraves de um estudo

computacional, apresentam resultados versateis para o estudo de macromoléculas bioldgicas. No
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planejamento racional de farmacos baseado em estrutura, as simulagfes de DM tém contribuido
exaustivamente em diversos estagios do processo (GUIMARAES et al., 2012). A metodologia da
DM ¢é fundamentada nos principios da Mecanica Classica e fornece informacGes sobre o
comportamento dindmico microscopico do complexo bem como o ambiente quimico cuja a
interacdo acontece, flexibilidade conformacional de ligantes e regides acessiveis para a interacdo
além de fornecerem um baixo custo computacional (ROSA et al.,2020).

Além disso, o potencial antiviral de outros polifenois e flavonoides sdo amplamente relatados
na literatura, como compostos antivirais como quercetina, rutina, luteolina, apigenina, caempherol,
naringenina e seus derivados glicosideos (REIS et al.,2020).

Além da caracterizacdo do complexo M-Resverarol, € possivel fornecer através de estudos
computacionais e experimentais qual ligante com melhor potencial de interacdo e quais sdo 0S

parametros de interacdo existentes no complexo.
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