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“A resposta certa ndo importa nada: o essencial € que as
perguntas estejam certas.”
Mario Quintana (Caderno H, 1994)



RESUMO

O virus sincicial respiratorio humano (HRSV) é o principal agente causador de
doencas crbnicas do trato respiratorio inferior em criancas e idosos por todo o
mundo. A proteina M2-1 do HRSV atua como um fator de antiterminacéo
transcricional, possibilitando a transcricdo de todos os genes. Essa proteina é
dividida em quatro dominios: um dominio de dedo de zinco; o dominio de
oligomerizacdo; o dominio globular que interage com o RNA viral; € um dominio C-
terminal ndo estruturado. Em 2016, um estudo publicado por Bailly e colaboradores
mostrou que alguns alcaloides esteroidais possuiam atividade antiviral significativa
contra 0 HRSV e que o principal alvo do composto era o dominio globular da
proteina M2-1 (dgM2-1). O presente estudo teve como objetivo responder as
seguintes perguntas: i) quais sao os parametros termodinamicos e as interagdes néao
covalentes envolvidas na formacao e estabilizacdo do complexo dgM2-1 / RNA ?; ii)
ciclopamina e solasodina realmente interagem no dominio globular? Quais regides
destas moléculas estdo envolvidas na interacdo com a proteina? Para alcancar os
resultados, mensuramos a supressao de fluorescéncia do dgM2-1 pelo RNA em
diferentes condi¢cbes de temperatura, forga idnica e pH. A constante de dissociagéo
determinada para o complexo é da ordem de 10° M e a estequiometria de ligacdo é
de 2 proteinas para 1 molécula de RNA. O efeito da temperatura revelou uma
variacdo negativa na entalpia de ligacdo, enquanto o aumento no pH ou na
concentracdo salina confirmou que a orientagdo da interagdo possui uma
componente eletrostatica. Os resultados também indicam que a interacdo €
espontanea, com ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals desempenhando
um papel fundamental na estabilizacdo do complexo. Com relacdo aos alcaloides
esteroidais, descobriu-se que ambos interagem no sitio de ligacdo ao AMP e o
complexo formado foi visualizado por meio de docking molecular, o qual demonstrou
que a interacao ocorre na regido de interface interdominio dgM2-1/dedo de zinco e
depende de ligacdes de hidrogénio e contatos hidrofobicos para ocorrer. Esses
achados necessitam de maiores investigacdes e s&o importantes para a
compreensdao do mecanismo de interacdo entre a proteina M2-1 do HRSV com o

RNA e com candidatos promissores para o desenvolvimento de antivirais.

Palavras-chave: HRSV, M2-1, RNA, solasodina, ciclopamina.



ABSTRACT

Human respiratory syncytial virus (HRSV) is the major causative agent of chronic
lower respiratory tract diseases in children and elderly worldwide. The M2-1 protein
from HRSV acts as a transcription antitermination factor, enabling the transcription of
all genes. This protein is divided into four domains: a zinc finger domain; the
oligomerization domain; the core domain that interacts with the viral RNA; and
unstructured C-terminal domain. In 2016, a study published by Bailly and colleagues
showed that steroidal alkaloids had significant antiviral activity against HRSV and that
the main target of the compound was the M2-1 protein core domain (cdM2-1). Then,
the present study aimed to answer two questions: i) what are the thermodynamic
parameters and the non-covalent interactions involved in the formation and
stabilization of the cdM2-1/RNA complex? ii) do solasodine and cyclopamine really
interact in the core domain? Which regions of these molecules are involved in the
interaction with the protein? To achieve the results, we measured the fluorescence
quenching of cdM2-1 by RNA under different conditions of temperature, ionic
strength and pH. The determined dissociation constant for the complex was on the
range of hundreds nanomolar and the binding stoichiometry is of two proteins per
RNA molecule. The effect of temperature revealed a negative binding enthalpy
change, whereas the increase either in pH or in saline concentration confirmed that
electrostatic forces drive the interaction. The results also indicate that it is
spontaneous, with hydrogen bonds and van der Waals forces playing a key role on
the stabilization of the complex. Regarding to the steroidal alkaloids, it was found that
both interact at the AMP binding site and the complex formed was visualized by
molecular docking, which demonstrated that the interaction occurs at the cdM2-1 /
zinc finger interdomain interface region and it depends on hydrogen bonds and
hydrophobic contacts to occur. These findings require further investigation and are
important for understanding the mechanism of interaction between HRSV M2-1

protein with RNA and with promising candidates for the development of antivirals.

Keywords: HRSV, M2-1, RNA, solasodine, cyclopamine.
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1. Introducéo

1. 1. Virus Sincicial Respiratorio Humano: Epidem  iologia, aspectos
clinicos e classificagédo

O virus sincicial respiratério humano (VSRH) foi descoberto na década de
1950 e desde entdo € apontado como o principal agente causador de infeccbes
respiratérias agudas (IRA) por todo o mundo, especialmente em recém-nascidos
(MORRIS et al., 1956; CHANOCK et al., 1957; MUFSON et al., 1973; PARROTT et
al., 1973; HALL et al., 1994; HALL et al., 2009). O virus, assim como 0s demais virus
respiratorios, € dispersado por goticulas de muco ou saliva nos momentos em que
um individuo infectado tosse, espirra ou fala. O contagio pode ocorrer diretamente
ou, principalmente, indiretamente, quando um individuo sadio entra em contato com
secrecdes depositadas em um objeto ou superficie do ambiente e as conduz para as
mucosas orais, nasais ou oculares. Ao alcancar as células epiteliais ciliadas do trato
nasofaringeo do futuro hospedeiro, o HRSV (do inglés — Human Respiratory
Syncytial Virus) penetra e inicia a replicacdo, podendo atingir as células ciliadas dos
bronquiolos e os pneumdcitos do tipo | nos alvéolos, principais alvos do agente e
locais onde ocorrem o0s sintomas caracteristicos da infeccdo aguda do trato
respiratorio inferior (HALL et al., 1975; HALL et al., 1980; HALL et al., 1981a; HALL
et al., 1981b; COLLINS et al., 2008).

Os surtos de HRSV apresentam sazonalidade regional, assim como ocorre
com o virus Influenza, porém nem sempre os ciclos de ambos os virus coincidem.
Fatores como a umidade sdo importantes para a disseminacdo do virus,
principalmente em regides tropicais. Mas, de maneira geral, 0os picos no niumero de
casos ocorrem em meses de inverno, nos quais a temperatura média € mais baixa e
as pessoas tendem a se aglomerar em suas casas, facilitando a transmisséo
intrafamiliar, onde o contagio geralmente ocorre dos individuos adultos para as
criancas (YANG et al., 2015; PAYNTER et al., 2015; HEIKKINEN et al., 2015).
Apesar de existirem dois subtipos virais (RSVA e RSVB), néo existe distingéo geral
clara entre a sazonalidade de ambos. O que se sabe até 0 momento € que 0sS
subtipos alternam surtos e que RSVA gera titulos virais mais altos, possivelmente
facilitando sua dispersdo nos momentos de aglomeracgéo familiar. Reservatorios para

o virus ainda ndo foram encontrados, mas provavelmente existem pequenas
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populacdes virais que se replicam "silenciosamente” em hospedeiros adultos ou em
criancas durante o verdo (AUSAR et al., 2005; KIM et al., 2015).

Figura 1. Tendéncias idade-especificas do HRSV no ano de 2019. As barras azuis representam o
namero total de casos de gripe contabilizados por semana epidemiol6gica em 14 diferentes paises ao
redor do planeta. O gradiente de cor azul das barras representa a faixa etaria acometida pelos casos
de gripe, partindo do azul claro (bebés de 0 a 6 meses de idade), seguindo para um tom pouco mais
escuro (criancas de 6 meses a 5 anos de idade), depois um tom de azul escuro intermediario
(criancas de 5 anos até idosos de 65 anos de idade), chegando até o azul escuro (idosos com idade
superior a 65 anos). A linha azul representa o percentual de casos positivos para HRSV, enquanto a
linha laranja representa o percentual de positividade para Influenza.

Semana epidemiolégica

240 N
Agegroup M Influenza % positivi...
220 OM_<6M B rsv 9% positivity
6M_<5Y =
B sv_<s5v -
200 M 6sv+

180 30

160

140

100

15
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(%) soalsod sosed ap |enjuadiad
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Fonte: Organizacao Mundial da Saulde (OMS, 2020). Disponivel em:
http://ais.paho.org/phip/viz/ied_who_rsv.asp.

35
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A idade é o fator determinante para o aumento da susceptibilidade de contrair
0 HRSV, sendo recém-nascidos, criancas até 2 anos de idade e idosos 0s principais
grupos de risco (figura 1), provavelmente em virtude de mdltiplos fatores intrinsecos,
destacando-se a fragilidade do sistema imunoldgico, ora imaturo, ora menos
eficiente (MUFSON et al., 1973; FALSEY et al., 1995; DOWELL et al., 2006; HALL
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et al., 2009;). Porém, estudos epidemioldgicos apontam outros fatores agravantes
para o estado patologico destes pacientes, sendo eles a exposicdo excessiva a
fumaca (por tabagismo e ao cozinhar), evidéncias de asma na mae e o nivel
socioeconémico (WEBER et al.,, 1999; OKIRO et al., 2008). Outros grupos
notavelmente susceptiveis as hospitalizacbes pela infeccdo viral incluem: bebés
prematuros ou abaixo do peso (< 2,5 kg), imunocomprometidos (via medicamentosa
ou com HIV por exemplo) (HERTZ et al.,, 1989; WHIMBEY et al., 1995), pessoas
com problemas cardiopulmonares (GLEZEN et al., 2000), com anomalias genéticas
ou cromossdmicas (sindrome de Down, por exemplo) (MORI et al., 2014),
neoplasias e individuos com combinac¢des de todos os quadros listados (WALSH et
al., 2004; CILLA et al., 2006; CHEN et al., 2014; WU et al., 2015).

Figura 2. Aspectos clinicos e resposta imunoldgica da infeccao por HRSV por faixa etéria. A idade é
um fator determinante para desenvolver a doenca causada por HRSV. As primeiras infeccbes
ocorrem tipicamente logo apds o declinio dos titulos de anticorpos maternais, na primeira época de
surto de RSV enfrentada por uma crianca; este € o momento de grande risco para desenvolver
doencas severas do trato respiratorio inferior, as quais podem acarretar chiados respiratérios apés
episédios de bronquiolite na infancia tardia. A resposta imunolégica amadurece no primeiro e
segundo anos de vida, com uma resposta imune inata mais eficiente, aquisicdo de imunidade Ty1
protetiva e relativo declinio em respostas mediadas por T2 e Ty17. Repetidas infeccdes com HRSV
ocorrem ao longo da vida, porém em adultos saudaveis causam apenas resfriados comuns. No
entanto, para aqueles que possuem problemas respiratérios como asma ou doencas pulmonares
obstrutivas crénicas (DPOC), o HRSV pode levar a exacerbacfes. A imunidade tende a declinar em
idade avancada, com a maioria das mortes causadas por HRSV ocorrendo em idosos fragilizados.

.« < % R

Bebés Criangas Jovens Adultos ldosos
(=18 meses) (19 meses- 5 anos) (6-16 anos) (17-70 anos) (=70 anos)

Bronqguiolite hR SV Chiado pds bronguiolite
Exacerbagao de asma/DPOC Aspectos
Crises respiratorias incidentes clinicos
Resfriados devido a infecgoes e reinfecgies
Protegao parcial de reinfecgao por hR SV
Transf.de a.c.maternos
Resposta
Imaturo Imunidade Inata Declinio Imune
Imaturo Imunidade por Ty1 Declinio
Viés de Tp2/My17

Fonte: traduzido e adaptado de Openshaw et al., 2017.



20

O HRSV néo é apenas o maior causador de IRA, como também & um dos
agentes que mais levam a hospitalizagcdes devido a IRA severa no mundo todo,
ficando atras apenas das pneumonias bacterianas causadas por pneumococos e
Haemophilus influenzae tipo B. Estima-se que quase todas as criancas até os dois
anos de idade tenham se infectado com HRSV, com cerca de 2% destas requerendo
hospitalizagdo. Dados epidemiolégicos mostram que o HRSV acomete cerca de 34
milhdes de criancas menores que 5 anos de idade por ano, levando a quadros de
IRA do trato respiratorio inferior grave seguida de hospitalizacdo em cerca de 3,4
milhdes de casos. Além disso, a mortalidade deste grupo foi de cerca de 66,000 a
160,000 individuos em 2005, com mais de 90% das mortes ocorrendo em paises
emergentes (HALL et al., 2001; NAIR et al., 2010). Ja no grupo dos idosos, os dados
sdo tdo alarmantes quanto o supracitado, apresentando um numero total de
hospitalizagbes maior que do virus influenza. Estima-se que 78% das mortes
causadas por HRSV sejam de adultos acima de 65 anos de idade, um numero que
tende a aumentar devido ao envelhecimento das populacdes, refletindo as
mudancas nas estruturas sociais globais (THOMPSON et al., 2003; FALSEY et al.,
2005; FLEMING et al., 2015).

Apesar do HRSV infectar boa parte das pessoas logo nos primeiros 6 meses
de idade e induzir a producéo de niveis significantes de imunoglobulinas, ndo existe
a garantia de imunizacao para o futuro, sendo frequentes as reinfeccdes ao longo da
vida sem a necessidade de troca antigénica, especialmente nos primeiros anos de
vida (WALSH et al.,, 2004). Os sintomas importantes causados pela infec¢cdo por
HRSV nos pacientes sdo originados por dois componentes: o titulo viral e a
exacerbacéo da resposta imunolédgica do hospedeiro, sendo geralmente brandos ou
inexistentes em individuos adultos saudaveis e frequentes e acentuados em
individuos dos grupos de risco, requerendo hospitalizacdo (DEVINCENZO et al.,
2010; UTOKAPARCH et al., 2011).

O aumento da carga viral pode tornar a infeccdo mais severa,
consequentemente causando maior inflamacao das vias aéreas, assim como ocorre
com outros virus respiratérios (DEVINCENZO et al., 2010). No entanto, o efeito
citopético causado pelo HRSV é relativamente menor do que o observado para
influenza por exemplo. Logo, ha indicios de que boa parte do dano causado pela
infeccdo ocorra em virtude da resposta imunolégica desregulada, cujos indicadores

sdo a infiltragdo massiva de neutrofilos e eosinofilos e a resposta imune mediada por
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células Tn2 (KIM et al.,, 1969; EVERARD et al., 1994; JOHNSON et al.,, 1999;
MCNAMARA et al., 2003). Outros efeitos notorios no decorrer da infec¢cdo por HRSV
sdo a formacéo de sincicios entre as células do hospedeiro (originando o nome do
virus) principalmente in vitro, obstru¢do das vias aéreas inferiores (0 que agrava 0s
sintomas de individuos que possuem asma e doencas pulmonares obstrutivas
cronicas — DPOC) e inducdo de bronquiolite e pneumonia viral grave, levando a
deficiéncia funcional do pulméo, podendo acarretar a morte (SEEMUNGAL et al.,
2003; HEWITT et al.,, 2016). Além disso, a progressao para casos severos da
doenca pode ter efeitos a longo prazo, existindo indicios de uma correlacdo direta
entre individuos que desenvolveram a IRA precocemente e o0 surgimento de casos
de chiados ao respirar e asma no futuro, devido ao desenvolvimento de
anormalidades funcionais nos pulmdes durante o curso da infeccdo (CARROLL et
al., 2009; SIGURS et al., 2010).

O HRSV pertence ao dominio Riboviria, reino Orthornavirae, filo
Negarnaviricota, subfilo Haploviricotina, classe  Monjiviricetes,  ordem
Mononegavirales, familia Pneumoviridae, género Orthopneumovirus (KOONIN et al.,
2020), e apresenta morfologia pleomoérfica, possuindo nucleocapsideo helicoidal
circundado por um envelope lipidico externo no qual estdo embebidas as
glicoproteinas de membrana. O virus possui um genoma de RNA fita simples de
polaridade negativa, sem segmentacdo, com 15,2 kb e dez genes, produzindo dez
RNAs mensageiros (MRNA), os quais codificam onze proteinas devido a duas
regides de leitura aberta sobrepostas localizadas no gene M2, produzindo as
proteinas M2-1 e M2-2 (COLLINS et al., 1984; COLLINS et al., 1991; GOWER et al.,
2005). Desses dez genes, na ordem: 3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5', oito
codificam proteinas estruturais e dois codificam proteinas nao estruturais (NS1 e
NS2) relacionadas a evasdo de resposta imunolégica inata. Das proteinas
estruturais, a proteina de matriz (M) e nucleoproteina (N) compdem o
nucleocapsideo, enquanto a fosfoproteina (P) e a RNA polimerase viral (L)
constituem o complexo da RNA polimerase. No envelope lipidico estdo localizadas
as glicoproteinas de membrana, relacionadas com o aumento de permeabilidade,
adesdo e fusdo a célula hospedeira, sendo elas a pequena proteina hidrofébica
(SH), glicoproteina (G, da qual se diferenciam os subtipos virais A e B) e proteina de
fusdo (F), respectivamente. Por fim, as proteinas M2-1 e M2-2 compdem um

importante sistema de regulagéo do ciclo de replicagao viral, encontrado em poucos



22

virus desta familia, e sdo responsaveis por impedir a terminacdo prematura da
transcricdo e regular a alternancia de etapas entre transcricdo/traducao,
respectivamente (BERTHIAUME et al., 1974; COLLINS et al., 1984; ANDERSON et
al., 1985; KNIPE et al., 2001).

1. 2. O papel da proteina M2-1 e dgM2-1 na infecti vidade e replicacao viral

Logo apos a fusdo da particula viral com a célula hospedeira, inicia-se a
transcricdo do genoma viral. A principio, o complexo da polimerase viral realiza uma
transcricdo abortiva, iniciando e terminando a transcricdo de pequenos trechos do
genoma viral, dessa forma produzindo muitas copias de RNA senso positivo dos
genes proximos a extremidade 3'. Portanto, ocorre a geragcdo de um gradiente
decrescente de transcritos da extremidade 3' em dire¢do a 5' do genoma (FEARNS
et al., 1999; BLONDOT et al., 2012).

A proteina M2-1 atua no processo de transcricdo como um fator de
processividade e anti-terminagdo (COLLINS et al.,, 1996; HARDY et al., 1998),
evitando que a RNA polimerase viral se dissocie precocemente ao chegar no codon
de parada, aumentando a eficiéncia de transcricdo principalmente dos genes
proximos a extremidade 5 (BLONDOT et al., 2012). Alternativamente, a associacao
de M2-1 com o replissomo aumenta a atividade replicativa do RNA viral (ASENJO et
al., 2012). Dois eventos contribuem para a interacdo da proteina M2-1 com o
complexo nucleocapsideo. A interacdo com a proteina N via moléculas de RNA
(sendo que a interacdo com RNA nado € sequéncia especifica) e a interacdo com a
proteina P que acontece quando o residuo Thr108 da proteina P est& desfosforilado
(ASENJO et al., 2006; ASENJO et al., 2012).

Héa evidéncias de que em alguns Paramyxoviridae, uma familia relacionada a
Pneumoviridae, a proteina P exerca duas fun¢des principais: posicionar a proteina L
no complexo N-RNA e servir de chaperona para a proteina N recém-sintetizada
(CURRAN et al., 1995). Outros estudos sugerem que a proteina P oligomeriza de
maneira independente de fosforilacdo, sendo a mesma desnecessaria para a
interacéo P-P, P-N e P-M2-1 (CASTAGNE et al., 2004). A regido que compreende 0s
residuos 100-120 € importante para interagir com M2-1 e a regido entre os residuos
220-240 é importante para a interacdo com a proteina N (MASON et al., 2003;
ESPERANTE et al., 2012).
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O mecanismo utilizado para evitar a parada da transcricdo ndo esta elucidado
ainda, mas algumas hipoteses tém sido postuladas. A proteina M2-1 atua como um
fator que evita a parada prematura da transcricdo, sendo assim, importante para a
transcricdo dos mRNA (COLLINS et al., 1996). Ela pode se ligar ao mRNA nascente
facilitando a elongacéo do transcrito, talvez prevenindo que o mRNA se reibridize
com o molde ou forme estruturas secundarias que podem desestabilizar o complexo
de transcricdo. Essa hipotese é sustentada por achados de que o mRNA do RSV co-
precipita com a proteina M2-1 em células infectadas com RSV. O efeito do aumento
da processividade da M2-1 poderia ocorrer devido ao aumento da afinidade da
polimerase pelo RNA gendémico molde de uma maneira ndo especifica. Sendo
assim, a proteina M2-1 poderia reconhecer sequéncias GE (do inglés gene end)
tanto no mMRNA como no molde e evitar a liberacdo do complexo polimerase do
molde, favorecendo a reiniciacdo da sequéncia GS (do inglés gene start) a jusante
(CARTEE et al., 2001).

A M2-1 é uma proteina basica de 194 aminoéacidos, sendo descrita pela
primeira vez como uma fosfoproteina estrutural de membrana (TRAN et al., 2009). A
proteina € composta por 40% de a-helice, 10% de folha-B, 19% de volta e 31% de
estruturas aleatorias, apresentando uma temperatura de fusdo (melting) de 55,6 °C
(TEIXEIRA et al., 2017). A estrutura cristalografica da proteina M2-1 mostrou que ela
tetrameriza e que essa conformacédo € a mais estavel (KRISSINEL et al., 2007;
TANNER et al., 2014). A proteina M2-1 possui quatro regides distintas (Figura 4):
regido N-terminal, constituida pelos 32 residuos iniciais, alguns dos quais se ligam
ao zinco (“zinc finger”) e atuam no reconhecimento de &cidos nucleicos e
consequentemente auxiliam na etapa de transcricdo, sendo indispensaveis para a
funcdo da proteina (HARDY et al., 1998; TANG et al., 2001; ZHOU et al., 2003); um
dominio responsavel pela oligomerizacdo (formacéo dos tetrameros) situado entre
os residuos His33 e Gly62; um dominio globular composto por a-hélices (residuos
58 a 177) capaz de se ligar a proteina P e RNA; e uma regidao C-terminal com baixo

grau de conservacao (TRAN et al., 2009).
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Figura 3. Representacdo esquematica do mondmero e do tetramero formado pelas unidades da
proteina M2-1. Estrutura cristalina da proteina M2-1 (4C3B). Uma unidade monomérica da proteina
(A) é composta por um dominio de ligacéo ao zinco (verde), um dominio de oligomerizacédo (azul), um
dominio de ligacdo a proteina P e ao RNA (dominio globular — magenta) e um dominio nédo
estruturado (ndo mostrado). A forma ativa da proteina é na forma tetramérica (B).

"

Fonte: Tanner et al., 2014.

A tetramerizacdo € principalmente mediada pela hélice al, mas também é
formada pelo dominio “dedo de zinco” e a face N-terminal do dominio globular. Essa
superficie de contato extensa do tetramero (14.369 A?%) possibilita uma mudanca da
energia livre de solvatacdo de — 44 kcal/mol, sugerindo um tetrdmero estavel
(TANNER et al., 2014). A regido N-terminal da proteina tem predominio de cargas
positivas, enquanto a regidao C-terminal também apresenta alta positividade, mas
com quatro residuos de carga negativa. Entre a hélice de tetramerizacédo e o dominio
globular, ha uma regiao (residuos Lys52-Asp67) na qual se encontram os residuos
Ser58 e Ser61 que sdo sitios de fosforilagdo. Alternativamente, a regido de interface
entre o zinc finger e o dgM2-1 possui papel importante no reconhecimento de RNA
rico em adeninas (TANNER et al., 2014). Sabendo disso, Leyrat e colaboradores
(2014) realizaram estudos de interacdo entre um nucleotideo, mais especificamente
o AMP (adenosina 5'-monofosfato), e a proteina M2-1 do metapneumovirus, o qual é
filogeneticamente proximo do RSV. Os resultados obtidos por esse grupo
corroboraram com os de Tanner (2014), revelando que a interface € capaz de
abrigar uma molécula de AMP com um K4 de 8 mM, de forma que interacées do tipo
stacking entre a molécula e residuos de aminoacidos aromaticos do dominio dedo
de zinco séo estabelecidas (LEYRAT et al., 2014; TANNER et al., 20140).

O grau de fosforilacdo da proteina P afeta a atividade da proteina M2-1. A

fosforilacdo do residuo Thrl08 da proteina P evita a associacdo P-M2-1,
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consequentemente impedindo a associacdo de M2-1 ao complexo do
nucleocapsideo, obrigando-o a desempenhar atividade replicativa sobre o RNA viral.
Por outro lado, a desfosforilagdo do residuo Thrl08 de P leva a associacdo da
proteina M2-1 ao complexo, conferindo-o atividade transcricional (ASENJO et al.,
2006). Ainda foi observado que a fosforilagdo dos residuos S58 e S61 e a
desfosforilacdo dos residuos Thr56 e Ser58 da proteina M2-1 reduzem a afinidade
da proteina ao RNA, o que afeta a sua funcdo (TANNER et al., 2014). Andlises de
mutacdo sitio dirigida mostraram que os residuos Ser58, Ser6l, Lys92, Lys150,
Argl51 e Lys159 exercem papel fundamental sobre a interacdo do RNA com a
proteina e que os residuos Arg3, Arg4, Ser58, Ser61, Lys150, Argl51 e Lys159 sdo
importantes para a atividade anti-terminacdo da proteina (TANNER et al., 2014).

O dominio globular, compreendido entre os residuos Ser58 e Lysl77, &
formado por seis hélices: al (Gly75-Gly85), a2 (Lys92-Glu105), a3 (Ser108-Aspl17),
a4 (Lys124-Lys140), a5 (Lys143-Argl51) e a6 (Aspl55-llel71) e apresenta duas
faces opostamente carregadas. A face positiva contém um grande conjunto basico
delimitado pelas hélices a2, a5 e a6 que contribuem para a interacdo com o RNA
(BLONDOT et al., 2012). Estudos apontam que o dominio globular apresenta alta
afinidade por fitas de RNA de polaridade negativa, rica em uracilas (BLONDOT et al.,
2012) e por RNA senso positivo, ricas em purinas, especialmente adenina, cuja
constante de dissociacdo dessa interacdo € de 19,1 nM (TANNER et al., 2014). As
hélices a5 e a6 podem interagir tanto com a proteina P como com RNA. Ja a4 e a2
parecem estar envolvidas na ligacdo especifica da proteina P e RNA,
respectivamente (BLONDOT et al.,, 2012). Uma analise de mutacdo sitio dirigida
mostrou que a substituicdo de Lys92 (hélice a2 — ligacdo com RNA) e Argl26 e
Thrl30 (04 — ligagcdo com P) por aspartato, diminuem a transcricdo. Similarmente,
mutacdes nos residuos Lys150, Argl51, Thrl60 e Asn163 nas hélices a5 e a6 que
estdo relacionados a ligacdo de RNA/P, tiveram o mesmo efeito (BLONDOT et al.,
2012).

1. 3. Moléculas com potencial terapéutico e candida tas a antivirais para
interagdo com a proteina M2-1
As infeccdes causadas por RSV sdo maioria dentre criangas em idade escolar

e idosos com idade superior aos 65 anos e persistem como um dos mais sérios
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problemas de saude publica pelo mundo (CHANOCK et al., 1957; DOWELL et al.,
1996). Muito se sabe a respeito do ciclo viral e das fungdes e estruturas das
proteinas, logo, existem muitas possibilidades visiveis de intervencao terapéutica.
No entanto, até o presente momento, o desenvolvimento de vacinas e terapias
antivirais foi infrutifero, quando comparado ao que se conseguiu com outros virus
como influenza, hepatite C e HIV (MUFSON et al., 1973; SIDWELL et al., 2006;
HALL et al., 2009; GRIFFITHS et al., 2017). O suporte clinico oferecido aos
pacientes hospitalizados permanece sendo a oxigenacao e hidratacdo constantes.
Tentativas de imunizagéo vacinal foram iniciadas na década de 1960 e falharam,
levando a quadros de inducdo da propria doenca por HRSV e consequente morte de
alguns pacientes vacinados (KIM et al., 1969; GRIFFITHS et al., 2017). Atualmente a
forma mais eficaz adotada para combater a infeccdo por HRSV é a admnistracao
profildtica de anticorpos (palivizumab e derivados), mas também houveram
tentativas malsucedidas de uso de antivirais como a ribavirina. Em ambos os casos
os medicamentos foram receitados apenas para 0s grupos de risco, pois 0S mesmos
exibem restricbes como o alto custo e a possibilidade de causar efeitos colaterais
graves (SIDWELL et al., 2006). Diversos compostos e terapias vem sendo testados
clinicamente e novas estratégias de imunizagdo preventiva estdo sendo
desenvolvidas, como a vacinagdo materna e pediétrica.

Ainda que vacinas venham a ser licenciadas, existe uma ampla chance de
que terapias anti-infeccdo devam continuar sendo desenvolvidas, ja que o0 agente
viral possui elevada taxa de mutagcdo, a qual permite a troca antigénica rapida e
consequente evasdo da resposta imunoldgica (AGOTI et al., 2014; GRIFFITHS et
al., 2017). Além disso, os grupos de risco muitas vezes apresentam um sistema
imunologico ineficiente, 0 que torna a imunizagcdo por vacinas pouco proveitosa,
sendo necessdria uma intervencdo terapéutica ou antiviral adicional. Outro
agravante € o nivel socioeconémico dos pacientes. Como a maioria das mortes
ocorrem em paises emergentes, faz-se necessario o desenvolvimento de alguma
forma de antiviral eficaz de menor custo e uma possivel maneira de alcancar isso
seria a busca por compostos naturais com essa propriedade (NAIR et al., 2010;
GRIFFITHS et al., 2017).

O desenho racional de medicamentos nem sempre produz antimicrobianos
eficazes. Estudos mostram que produtos naturais apresentam propriedades

farmacéuticas melhores do que compostos gerados aleatoriamente por quimica
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combinatorial. No passado, potentes enzimas foram sintetizadas com sucesso, com
atividades antimicrobianas modestas, provavelmente devido ao baixo potencial de
absorcao celular. Atualmente, diversos trabalhos de sintese e triagem de compostos
naturais para a atividade antimicrobiana vem sendo realizados para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Esses produtos tém sido uma fonte
particularmente rica de agentes antimicrobianos como, por exemplo, a obtencao das
penicilinas em 1940, das tetraciclinas em 1948 e dos glicopeptideos, em 1955. A
continuidade dos estudos com compostos naturais reafirmou seu uso clinico,
inclusive como drogas antivirais (FEHER et al., 2003; BUTLER et al., 2005; HARVEY
et al., 2008).

Os alvos escolhidos para serem testados s&o alcaloides esteroidais,
moléculas sintetizadas a partir de alcaloides, uma classe de compostos com
distribuicdo ampla pela natureza, sendo produzidos pela maioria dos seres Vvivos e,
neste caso, por dois vegetais distintos: Veratrum californicum (lirio da California) e
plantas da familia Solanaceae (FRIED et al., 1953; OZCELIK et al., 2011; PATEL et
al., 2013; MOUSAVIZADEH et al., 2018). Tais moléculas geralmente sédo absorvidas
com facilidade pelo organismo humano e vem sendo descritas por apresentarem
muitas caracteristicas atrativas para o desenho de novas estratégias terapéuticas.
As atividades farmacoldgicas descritas na literatura evidenciam esse fato. Dentre
elas pode-se elencar as seguintes atividades: inseticida, antiparasitaria, antifungica,
antibacteriana, anticarcinogénica, antiasmatica, analgésica e, principalmente,
antiviral (LEVETIN et al., 1999; SINATRA et al., 2010; RUSSO et al.,, 2013;
CUSHNIE et al., 2014; KITTAKOOP et al., 2014; SHI et al., 2014). Alcaloides
esteroidais também possuem uma variedade de atividades descritas, similares as
demonstradas para os alcaloides (LEVETIN et al., 1999; TAIPALE et al., 2000).
Ademais, um composto especifico dessa classe foi descrito como um potente
inibidor, tanto in vitro quanto in vivo, da replicagdo do HRSV. O composto € a
ciclopamina que historicamente foi descoberta em 1957 e pouco tempo depois
descrita como um potente agente teratogénico causador de ciclopia, assim como
outras moléculas oriundas de V. californicum (JAMES, L. F. et al., 2004). No caso do
estudo, a proteina M2-1 foi o provavel alvo da molécula, o que desencadeou uma
desregulacéo funcional do complexo da RNA polimerase viral, seguida de reducéo
na eficiéncia de transcricdo e consequente reducdo dos titulos virais ao longo dos

experimentos em cultura de células e em modelos animais (BAILLY et al., 2016).
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Este achado abre o caminho para exploracdo dos mecanismos envolvidos nesta
possivel interacdo. Além disso, possibilita que sejam testadas outras moléculas
estruturalmente similares a ciclopamina, por exemplo a solasodina, outro alcaloide
esteroidal que ja possui importancia farmacologica bem descrita na literatura (PATEL
et al., 2013).

Figura 4. Estrutura quimica dos alcaloides esteroidais ciclopamina e solasodina.

CHs

Ciclopamina Solasodina

Fonte: C. A. BROWNE et al., 1984.
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2. Objetivos

2. 1. Objetivo geral

A proteina M2-1 é imprescindivel para a manutenc¢éo do ciclo viral do HRSV e
atua no processo de transcricdo como um fator de processividade e anti-terminacao,
estabilizando e evitando que a RNA polimerase viral se dissocie precocemente do
RNA viral. Visando esta funcdo, foram realizados experimentos de fluorescéncia
para determinar parametros termodinamicos da interacdo entre dgM2-1 e RNA em
diferentes condicbes de temperatura, pH e forca idnica. Por outro lado, a proteina
M2-1 (inteira) apresenta um sitio para a ligacdo de um alcaloide esteroidal, a
ciclopamina, como demonstrado por Bailly e colaboradores em 2016. Baseando-se
neste artigo, o sitio deveria coincidir com uma regido importante para a interagdo da
proteina com o RNA no dominio globular, logo, tornando o alcaloide um candidato a
antiviral contra a infeccdo por HRSV. Além disso, existe a possibilidade de que
outros compostos estruturalmente similares a ciclopamina exibam papéis
semelhantes, como é o caso da solasodina. Sendo assim, um dos objetivos deste
trabalho foi verificar se a interacdo realmente ocorre no dominio globular ou em
algum outro sitio, como o de ligacdo ao AMP, que se situa entre o dgM2-1 e o dedo
de zinco do protdmero adjacente (LEYRAT et al.,, 2014; TANNER et al., 2014),
possibilitando assim detalhar como ocorre a interagao.

2. 2. Objetivos especificos

Realizar a transformagéo de bactérias Escherichia coli da linhagem RIL com
0s vetores que codificam para M2-1 e dgM2-1;

Expressar M2-1 e dgM2-1 em E. coli utilizando meio de cultura LB e purifica-
las por cromatografia;

Realizar medidas de dicroismo circular como método de controle de
qualidade;

Realizar medidas de supressao de fluorescéncia do dgM2-1 pelo RNA em 3
diferentes temperaturas (15, 25 e 35 °C);

Realizar medidas de supressao de fluorescéncia do dgM2-1 pelo RNA em 3
diferentes concentracfes de NacCl (0, 150 e 350 mM);

Realizar medidas de supressao de fluorescéncia do dgM2-1 pelo RNA em 3
diferentes valores de pH (5,0, 6,5 e 8,0);
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Verificar a influéncia da solasodina sobre a interacéo entre M2-1 e AMP por
espectroscopia de fluorescéncia,

Verificar a influéncia da ciclopamina sobre a interacéo entre M2-1 e AMP por
espectroscopia de fluorescéncia,

Realizar o docking da solasodina e ciclopamina na proteina M2-1;
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3. Material e métodos

3. 1. Clonagem e expresséao das proteinas

Para a expresséo das proteinas de interesse foi utilizada a tecnologia de DNA
recombinante, sendo Escherichia coli o modelo de estudo. Os genes das proteinas
M2-1 e dgM2-1 foram clonados separadamente em vetores de expressao pD441-
NHT, com o gene de resisténcia ao sulfato de canamicina, por servigo de terceiros
(ATUM). A principio, bactérias competentes da linhagem RIL foram transformadas
com os vetores adquiridos. As transformacdes foram feitas por meio de choque
térmico, com o uso de gelo e banho térmico. Primeiramente foram adicionados 100
ng de plasmideo ao tubo contendo as células competentes, o qual foi levado ao gelo
por 30 minutos, depois ao banho térmico (42 °C) por 1 minuto e retornard ao gelo
por mais 2 minutos. Em seguida, as bactérias foram inoculadas em meio de cultura
LB sob agitacdo. As culturas foram entdo clarificadas por centrifugacao e os pellets
formados foram usados para realizar a semeadura em placas de petri contendo meio
de cultura solidificado com agar, 34 pug/mL de cloranfenicol e 50 pg/mL de sulfato de
canamicina. As placas foram incubadas em estufa overnight ou por 16 horas a 37 °C
para crescimento das col6nias bacterianas.

Uma vez obtidas, trés coldnias de cada placa foram selecionadas visualmente
e submetidas a testes de expressdao. Os testes de expressao consistiram na
inoculacdo de cada col6nia separadamente em 5 mL de meio de cultura LB
contendo os dois antibiéticos e na posterior comparacdo entre os periodos pré-
inducdo e poés inducédo de expressdo génica. A inducdo de expressao foi realizada
overnight a 28 °C com a adicédo de 0,4 mM de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo
(IPTG). Aliquotas de cada periodo testado foram retiradas e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (abreviagcdo em inglés — SDS-
PAGE), possibilitando determinar quais clones foram o0s mais adequados a
expressar cada uma das proteinas. Os melhores clones foram estocados com 20%
de glicerol em freezer -80 °C.

A inoculacdo dos clones seguiu a mesma logica do teste de expressdo. Um
clone apropriado de cada célula transformada com os vetores de M2-1 e dgM2-1 foi
adicionado a um Erlenmeyer com 50 mL de LB, contendo 34 pg/mL de cloranfenicol
e 50 pg/mL de sulfato de canamicina e colocado para crescer sob agitacdo a 37 °C

até atingir a densidade o6ptica (DO) de 0,8 unidades de absorbancia (ua). Em
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seguida foi realizado o rejuvenescimento da cultura, processo no qual foi aumentado
o volume da cultura para 1 L, adicionando-se mais antibiéticos para manter a
concentracdo inicial, sob as mesmas condi¢cdes de agitacdo e temperatura, até
atingir a DO de 0,7 ua. Ao chegar nesse grau de turbidez foi realizada a inducéo da
expressdo com 0,4 mM de IPTG a 28 °C sob agitacdo por 16 horas. Nesta ultima
etapa, apenas para a cultura contendo o vetor da M2-1, foi adicionado 50 uM de
sulfato de zinco como suplemento, ja que a proteina necessita de zinco para o seu

folding correto.

3. 2. Extracéo e purificacdo das proteinas

Transcorrido o periodo de inducéo, a cultura foi clarificada por centrifugacao a
4000 x g, 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em tampéao de lise contendo: i) 800 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, 100
mM de L-arginina, 1 mM B-mercaptoetanol (BME), 0,5 mM de inibidor de protease
(PMSF) para a proteina M2-1; ii) 800 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, 1 mM -
mercaptoetanol e 0,5 mM de inibidor de protease (PMSF) para a proteina dgM2-1.
As células ressuspendidas foram levadas para a etapa de lise por sonicacdo. O
lisado foi entdo clarificado a 17000 rpm por 50 minutos a 4 °C. O pellet formado foi
descartado, enquanto o sobrenadante contendo a fracdo soluvel de proteinas foi
filtrado em filtro com diametro de poro de 0,45 pm (Minisart®) e submetido &
purificacdo por cromatografia de afinidade.

As proteinas M2-1 e dgM2-1 foram expressas com cauda de poli-histidina
(Hise) seguida por um sitio de clivagem para TEVP (abreviacdo em inglés para
Tobacco Etch Virus Protease), ambas adicionadas a extremidade N-terminal. Logo,
foi possivel realizar a purificacdo das proteinas manualmente por cromatografia de
afinidade, em resina carregada com niquel. Primeiramente o extrato filtrado obtido
da lise foi inserido em uma coluna de cromatografia previamente equilibrada com
tampéo de equilibrio contendo 50 mM de TrisHCI, 800 mM de NaCl, 5 mM de
imidazol e 1 mM de BME. As etapas de lavagem e eluicdo ocorreram logo em
seguida, com um gradiente de imidazol variando de 10 a 500 mM. Aliquotas de cada
uma das etapas de lavagem e eluicdo foram preparadas para realizacdo de
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, com o propésito de determinar o
grau de pureza da proteina.
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Posteriormente, as amostras contendo as proteinas de interesse foram
concentradas até 500 puL (M2-1) ou para 5 mL (dgM2-1) em filtros de centrifuga
Amicon® Ultra-15. Essa diferenca de volume entre os procedimentos se deve ao
processo de clivagem da cauda Hiss ao qual o dgM2-1 € submetido logo em
seguida. A clivagem da cauda de poli-histidina se deu com o uso de TEVP,
produzida de forma recombinante no proprio CMIB seguindo procedimentos
semelhantes de purificacdo por cromatografia. Durante o processo, o dgM2-1 foi
incubado a 17 ° C juntamente com a protease numa razdo de 50:1 (dgM2-1/TEV) e
dialisado em tampao contendo (50 mM Tris, 0,5 M EDTA e 1 mM DTT — ditiotreitol)
por 16 horas. A etapa seguinte consistiu em uma nova purificagdo por cromatografia
de afinidade, desta vez com o intuito de separar a proteina clivada da protease
(TEVP também contém cauda Hisg, no entanto ndo possui sitio para clivagem).
Terminado esse procedimento, foi realizado novo SDS-PAGE para verificacdo de
pureza e da ocorréncia de clivagem, para entdo concentrar a proteina até 500 pL e
submeter a nova metodologia cromatografica.

O novo processo de purificacao, exclusdo molecular, também denominada gel
filtrag&o, foi realizado em um sistema de purificagdo automatizado (AKTA purifier,
GE Healthcare®), com a intencdo de aumentar a pureza e melhorar a qualidade da
amostra de proteina. Para isso, a coluna de gel filtracao foi equilibrada com tampé&o
contendo 50 mM de fosfato, 150 mM de NaCl e 1 mM de BME em pH 6,5 e 7,0 para
dgM2-1 e M2-1, respectivamente. As eluicbes foram realizadas com o mesmo
tampdo e as amostras desta etapa foram coletadas e aliquotas foram submetidas a
um novo SDS-PAGE para andlise de pureza, para entdo prosseguir para 0S

experimentos.

3. 3. Medidas espectrofotométricas e espectrofluori métricas
As medidas de espectroscopia de UV/Vis foram obtidas com espectrofotdmetro
BioMate™ 3S Spectrophotometer (ThermoScientific), munido com cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho 6ptico. Estas medidas foram realizadas para se determinar as
concentracfes estoque das amostras das proteinas M2-1, dgM2-1, RNA e AMP. No
calculo da concentracdo das proteinas, foram utilizados os valores dos coeficientes de
extingdo molar (€): €2g0= 14565 M™. cm™ e €250= 7450 M™* . cm™ para as proteinas M2-1

e dgM2-1, ambas com His-tag, respectivamente. Para os experimentos entre dgM2-1 e
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RNA, foi realizada a clivagem da cauda Hisg, portanto o coeficiente de extingdo molar
pos clivagem (g2g0pc) Passou a ser equivalente a 5960 M™. cm™. Ja as medidas de
fluorescéncia foram realizadas no equipamento ISS PClI Photon Counting
Spectrofluorometer, equipado com controlador de temperatura e cubetas de quartzo

com 1 cm de caminho éptico.

3. 3. 1. Preparo das solu¢des de RNA, solasodina, ¢ iclopamina e AMP.

A solucéo estoque de RNA foi preparada em tamp&o com 50 mM de fosfato
de sédio em pH 6,5, 150 mM NaCl, adotando €,6,= 8100 M™. cm™ (ThermoFisher
Scientific) por base e a concentracdo estimada foi de 715 uM. O RNA utilizado foi
produzido em leveduras e adquirido através de compra da Sigma Aldrich (cédigo
R6625), possuindo tamanho médio de 80 bases.

A solasodina foi adquirida por compra da Santa Cruz Biotechnology enquanto
a ciclopamina foi adquirida da empresa Carbo Synth. Ambos os estoques de
alcaloides foram preparados em etanol 100%, com concentragdes iguais a 5 mg/mL
e 2 mg/mL, respectivamente. Devido a auséncia de propriedades 6pticas na regido
do UV-Vis, néo foi possivel estimar os coeficientes de extincdo molar de ambas,
portanto, todas as concentracbes foram mensuradas a partir da razao
massa/volume.

A adenosina 5'-monofosfato dissédica (AMP) também foi obtida da empresa
Sigma Aldrich (cédigo 01930) e preparada em tampao 50 mM de fosfato de sédio pH

7,0, chegando & concentragéo de 31 mM, assumindo €,55= 15000 M. cm™.

3. 3. 2. Titulagbes fluorimétricas e calculos para verificacdo das

interacdes da proteina dgM2-1 com RNA

As medidas da interacdo da proteina com o ligante foram realizadas medindo-
se os espectros de fluorescéncia da proteina e da supressdo da intensidade dos
mesmos apos a adicdo de RNA na solucdo nas diferentes condi¢des listadas. A cada
titulacdo, a amostra era homogeneizada e eram aguardados 2 minutos até o inicio da
medicdo. O passo seguinte de titulacdo era realizado apenas ap0s o alcance da
estabilidade entre as medidas da titulacdo anterior. Além disso, todos 0s experimentos

entre dgM2-1 e RNA foram feitos em duplicata.
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Nos experimentos, os fluoréforos intrinsecos do dgM2-1 (tirosinas) foram
excitados em 288 + 2,5 nm e foram coletados os espectros de emissdo de
fluorescéncia no intervalo de 295 a 400 + 2,5 nm. Os espectros coletados resultam da
meédia de 10 acumulacdes e ao final das medidas todos foram corrigidos no intuito de
eliminar efeitos de filtragem interna ocasionados pelo tampé&o e RNA. Os experimentos
foram divididos em trés condic¢des distintas: i) variacdo de temperatura, sendo elas de
15, 25 e 35 °C, a fim de avaliar os parametros termodinamicos da interacdo dgM2-
1/RNA,; ii) variacdo de salinidade (forca idnica), em concentracdes de 0, 150 e 350 mM
NacCl; iii) e por fim variagdo de pH, sendo 5.0, 6.5 e 8.0. As duas ultimas condi¢des
foram realizadas com a finalidade de avaliar contribuicbes eletrostaticas para a
formacdao e estabilizacdo do complexo dgM2-1/RNA.

A intensidade de fluorescéncia de uma macromolécula pode diminuir devido a
uma variedade de interagées com outros compostos moleculares: rearranjo molecular,
transferéncia de energia, supressao devido a colisdes, dentre outros (LAKOWICZ et al.,
2013). A partir do padrédo de supressao de fluorescéncia, utilizando tratamentos
matematicos, pode-se obter parametros importantes da interacdo entre duas
moléculas, como a constante de dissociagdo, parametros termodindmicos e o0s
coeficientes estequiométricos das reacdes. Logo, os dados de supressdao de
fluorescéncia da interacdo do dgM2-1 com RNA foram analisados utilizando a seguinte

equacao [94]:

FR-F _ 1
Fo—Fa  2n[R]

(RI+LI+K)—RIAILI+ K, ~anRILT |

sendo que Fo e F sé@o a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca de
ligante (RNA), respectivamente, Fs5; @ medida de fluorescéncia da proteina saturada
com RNA, Kq a constante de dissociacdo, n 0 numero de sitios de ligacdo, [P1] a
concentracéo total de proteina e [Lt] a concentracao total de ligante.

A forca de interacdo entre biomoléculas pode incluir interacdes eletrostaticas,
ligagbes de hidrogénio, forcas de van der Waals e contatos hidrofobicos (ROSS et
al., 1981). Os parametros termodinamicos foram calculados a partir da andlise de
van't Hoff, na intencdo de elucidar a interagao entre a dgM2-1 e o RNA. Como a
variacdo de entalpia (AH) ndo se altera significativamente no intervalo de
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temperatura estudado (15, 25 e 35 °C) é possivel avalia-la a partir da equacgéo de
van't Hoff:

di'”(%d):‘% ®)

==

sendo R a constante universal do gases ideais (8,31 kJ.K*.mol™) e T a temperatura
(K). O valor de AH foi obtido a partir da inclinacdo do grafico de van't Hoff e as
variagcdes na energia livre de Gibbs (AG) e na entropia (AS) foram calculadas a partir

das seguintes relagdes:

3
AG =-RT In(K,) ©)
AS:AH -AG
T (4)
3. 3. 3. Titulagbes fluorimétricas e calculos para verificagdo das

interacOes da proteina M2-1 com AMP, na presenca e  auséncia de solasodina
ou ciclopamina.

As medidas fluorimétricas foram realizadas utilizando os mesmos cuidados e
padrdes das fluorescéncias entre dgM2-1 e RNA. Isto &, apds cada titulacéo, agitava-se
a amostra na cubeta, aguardava-se 2 minutos e realizava-se a medicdo, a qual era
seguida por outra até que fosse atingida a estabilidade. O Unico triptofano da proteina
M2-1 foi excitado em 295 = 2,5 nm e foram coletados os espectros de emissdo de
fluorescéncia no intervalo de 300 a 500 = 2,5 nm. Os espectros resultam da média de
10 acumulacdes e ao final das medidas todos foram corrigidos no intuito de eliminar
efeitos de filtragem interna ocasionados pelo tampao e AMP. Todas as medigcbOes
ocorreram a 25 °C, na seguinte ordem: i) primeiramente, um espectro da proteina a 5
KM foi coletado; ii) titulou-se solasodina ou ciclopamina até determinada concentracao;
iii) titulou-se AMP até chegar na concentracao final de aproximadamente 1,27 mM.

O intuito das medidas foi verificar se a solasodina e/ou a ciclopamina poderiam
estar afetando a interacdo entre o AMP e a proteina por meio de alteragcdo na

constante de afinidade entre ambos. Além disso, foi realizado um experimento controle,
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no qual adicionou-se o mesmo volume de etanol absoluto (solvente dos alcaloides) que
nos experimentos envolvendo adi¢do de alcaloides, seguido pelas mesmas titulagbes
de AMP como nos demais. A constante de dissociacdo entre o AMP e M2-1 nas

diferentes condicdes foi dada pela seguinte equacgéao [94], a qual deriva da equacéao 1:

(5)

2XPt

F (Kq+Lt+P1)— \/(Kd+LT+PT)2—4XLTXPT
F_Ozl_(l_Fsat)X< ( )>,

7z

na qual Fo € a intensidade de fluorescéncia na auséncia de ligante (AMP), F a
fluorescéncia na presenca do mesmo, Fs; a medida de fluorescéncia da proteina
saturada com AMP, Kgq a constante de dissociacdo, [Pt] a concentracdo total de

proteina e [Lt] a concentracao total de ligante.

3. 4. Medidas de dicroismo circular.

Para os experimentos de dicroismo circular (abreviado do inglés como CD, de
Circular Dichroism), foi preparada uma amostra de 5,5 yM de dgM2-1 em tampé&o
com 50 mM de tampao fosfato de sddio. O equipamento utilizado foi um Jasco 710
(Jasco, EUA) equipado com uma célula de quartzo de 0,5 mm de caminho optico. Os
espectros de CD na regido do ultravioleta distante foram registrados em temperatura
ambiente (~25 °C) e diferentes pHs (5,0, 6.5 e 8,0). Os espectros sédo o resultado de
20 varreduras em um intervalo espectral de 260—200 nm com uma resolugéo de 0,2
nm em uma velocidade de varredura de 50 nm-min™ e 1,0 nm de largura de banda
espectral. O sinal de CD registrado como miligraus (&) foi corrigido levando em
consideracao a contribuicdo da solugéo tampéo e em seguida expresso em termos
de elipticidade molar por residuo [©] em unidades de deg-cm?-dmol* usando a

seguinte equacéo:

_ 6(mdeg)
[o1= 10[P]In, ' (6)

sendo que [P] é a concentracdo molar da proteina, | é o comprimento do caminho

Optico (cm) e n, € o nimero de residuos de aminoacidos.
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3.5. Docking Molecular

A fim de complementar as analises experimentais, foram realizados ensaios
computacionais de docking molecular do complexo formado entre M2-1 e solasodina
ou ciclopamina. As simulacdes de docking molecular de ambos os compostos na
proteina M2-1 foram orientadas pelos resultados obtidos dos experimentos de
espectroscopia de fluorescéncia. Nesse contexto, utilizou-se a estrutura
cristalografica da proteina M2-1 depositada no website Protein Data Bank, codigo
4C3B (TANNER et al., 2014). Entretanto, algumas regifes flexiveis da proteina
estavam ausentes nos cristais, entéo utilizou-se o servidor Swiss-Model (BIASINI et
al., 2014) no intuito de reconstrui-las. Por outro lado, os alcaloides tiveram suas
estruturas moleculares geradas pelo programa Gaussian 9 (FRISCH et al., 2009)
utilizando o nivel de teoria semi-empirico PM6. As estruturas tridimensionais, tanto
do tetrdmero como dos alcaloides, foram preparadas utilizando o software
AutoDockTools (ADT) (MORRIS et al., 1998), com mapas de grade de 0,375 A de
espacamento e dimensdes de 60 x 60 x 60 pontos pelo programa AutoGrid 4.2
(MORRIS et al., 1998), centralizado no local de ligacdo do AMP (cédigo de PDB
4CS9) [68] em um dos mondmeros de M2-1 devido a simetria rotacional de seu
arranjo tetramérico. Para estudar os possiveis sitios de interacdo entre M2-1 e os
alcaloides, foi utilizado o algoritmo genético Lamarckiano (LGA, da abreviacdo em
inglés), totalizando 25 milhdes de avaliagbes de energia de ligacdo, com RMSD de 2
A de tolerancia para a andlise dos agrupamentos e um tamanho de populacido de
250. Foram gerados 100 diferentes conférmeros para cada simulagdo de docking.
Por fim, as representacfes estruturais de todas as moléculas foram geradas pelo
software PyMol (SCHRODINGER et al., 2010), enquanto as interacdes foram
produzidas pelo software PoseView (FRICKER et al., 2004).
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4. Resultados e Discussao
4. 1. Purificacdo das proteinas

4. 1. 1. Purificacdo do dgM2-1

A Figura 5 mostra o resultado obtido por um processo de purificagdo por
cromatografia de afinidade em gradiente crescente na concentracédo de imidazol. Ao
longo do gradiente, nota-se a existéncia de uma banda de proteina eluida a partir de
60 mM do competidor, com massa molecular similar a da dgM2-1 (aproximadamente

15 kDa) e com boa proporgédo dgM2-1/contaminantes.

Figura 5. SDS-PAGE 15% do processo de purificacdo da dgM2-1 por cromatografia de afinidade. A
esquerda encontram-se o0s valores de referéncia para a massa molecular e acima temos: M
(marcador de massa molecular), FT (flow-through), etapas de lavagem (concentracfes de imidazol de
10 a 40 mM) e etapas de elui¢éo (gradiente de 60 a 500 mM de imidazol), evidenciando as bandas
com massa molecular correspondente a dgM2-1 (seta preta).

kDa™M FT 10 20 40 60 80 100 200 500

Fonte: autoria propria.

As amostras de eluicdo foram juntadas, concentradas e foi realizado um
western-blotting com essa aliquota a fim de confirmar se a proteina purificada
realmente era a dgM2-1 (Figura 6). Apds a confirmacao, a solugdo com a proteina foi
submetida ao processo de clivagem com TEVP para remoc¢ao da cauda Hisg. O gel
de poliacrilamida que consta na Figura 6 mostra que a clivagem ocorreu, ja que se
torna evidente a diferenca de massa molecular entre a proteina nos estagios de pré
e pos clivagem, como previsto. Em seguida, apds nova etapa de purificacdo por
afinidade, a proteina sem a cauda deixou a coluna ja nas etapas de lavagem,
enquanto TEVP e a maioria dos demais contaminantes permaneceram ligados a
coluna, sendo removidos posteriormente.



40

Figura 6. Identificacdo das proteinas de interesse por Western-blotting e SDS-PAGE 15 % do
processo de clivagem da Hisg do dgM2-1. A esquerda de ambas as imagens se encontram os valores
de referéncia para a massa molecular. Na membrana de nitrocelulose (A) temos, acima, da esquerda
para a direita: marcador de massa molecular (MW), amostra de M2-1 purificada e dgM2-1 purificada.
A marcacdo das bandas pelo anticorpo anti-Hisg evidencia que as proteinas obtidas s&do as de
interesse. Em SDS-PAGE 15 % (B), acima e da esquerda para a direta temos: marcador de massa
molecular (MW), amostra antes da clivagem com TEVP (A.C.), etapa p6s clivagem (P.C.), etapa de
lavagem da coluna com 1 M de imidazol (1M) e amostra do que precipitou no saco de dialise durante
o processo (P). A diferenca de massa molecular entre A.C. e P.C. denota que houve perda de algum
fragmento da proteina sob andlise, distingdo correspondente ao esperado para a cauda Hisg mais
sitio de clivagem (aproximadamente 2 kDa).
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Fonte: autoria prépria.

No intuito de elevar o grau de pureza da dgM2-1 e realizar a troca de
tampdes, amostras contendo a proteina clivada foram concentradas e submetidas ao
processo de purificagcdo por exclusdo molecular. A Figura 7 mostra o gel de
poliacrilamida referente a este processo de purificacdo. As aliquotas puras foram

juntadas, concentradas e utilizadas nos experimentos cabiveis.

Figura 7. (A) SDS-PAGE 15 % do processo de purificacdo do dgM2-1 por exclusdo molecular,
evidenciando a pureza da proteina. (MW): marcador de massa molecular; (dgM2-1) eluicdes da
proteina de interesse. (B) Cromatograma da purificagdo por exclusdo molecular em tamp&o com pH
6,5, 50 mM fosfato de sédio e 150 mM NacCl.
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Fonte: autoria propria.
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4. 1. 2. Purificacdo da M2-1

A proteina M2-1 seguiu passos similares aos da purificacdo da proteina
dgM2-1. Como ambas as proteinas possuem funcdo de ligacdo ao RNA, seus
tampdes de lise necessitavam de agentes que realizassem uma blindagem da
proteina para que se conseguisse separa-los e ao mesmo tempo garantissem a
estabilidade das mesmas. Parte da proteina extraida permaneceu nas etapas de
flow-through e lavagem, mesmo apdés o estabelecimento de um tempo para
interacdo com a resina em baixa temperatura (10 ° C) sob agitacdo no shaker. Ja a
eluicdo da proteina se deu a partir de 100 mM do gradiente de imidazol. A Figura 8
mostra o gel de poliacrilamida 15% que contém as amostras do processo de
purificacdo da M2-1 por afinidade em resina Ni-NTA, no qual fica evidente uma
banda marcada na altura de aproximadamente 28 kDa, massa molecular
correspondente a teoricamente estipulada para a proteina e corroborada pelo

western-blot mostrado na Figura 6A.

Figura 8. SDS-PAGE 15% do processo de purificagdo da proteina M2-1 por cromatografia de
afinidade em resina Ni-NTA. A esquerda temos as massas moleculares como referéncia. Acima
temos: MW (marcador de massa molecular), FT (flow-through), de 5 a 500 (concentracdes do
gradiente de imidazol em puM) e 1M (1 M de imidazol). Nota-se que a proteina de interesse foi eluida a
partir de 100 mM de imidazol.

kDa MW FT 5 20 30 60 100 200 500 1M

Fonte: autoria propria.

Uma vez juntadas e concentradas as amostras de eluicdo da proteina M2-1,
realizou-se o processo de purificagcdo por cromatografia de exclusdo molecular. A
Figura 9A mostra o gel de poliacrilamida correspondente ao processo em questao.
Ao observar o resultado, nota-se que a proteina foi purificada com alto grau de
pureza, além de estar livre de acidos nucleicos, como ilustrado pelo cromatograma
em 8B.
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Figura 9. SDS-PAGE 15 % do processo de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular em
resina Superdex-200 10/300 GL (GE-Healthcare Life Sciences ®). A esquerda: massas moleculares
de referéncia em kDa. Acima: MW (marcador de massa molecular), A.l. (amostra injetada na coluna)
e de 1 a 8 (eluicBes da proteina M2-1) (8-A). Cromatograma obtido do processo de excluséo
molecular da proteina M2-1 em tampao com 50 mM de fosfato de sddio em pH 7,0 e 150 mM NacCl,
mostrando que a proteina foi purificada livre de contaminantes, tanto proteicos quanto de acidos
nucleicos, uma vez que a razdo 260/280 nm foi menor que 1. O "ombro" no pico, no intervalo de
volume de 10 a 13 mL, ocorre devido a formacgéo agregados sollveis, assim como ocorre na M2-1 do
Metapneumovirus humano [68] (8-B).
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4. 2. Experimentos de fluorescéncia

4. 2. 1. Investigacao da interacao entre dgM2-1 e R NA por espectroscopia
de fluorescéncia

ApOs a purificacdo, a proteina dgM2-1 foi submetida a experimentos de
interacdo com RNA, no intuito de investigar quais os fatores que guiam e estabilizam
0 complexo. Os espectros de emissao de fluorescéncia foram coletados a 15, 25 e
35 °C e também em diferentes concentra¢des salinas (0, 150 e 350 mM NaCl) e de
pH (5.0, 6.5 e 8.0). Ao titular-se RNA (de 0 a 16,8 pM) na solugéo contendo dgM2-1
(5,5 uM), percebe-se que ha uma supressao na intensidade de fluorescéncia a cada
incremento (Figura 10), efeito que confirma a interferéncia do ligante sobre o
microambiente dos fluoroforos contidos na proteina. As titulacdes em 15 e 35 ° C

seguiram o0 mesmo padrao, por isso ndo ha necessidade de serem mostradas aqui.

Figura 10. Espectros de supressédo de fluorescéncia da dgM2-1 (5 uM) pelo RNA a 25 °C. Os
fluoréforos intrinsecos do dgM2-1 (tirosinas) foram excitados em 288 nm e foram coletados os
espectros de emissao de fluorescéncia no intervalo de 295 a 400 nm. Ambas as fendas de excitacao
e emissao utilizadas foram de 0,5 mm.
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Fonte: autoria propria.

Para analisar as mudancas de sinal de supressdo de fluorescéncia pela

concentracdo de RNA (;0_; vs [RNA]) nos experimentos com variagdo de
0~ Fs

temperatura (Figura 11), foi realizado o processo de ajuste da equacédo 1, contida na
metodologia. Esta equacao possibilitou obter as curvas de isoterma de ligacao,
fornecendo os valores de constante de dissociacdo (Kq) e o0 coeficiente

estequiométrico (n) para o complexo dgM2-1/RNA, os quais sdo mostrados na tabela
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1. Pela tabela, percebe-se que a afinidade entre dgM2-1 e RNA diminui com a
elevacdo da temperatura, uma vez que valores de Ky encontrados passavam da
ordem de centenas de nanomolar para micromolar conforme esse aumento. Os
valores de Ky encontrados corroboram com o0s encontrados por Blondot e
colaboradores (2012), utilizando RNAs com 10 e 20 nucleotideos. Além disso, o
valor médio de n (~2,25) nas trés temperaturas investigadas indica que ao menos
dois dgM2-1 ligam-se a uma molécula de RNA.

Uma vez obtidos, os valores de K4 foram analisados a partir da equacéo de
van't Hoff (Equacao 2) a 15, 25 e 35 °C (inserto na Figura 11) e nota-se que neste
intervalo de temperatura o gréfico € linear, possibilitando mensurar a variacdo de
entalpia (AH) do sistema a partir da inclinacdo do ajuste feito. O valor de AH
encontrado foi de -45 + 10 kJmol™, definindo a reacdo como entalpicamente
favoravel. Por outro lado, com os valores de K, (1/Ky), foi possivel obter também os
valores de variacdo de energia livre de Gibbs (AG - Equacdo 3) e
consequentemente os valores de variacdo de entropia (TAS — Equacéo 4), sendo
em média equivalentes a -34,3 + 0,5 kJmol™ e -10 + 10 kJmol™ K*, respectivamente.
Com estes valores, temos que a formacdo do complexo dgM2-1/RNA é
entropicamente desfavoravel, ja que AS < 0, e espontanea, devido ao AG < 0, cujo
valor negativo sofre grande influéncia por conta do AH, sugerindo um processo de
ligacdo entalpicamente dirigido. Por fim, ambos os valores negativos de AH e AS
indicam que as forcas de van der Waals e ligacbes de hidrogénio sdo importantes
interacdes ndo covalentes responsaveis pela estabilizagdo do complexo dgM2-
1/RNA (ROSS et al., 1981).
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Figura 11. Variacdo de supresséo de fluorescéncia do dgM2-1, centrado no pico em 305 nm, em
funcdo da concentragdo de acido nucleico, com tampéo 50 mM fosfato de sédio (pH 6.5) contendo
150 mM de NaCl e 1,0 mM de DTT em 15, 25 e 35 °C. A linha continua corresponde ao ajuste
realizado seguindo a equacdo 1. O inserto nesta figura trata-se do grafico de van't Hoff, a partir do
qual séo obtidos os valores de AH do complexo formado.
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Tabela 1. Parametros termodinamicos encontrados para a interacdo dgM2-1/RNA, sendo que: AH°
(variacéo de entalpia), AG® (variacdo de energia livre de Gibbs) e AS° (variacdo de entropia), medidos
em trés temperaturas distintas. *

Kg AH° AG® TAS®
T (° C) 9 N 1 1 1-1
(x10™ M) (kJ mol™) (kJ mol™) (kJ mol~K™)
15 430 £ 180 -35,1+0,7 -9+10
25 1240 + 180 2,2+0,6 -45+10 -33,7%+0/4 -11 + 10
35 1700 + 285 -34,0£0,4 -11 +10

*Experimentos realizados em tamp&do 50 mM fosfato de sodio, pH 6,5, contendo 150 mM NaCl e 1mM
de DTT. Fonte: autoria propria.

Figura 12. Variacdo de supressdo de fluorescéncia centrada no pico de fluorescéncia em 305 nm
como funcdo da concentracdo de RNA para diferentes condi¢bes de forca idnica (0, 150, 350 mM
NaCl) — a esquerda — e pH (5, 6,5 e 8) a 25 °C, a direita. Ambos os experimentos foram realizados
em tampao contendo 50 mM de fosfato de sédio e 1 mM de DTT.
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No intuito de verificar a influéncia de cargas sobre a interacdo dgM2-1/RNA,
foram realizados experimentos de supressdo de fluorescéncia em fungcdo da
concentracdo de RNA em condi¢cdes nas quais variou-se a salinidade e o pH, como
mostrado pela Figura 12. Ao analisar o grafico com variacdo de salinidade (a
esquerda), percebe-se que o aumento na forga idnica do tampé&o faz com que a
supresséao de fluorescéncia por parte do ligante seja mitigada. Sendo assim, os ions
Na® e CI contidos na solugdo exercem um papel importante de blindagem
eletrostatica do sitio de ligacdo ao RNA da proteina ou vice e versa. Por outro lado,
na analise feita sobre o gréfico da direita (Figura 12), nota-se que o aumento na
alcalinidade da solucdo também € determinante para a atenuagdo da supresséo de
fluorescéncia por parte do acido nucleico. Isso se deve ao fato da aproximacéo do
pH da solucdo ao ponto isoelétrico (pl) da proteina que equivale a aproximadamente
9,0 (GASTEIGER et al., 2005), o que altera o grau de ionizacdo dos residuos de
aminoacidos basicos, levando a um enfraquecimento das interacdes eletrostaticas
envolvidas na formacado do complexo dgM2-1/RNA, as quais sdo muito importantes
para a aproximacao entre ambas as partes.

Experimentos de dicroismo circular (CD) foram utilizados a fim de realizar um
controle de qualidade sobre a estrutura secundaria do dgM2-1 e demonstrar que néo
h& alteracdo significativa em sua estrutura nas condi¢des utilizadas durante os
experimentos de fluorescéncia. Os espectros da proteina em diferentes condi¢cdes
de pH apresentaram caracteristicas similares (Figura 13), portanto, o aumento da
alcalinidade ou acidez ndo muda significativamente o perfil de estruturas
secundarias encontradas e consequentemente ndo estdo exercendo nenhuma
interferéncia sobre o processo de interacdo dgM2-1/RNA observado pela

fluorescéncia.
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Figura 13. Espectros de dicroismo circular do dgM2-1 (~5,5 uM) na regido do ultravioleta distante em
50 mM de tampéo fosfato de sodio nos pH 5,0, 6,5 e 8,0. Os espectros foram coletados em
temperatura ambiente de ~25 °C utilizando uma cubeta de 1,0 mm de caminho éptico.
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Fonte: autoria propria.

4. 2. 2. Investigacdo da interacdo entre M2-1, AMP , solasodina e
ciclopamina por espectroscopia de fluorescéncia

Os dados de supresséao de fluorescéncia da M2-1 pelo AMP estéo ilustrados
na Figura 14 e mostram que essa molécula, como ja descrito na literatura (LEYRAT
et al., 2014), interage com a proteina, ja que o microambiente dos fluoréforos
intrinsecos sao perturbados pela adi¢cao do ligante.

Figura 14. Espectros de supresséo de fluorescéncia da proteina M2-1 (5 uM) pelo AMP a 25 ° C. Os
triptofanos da M2-1 foram excitados em 295 nm e foram coletados os espectros de emisséo de
fluorescéncia no intervalo de 305 a 450 nm. Ambas as fendas de excitacdo e emissao utilizadas
foram de 1,0 mm.
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Como descrito neste trabalho, sabe-se que a constante de dissociagéo entre
0 RNA e 0 dgM2-1 a 25 ° C é da ordem de centenas de nanomolar, 0 que denota
uma interacdo moderada/alta e que necessitaria de uma grande afinidade ou
concentracdo de um provavel competidor para deslocar o equilibrio quimico e
subjugar o efeito do RNA. Tanto a solasodina quanto a ciclopamina possuem
elevada hidrofobicidade, logo nédo foi possivel chegar em concentragfes altas em
solucéo a ponto de deslocar o acido nucleico, além de ndo ser possivel estimar um
Kg entre a proteina e os alcaloides. Sabendo disso, foi estabelecida outra alternativa
de verificacdo, na qual escolheu-se outra regido, que € a de ligacdo do AMP. Esta
alternativa exigiria menores concentragoes finais de alcaloides durante as titulagoes,
dessa forma prevenindo o efeito de agregacdo em virtude da concentracao.
Entretanto, sabe-se que o sitio de ligacdo ao AMP esta situado numa regido de
interface entre o dominio dedo de zinco e o dgM2-1 (LEYRAT et al., 2014), logo fez-
se necessario o uso da proteina M2-1 ao invés do dominio.
Sendo assim, foram realizados experimentos a 25 ° C, em tampao com 50
mM de fosfato de sodio, pH 7,0 e 150 mM de NaCl, cujas concentracdes de M2-1 e
AMP foram de 5 pM e 0 - 1,27 mM, respectivamente. Para cada experimento
envolvendo a solasodina foram realizados ajustes seguindo a equacéo 5, a partir
dos quais foi possivel obter as constantes de dissociacdo entre a proteina e o AMP
que foi adicionado em solucdo. As constantes de dissociacdo obtidas sédo de
aproximadamente uma centena de micromolar, havendo um aumento significativo do

Kg na presenca de solasodina, tanto a 10 quanto a 15 uM (tabela 2).
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Figura 15. Graficos de supresséo de fluorescéncia da M2-1 (5 uM) pelo AMP (de 0 a 1,27 mM),
centrado no pico em 322 nm (A 295 nm e A, 305-500 nm), na temperatura de 25 ° C, em tampéo 50
mM de fosfato de sddio, pH 7,0 e 150 mM de NaCl, na presenca e auséncia de solasodina. No eixo
das ordenadas, temos a intensidade de fluorescéncia relativa, enquanto na abscissa temos a
concentracdo de AMP em uM.
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Fonte: autoria propria.

Tabela 2. Valores de Ky encontrados para o ajuste realizado a cada curva de supressdo de
fluorescéncia da M2-1 pelo AMP.

M2-1+10 uM | M2-1 + 15 uM
) _ Controle
T=25°C M2-1 + AMP solasodina + solasodina +
(etanol)
AMP AMP
Kq (x10° M) 100 +9 155 + 22 163 + 17 114 + 12

Fonte: autoria propria.

O mesmo procedimento de ajuste para obtencao dos K4 ndo foi aplicado aos
experimentos envolvendo a ciclopamina, pois os dados nédo apresentavam o mesmo
grau de confiabilidade que o anterior. Logo, o intuito da Figura 16 é apenas de
mostrar que 0s experimentos com a ciclopamina seguem a mesma tendéncia de
interferéncia no K4 entre M2-1 e AMP, assim como ocorre nos experimentos com a
solasodina. O perfil dos graficos (figuras 14 e 15) mostra que a supressdo da
fluorescéncia da M2-1 pelo AMP é atenuada na presenca dos alcaloides, sugerindo
que eles competem pelo sitio de ligagdo mesmo estando em baixa concentracao.

Além disso, fica evidente, pelos resultados dos experimentos controle, que a



50

presenca do solvente dos alcaloides (etanol) n&o interfere nos valores observados,
sugerindo que os proprios alcaloides que exercem o papel chave na atenuacéo de
supressdo. Os valores de Ky encontrados para cada curva nos experimentos

envolvendo a solasodina estdo expressos na tabela 2.

Figura 16. Graficos de supressdo de fluorescéncia da M2-1 (5 uM) pelo AMP (de 0 a 1,27 mM),
centrado no pico em 322 nm (Aex 295 nm e A, 305-500 nm), na temperatura de 25 ° C, em tampéao 50
mM de fosfato de sddio, pH 7,0 e 150 mM de NaCl, na presenca e auséncia de ciclopamina. No eixo
das ordenadas, temos a intensidade de fluorescéncia relativa, enquanto na abscissa temos a
concentracdo de AMP em uM.
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Fonte: autoria propria.

Finalmente, os resultados demonstraram que ambos os alcaloides esteroidais
foram capazes de interferir na interacdo M2-1/AMP, indicando que a interacdo entre
M2-1/alcaloides possa estar ocorrendo no sitio do AMP também, ndo se limitando ao
sitio do RNA como sugerido por Bailly e colaboradores. Logo, caso essas moléculas
de fato apresentem alguma atividade anti-HRSV, a mesma possivelmente estara
relacionada ao impedimento do reconhecimento de caudas poli A em RNAs
nascentes durante a etapa de transcricdo. Entretanto, maiores estudos serao

necessarios para confirmar essa hipotese.
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4.3. Simulacdes de docking molecular entre M2-1 e alcaloides esteroidais

As simulacdes de docking molecular de ambos os compostos na proteina M2-
1 foram orientadas pelos resultados obtidos dos experimentos de espectroscopia de
fluorescéncia. Os resultados dos ensaios estdo expressos na Figura 17, na qual
observa-se o posicionamento de ambos os alcaloides esteroidais em uma cavidade
situada entre os dominios dgM2-1 e o dedo de zinco de mondémeros adjacentes.
Para chegar a tal resultado foram selecionados os conférmeros de menor energia de
ligacdo dos agrupamentos mais populosos. Ao comparar os alcaloides, percebe-se
que existem alguns residuos em comum envolvidos em suas respectivas interacoes,
sendo eles: Lys8, Phe9, Phe23 e 1lel173, os quais s&o classificados como
hidrofébicos, com excec¢éo da lisina que € um aminoacido polar basico. Analisando
especificamente o docking da ciclopamina (Figuras 16 C e E), nota-se que seu
posicionamento na interface ocorre perpendicularmente ao do AMP, entretanto
ocorre predominio de contatos hidrofébicos com os residuos Lys8, Phe9, Cys21,
Phe23 e 1lel73 e apenas uma ligacdo de hidrogénio com cadeia lateral da Asnl7.
Por outro lado, nas figuras 16D e F, observa-se que a solasodina se posiciona de
maneira similar ao AMP em seu sitio, mas também apresenta predominio de
contatos hidrofobicos (Lys8, Phe9, Asnl7, Phe23, Val77, Glu8l, Lys169 e Ilel73) e
apenas 2 ligacbes de hidrogénio, ambas com os nitrogénios da cadeia lateral do
residuo Arg20.
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Figura 17. Modelagem do tetramero da proteina M2-1 e docking molecular da ciclopamina e
solasodina. (A e B) Representacdo em cartoon da proteina M2-1, na qual observam-se os atomos de
zinco (esferas roxas) e os alcaloides (representacdo de esferas) posicionados na regido de interface
interdominio dgM2-1/dedo de zinco de mondmeros adjacentes. Os recortes tridimensionais C e D
destacam a sobreposicdo da ciclopamina e solasodina, respectivamente, no sitio de ligacdo ao AMP.
Neste caso, todos os ligantes estdo representados em modelo de palitos. Por fim, E e F séo
representacdes bidimensionais do mesmo sitio de interacdo, nas quais observa-se a presenca de
ligacdes de hidrogénio (linhas tracejadas verdes) e contatos hidrofébicos (cilios vermelhos), também
detalhando quais aminoacidos de M2-1 estdo envolvidos na interacdo com os alcaloides esteroidais
(O: vermelho; N: azul escuro).

Fonte: autoria de Caruso, I. P.
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5. Conclusoes

Ambas as proteinas, tanto M2-1 quanto seu dominio globular, foram
produzidas de maneira solivel e com elevado grau de pureza. Com os resultados
obtidos por western blotting comprovou-se que as proteinas purificadas eram as de
interesse.

A partir dos resultados obtidos pelos experimentos de titulagdo por
fluorescéncia entre dgM2-1 e RNA torna-se evidente que existe interacao
relativamente alta, na razdo de duas moléculas de proteina para uma de RNA,
caracterizada por ser uma interagédo espontanea e dirigida entalpicamente. Ademais,
0s parametros termodinamicos apontam que forcas de van der Waals e ligacdes de
hidrogénio desempenham um papel importante na estabilizacdo do complexo
formado pela proteina e os acidos nucleicos. Por outro lado, os experimentos em
diferentes condi¢Oes de salinidade e pH evidenciaram uma importante contribuicéo
eletrostatica para a formacdo do complexo. Logo, o microambiente celular na qual
M2-1 desempenha sua funcdo, mais especificamente os corpos de incluséo, devem
possuir condi¢cdes que favorecam este tipo de interacdo, como valores de pH e/ou
salinidade mais baixos (RINCHEVAL et al., 2017).

Os resultados referentes aos experimentos entre M2-1 e AMP corroboram
com o que ja foi publicado na literatura, revelando que realmente ocorre interacédo
entre ambos (LEYRAT et al., 2014). No entanto, reporta-se neste trabalho que a
solasodina e, possivelmente, a ciclopamina, foram capazes de interferir nesta
interagéo, indicando que a interagéo entre M2-1/alcaloides possa estar ocorrendo no
sitio do AMP também, na regiao de interface dgM2-1/dedo de zinco, ndo se limitando
ao sitio do RNA, como sugerido por Bailly e colaboradores (2016). Portanto, a
atuacao de alcaloides esteroidais sobre o ciclo viral, caso estes venham a se tornar
candidatos a antivirais, provavelmente estard relacionada ao impedimento do
reconhecimento de caudas poli A em RNAs nascentes ao longo da transcri¢ao.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para complementar estes dados, no intuito
de verificar como os alcaloides em questéo interferem na ligacdo do RNA, dentro do
dgM2-1, ou do AMP, na Iinterface dgM2-l/dedo de zinco, para descrever
mecanismos envolvidos no processo replicativo viral e propor novas abordagens no

combate ao RSV.
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ANEXO A — Desenvolvimento da Equacéo 1
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