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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) é o principal agente causador de
infecgdes no trato respiratério inferior em criangas e idosos por todo o0 mundo. A
proteina de matriz (M) € essencial para o ciclo viral, uma vez que atua no processo de
replicacdoo, interagindo com proteinas do complexo ribonucleoproteico (RNPs).
Posteriormente, a proteina M atua coordenando a transferéncia dos RNPs para locais
de jangadas lipidicas, a partir da interacdo com o citoesqueleto celular, auxiliando
assim no brotamento e liberagdo de virions. Sabe-se entdo, que a proteina atua na
célula hospedeira e tem grande importancia na replicagao viral, desta forma, o objetivo
do presente trabalho foi compreender as mudancas conformacionais que podem
ocorrer na proteina em diferentes condicbes de pH, temperatura e salinidade.
Utilizando a proteina de matriz recombinante, foram realizados experimentos de
fluorescéncia, dicroismo circular e calorimetria de varredura diferencial. Os resultados
do presente trabalho demonstraram que o processo de desnaturacido térmica da
proteina € irreversivel e apresenta temperatura de desenovelamento de
aproximadamente 44 °C. Além disso, sua estrutura secundaria € influenciada pelo pH.
Porém, mesmo em condi¢cdo extremamente acida, a proteina ainda possui parte de
sua estrutura preservada. Por fim, o aumento da concentragéo ibnica leva a uma
desestabilizagdo da proteina, resultando em diminuicdo da sua temperatura de
desenovelamento. Desta forma os resultados do presente estudo auxiliaram para uma
melhor compreensdo de caracteristicas conformacionais da proteina de matriz do
hRSV.

Palavras-chave: Proteina M. hRSV. Temperatura. pH. Salinidade.



ABSTRACT

The human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the main cause of infections in the
lower respiratory tract in children and elderly all over the world. The matrix protein (M)
is essential for the viral cycle once it acts on the replication process interacting with the
ribonucleoprotein complex (RNPs). Posteriorly, the M protein interacts with
the cellular cytoskeleton coordinating the RNPs transference to lipid rafts aiding the
viral budding process and virion release. It is known that the protein acts in the host
cell and has a great importance in the viral replication, thus, the objective of this work
was to understand the conformational changes that can occur in the protein structure
at different conditions of pH, temperature and salinity. Using the recombinant matrix
protein, fluorescence, CD and DSC experiments were performed. The results of the
present work demonstrates that the denaturation process is irreversible, with a melting
temperature of about 44 °C. In addition, the secondary structure of the protein is
influenced by the pH, but, even in extremely acid conditions, there is still some
conserved secondary structure of the protein. Lastly, the increase of the ionic
concentration leads to protein destabilization, resulting in a decrease of the melting
temperature. Thus the results of the present work helped to better understand the

conformational characteristics of the hRSV matrix protein.

Keywords: M protein. hRSV. Temperature. pH. Salinity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Esquema da organizacdo do RNA do Virus Sincicial
Respiratério (RSV).

Figura 2 Estrutura da proteina M.

Figura 3 Modelo dimérico da estrutura da proteina M.

Figura 4 SDS-Page da purificagédo por afinidade a niquel.

Figura 5 Western Blot da amostra de proteina M

Figura 6 SDS-Page da clivagem da proteina M com TEV protease.
Figura 7 Cromatograma de exclusao molecular da proteina M.
Figura 8 SDS-Page da cromatografia de exclusdo molecular da
proteina M.

Figura 9 Espectro de UV da proteina M.

Figura 10 Espectros de desnaturagdo térmica acompanhada por
Dicroismo Circular e Fluorescéncia da proteina M.

Figura 11 Desnaturacdo térmica acompanhada pelo espectro de
dicroismo circular da proteina.

Figura 12 Espectro de fluorescéncia e de dicroismo circular da

proteina M em diferentes condigdes de pH.

Figura 13 Centro de massa espectral e variagédo da elipticidade molar
da proteina M em diferentes condi¢des de pH.

Figura 14 Termogramas de desnaturagdo da proteina de matriz em
diferentes concentracdes salinas.

Figura 15 Temperatura de desenovelamento da proteina M em
diferentes concentracdes salinas.

Figura 16 Visdo ampliada da interface de dimerizagéo da proteina de
matriz do hRSV

Figura 17 Entalpia calorimétrica do processo de desnaturagdo da

proteina M em diferentes concentragdes salinas.

14
16
17
26
27
27
28
28

29
29

30

31

31

32

33

34

35



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC: Antes da clivagem

CD: Circular Dichroism (Dicroismo Circular)

CMIB: Centro Multiusuario de Inovagéo Biomolecular

DC: Depois da clivagem

DLS: Dynamic Light Scatering (Espalhamento de luz dindmico)
DNA: Acido desoxirribonucleico

DO: Densidade Optica

DSC: Differential Scanning Calorimetry (Calorimetria Diferencial de Varredura)
DTT: Ditiotreitol

EDTA: Ethylenediaminetetra acetic acid (acido Etilenodiamino tetracético)
ELU: Eluigéao

FT: Flow-through

HCI: Acido Cloridrico

HRSV: Human Respiratory Syncytial Virus

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo

LB: Luria-Bertani broth

LRTI: Infeccdes do rato respiratorio inferior

M: Marcador de massa molecular

NaCl: Cloreto de Sédio

NaF: Fluoreto de Saodio

NaOH: Hidroxido de Sodio

Ni-NTA: Nickel Nitrilotriacetic Acid (Acido Nitrilotriacético)

pH: Potencial hidrogenidnico

PI: Ponto isoelétrico

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride (fluoreto de fenilmetilsulfonila)
RNA: Acido Ribonucleico

RNP: Ribonucleoproteico

RPM: Rotagdes por minuto

SDS-PAGE: Sodium dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(Eletroforese em Gel de Poliacrilamida desnaturante)

TEVP: Tobacco Etch Virus Protease

UA: Unidades de absorbancia



URTI: Infecgbes do trato respiratério superior
UV/Vis: Espectro de luz na regido do ultravioleta ao visivel
VSR: Virus Sincicial Respiratério

BME: B-mercaptoetanol (2-mercaptoetanol)



cm

nm

mL
ML

mg
ng
Mg

min
°C

mol

mM
nM
Cal
kCal

ua

kJ
kb
xg
rpm

AH
AG

LISTA DE SIMBOLOS

Metro

Centimetro

Nanémetro

Litro

Mililitro

Microlitro

Grama

Miligrama

Nanograma

Micrograma

Segundo

Minuto

Graus Celcius

Kelvin

Mol

Molar

Milimolar

Nanomolar

Calorias

Quilocalorias

Unidades de Absorbancia
Joule

Quilojoule

Quilobases

Vezes Constante Gravitacional Universal
Rotagdes por minuto
Coeficiente de Extincdo Molar
Variagao de entalpia
Variagao de energia livre de Gibbs
Temperatura

Constante universal dos gases



mdeg

Da
kDa
%

Sinal de CD registrado como miligraus
Miligraus

Comprimento do caminho 6ptico
Dalton

Quilodalton

Porcentagem



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .....ccooieerireerrireesreesesaessessessessessesasssessessessesssssssssssesssssessessessssssssnnns 13
1.1 Virus Sincicial Respiratdrio HUMANO .......c.uueiiiiciiieiciiee ettt e eree e e e e e e 13
1.2 Importancia da proteina M na infeccao Viral........ccoocvveiicciie i 15

2. OBUETIVOS ... s s s e s s e e mnmmmn s n e 19
2.1 (0] o T[4 Vo T =01 - PSR 19

3. MATERIAL E METODOS.......cccoiiiriereeneessissesessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 20
3.1 Clonagem e expressdo da ProteINa .. ... iee ettt e e eerae e e e etre e e e e aae e e e ennaeas 20
3.2 Extracdo e purificagdo das ProteiNas ......ccccueeiiecieeiiiiiee et e rae e e 21
3.3 Preparo das amostras para 0S eXPeriMeENntos ........ceeccveeeeiiieeeeiiieeeeereeeeerreeeeeareeessnsaaeeeenns 22

331 Preparo das amostras para desnaturagao termica.......cccccecciveeeecieeeeicieee e 22
3.3.2 Preparo das amostras para variacao de pH .......cvveeveeeiiicciieieeee e 22
3.33 Preparo das amostras para desnaturagao com variagcdao de sal........cccocvveeeeeeeeccnnrnnnenn. 23
3.4 Medidas espectroflUOrIMELIiCas ....ciiiciiiiiiciie e e et eera e e e eaes 23
3.4.1 Calculo do centro de massa dO ESPECLIO ..uuivicvieeieiiiie e e e 23
35 Medidas de dicroiSMO CIrCUIAN ......ccuiiiiiieieeeee et 24
3.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) ........ccccveeeeiiiiieeeciiee ettt e 25

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ccceceeueerrierernrsessesseseesessssssessesssssssssssssssssssaess 26
4.1 Produgdo e purificagdo da ProteiNa......cccccceeieeciiie et eree e et e e e e enes 26
4.2 Desnaturagdo tErmica da ProteiNa ....c.eeeccieiie ettt e et e e e e e e earee e e e aeeeeeanes 29
4.3 [V LYok To X [N o o I RS 30
4.4 Variagdo da CONCENTIACA0 IONICA ..cccuvveeeeeiieeeeciie e ettt et e e ettt e e e eete e e eebee e e e teeeeenaaeeeeseeas 32

5. CONCLUSOES........ccceieeirieteeres e e e e e s e e ssesss e ssss e s ssssessesessessesssssesnsssssnsesnnns 36

REFERENCIAS........c.cocoirertrecccrasessecesssassesesesssasassesssssasssssssssssassssssssssssssesasasasnens 37



13

1. Introducao

1.1 Virus Sincicial Respiratério Humano

O virus sincicial respiratério humano (hRSV) é responsavel por mais de 60% das
infeccdes do trato respiratério inferior em criangas no mundo todo e mais de 80% em
criangas com menos de um ano (HALL et al., 2009, SHAY et al., 1999). Desta forma,
até os dois anos de idade, muitas criangas ja apresentaram uma ou duas infecg¢des
por RSV, onde, 40% apresentam infecg&o do trato respiratério inferior (JEANNE et al.,
2009), sendo estas, infecgbes mais graves que podem agravar a clinica da doenca.
No grupo dos idosos, os dados apresentam 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 populagdes, refletindo as mudangas nas estruturas sociais
globais (THOMPSON et al., 2003, FALSEY et al., 2005).

O RSV pode ocasionar infecgdes tanto no trato respiratério superior (URTI),
quanto no inferior (LRTI) (WU et al., 2007). A etiologia das URTI é caracterizada por
tosse, dificuldade respiratoria, coriza, dispneia e febre (KIM et al., 2007). As LRTI
geralmente apresentam quadro clinico mais grave, sendo broquiolite e pneumonia as
doencas mais comumente associadas, principalmente em criangcas e pacientes
imunocomprometidos (WU et al., 2007). A primeira infecgdo por RSV é geralmente
mais grave, e ocorre durante os dois primeiros anos de vida (ZHAN et al., 2007). No
entanto, infeccbes por RSV ndo proporcionam uma resposta imune efetiva no
hospedeiro, de modo que a recidiva da infeccdo € comum, porém os sintomas sao
geralmente menos severos.

O virus é dispersado por goticulas de muco ou saliva no momento que um
individuo tosse, espirra ou fala. O contagio pode ser direto ou indireto, uma vez que
individuos sadios entram em contato com secre¢des depositadas em um objeto ou
superficies e as conduz para mucosas orais, nasais ou oculares. Ao alcancar as
células epiteliais ciliadas, do trato nasofaringeo do futuro hospedeiro, o hRSV inicia
sua replicagado.Mas, ele também pode se propagar pelo epitélio bronquiolar e alveolar,
onde ocorrem os sintomas caracteristicos da infeccdo aguda do trato respiratério
inferior (COLLINS et al., 2008, HALL et al., 1981, HALL et al., 1980).

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
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como a umidade sao importantes para a disseminacao do virus, principalmente em
regides tropicais. Mas, de maneira geral, os picos no numero 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 transmisséao intrafamiliar, em que o contagio
geralmente ocorre dos individuos adultos para as criangas (HEIKKINEN et al., 2015,
PAYNTER S., 2015, YANG et al., 2015). Apesar de existirem dois subtipos virais
(RSVA e RSVB), nao existe distingdo geral clara entre a sazonalidade de ambos. O
gue se sabe até o momento é que os subtipos alternam surtos e que RSVA gera titulos
virais mais altos, provavelmente facilitando sua dispersdo nos momentos de
aglomeracdo familiar. Reservatorios para o virus ainda ndo foram encontrados,
possivelmente este continue se replicando de forma mais amena em hospedeiros
adultos ou em criangas durante o verao (KIM et al., 2015, AUSAR et al., 2005).

O hRSV pertence a ordem Mononegavirales, familia Pneumoviridae, género
Orthopneumovirus (ADAMS et al., 2016), com nucleocapsideo helicoidal circundado
por um envelope lipidico externo onde se encontram as glicoproteinas de membrana.
O genoma do RSV é constituido por RNA fita simples de polaridade negativa, néo
segmentada, composta por aproximadamente 15.200 nucleotideos e 10 genes, que
codificam 11 proteinas, devido a duas regides de leitura aberta sobrepostas
localizadas no gene M2, produzindo as proteinas M2-1 e M2-2 (COLLINS et al., 1991)
(Figura 1).

Figura 1. Esquema da organiza¢dao do RNA do Virus Sincicial Respiratério (RSV).

1 HEHEHETHEEHEHE - [

NS1 NS2 N P M SH G F M2-1M2-2 L

Fonte: Modificada a partir de www.micro.msb.le.ac.uk.

Dentre as proteinas, duas nao estruturais (NS1 e NS2) sdo responsaveis pela
evasao da resposta imune; das oito proteinas estruturais, cinco (N, P, L, M2-1 e M2-
2) formam o complexo nucleocapsideo envolvido na replicagédo e transcrigdo viral e
quatro (SH, M, G e F) estdo associadas a membrana, sendo que as proteinas G e F
séo glicoproteinas com fungdo de adeséao e fusdo do virus com a célula hospedeira
(JIN et al., 2000, WHITEHEAD et al., 1999). Assim, o processo de infecgao viral ocorre
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devido a ligagéo e fusao do virus a célula, com duas proteinas em particular sendo
importantes: proteina de ligagdo (G) e proteina de fusdo (F), que sdo os alvos
primarios dos anticorpos do hospedeiro. A glicoproteina G medeia a ligagédo do virus
a célula do hospedeiro, em seguida a proteina F promove a fusdo do virus com a
célula do hospedeiro e também promove a agregagao de multiplas células, dando
origem a grandes células multinucleadas (produzindo o sincicio, estrutura que da
nome ao virus) (PETERS et al., 2008), permitindo a transmissao do virus de célula a

célula.

1.2 Importancia da proteina M na infecg¢ao viral

A proteina de matriz (M) do virus sincicial respiratério humano é uma proteina
estrutural n&o glicosilada composta por 256 aminoacidos. Esta envolve todo o
complexo ribonucleoproteico (RNP, composto pelas proteinas L, N e P), localizando-
se entre a proteina M2-1 e a bicamada lipidica viral (MARTY et al., 2004, KISS et al.,
2014). 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 (KIPPER et al.,
2015). Estudos indicam estreita relagéo entre a proteina M e a expressdo do gene
p53, que codifica um fator supressor de tumores que, por meio de uma cascata de
ativagdo génica, desencadeia a pausa no ciclo celular, quando expresso em grande
quantidade. Portanto, a proteina M pode interromper a transcricao na célula infectada,
enquanto o virus replica seu material genético (IMANI, F., 2012). Em seguida, através
de uma proteina de transporte nuclear diferente, como a CRM-1, a proteina de matriz
viral migra do nucleo para o citoplasma, interage com M2-1, e juntas adentram corpos
de inclusédo, onde se encontram os complexos RNPs. Nesta etapa, ocorre a passagem
da fase de transcricao viral para a de empacotamento, pois cessa-se a transcricao e
a proteina M inicia a coordenagdo da etapa de brotamento viral (IMANI, F., 2012,
MITRA et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2013).

Para o brotamento, a proteina M atua no empacotamento e transferéncia dos
complexos RNPs, localizados dentro de corpos de inclusio, para regides de jangadas
lipidicas, onde ocorrera a liberagdo dos novos virions. Sendo assim, M é
imprescindivel para o brotamento viral, estimulando a curvatura ideal da membrana
para o surgimento das particulas virais (RAY et al., 2016, SHAHRIARI et al., 2016).
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Existem evidéncias na literatura que sugerem que a proteina M interage com o
citoesqueleto da célula hospedeira, como a actina, para efetuar a conducédo do
complexo formado entre RNP-M (SHAHRIARI et al., 2016, SHAHRIARI et al., 2018).
A proteina M pode ainda interagir tanto com as glicoproteinas virais quanto com as do
hospedeiro (CAV1, por exemplo) (KIPPER et al., 2015) e as conduzir conjuntamente
a formagao de um complexo. Para que o processo de enderecamento e brotamento
seja bem-sucedido, a proteina M deve interagir ndo apenas com F, G e M2-1, mas
também com N e P e outros fatores celulares. Esta interacdo possibilita sua
oligomerizacdo, assim como ocorre em proteinas de matriz dos demais
paramyxovirus, conferindo a particula viral um formato filamentoso tipico quando
préxima a membrana celular (MITRA et al., 2012, SHAHRIARI et al., 2016).

Estruturalmente, a proteina M é constituida por dois dominios distintos que sao
o N e C terminais, conectados por uma al¢a de 13 residuos de aminoacidos (Figura
2). O dominio N-terminal possui formato de ferradura enquanto o C-terminal apresenta
a configuragdo de um barril achatado, ambos contendo, majoritariamente, folhas j,
com aparente sitio de ligacdo a metais bivalentes. Estudos mostraram que a proteina
M pode interagir consigo mesma e realizar uma auto-oligomerizag¢ao, possibilitando a
formacgao de oligbmeros pela interagao entre a regido N-terminal de uma proteina com
a C-terminal de outra (BAJOREK et al., 2014, TREVISAN et al., 2018).

Figura 2 Estrutura da proteina M (PDB: 4V23) sendo que, (A) é a representagcdo da estrutura
monomeérica da proteina com seus dominios CTD (dominio C-terminal) e NTD (dominio N-terminal) e
(B) é a representagéo da proteina M dimérica, onde as esferas roxas indicam o local de co-cristalizagao
do potassio.

Fonte: (PDB: 4V23) DOI: 10.2210/pdb4V23/pdb.
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A interface dos dimeros € compreendida pelos residuos 63 a 68, 92 a 105, 129
a 134, 144, 163, 225 a 235. Ja a treonina 205, modula a oligomerizagédo da proteina
M a partir de fosforilacdo mediada pela proteina P. Foi demonstrado, ainda, que todos
os residuos sdo necessarios para a formagdo de um dimero estavel (Figura 3)
(FORSTER et al., 2015, TREVISAN et al., 2018). A carga residual positiva sobre os
dominios de M pode possibilitar a sua interagdo com a membrana plasmatica de
pneumacitos, cuja carga residual € negativa, deixando algumas regides hidrofébicas
expostas, que provavelmente servem para interagir com outras proteinas (MONEY et
al., 2009a), corroborando com os dados da literatura a respeito das interagdes entre

os mondmeros da M, com outras proteinas virais e do hospedeiro.

Figura 3 Modelo dimérico da estrutura da proteina M evidenciando os aminoacidos essenciais para
a dimerizagao da mesma.

Fonte: Adaptado de Trevisan, et al. (TREVISAN et al., 2018).

Desta forma, a proteina de matriz (M) tem grande importancia no processo de
infeccao viral, no qual interage com diversas proteinas virais e celulares. Conhecer as
caracteristicas estruturais e conformacionais da proteina M em diversas condicoes
fisico-quimicas € importante para o conhecimento dos estados oligoméricos e
dindmica que essa biomolécula apresenta em solu¢do. Desta forma, o conhecimento
deste comportamento pode elucidar a incongruéncia evidenciada quanto a
cristalizagcdo da proteina em conformagdo monomeérica (MONEY et al., 2009b) e
dimérica (FORSTER et al., 2015). Sao reportados na literatura estudos do mesmo tipo
realizados com a proteina M2-1 do HRSV, que demonstraram que variagdes de

temperatura e pH podem induzir alteracées em sua conformacao, mudando assim seu
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estado oligomérico (LEYRAT et al., 2014, ESPERANTE et al., 2011). O mesmo ja foi
realizado para a proteina ndo estrutural NS1, demonstrando mudancgas

conformacionais dependentes do pH (PRETEL et al., 2013).



19

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Sabendo da importancia da proteina M na infec¢cdo pelo hRSV, o presente
estudo teve como objetivo conhecer as variagdes da proteina referentes a composigéao
de estrutura secundaria e estados oligoméricos em diferentes condigbes fisico-
quimicas de temperatura, pH e forga idbnica. Para isso primeiramente foi feita a
transformacao de bactérias Escherichia coli da linhagem RIL com o plasmideo pD441-
NHT:M que contém o gene da proteina M, em seguida foi feita a expressdo e
purificacdo da proteina M. Uma vez pura foram realizados experimentos de
espectroscopia de dicroismo circular (CD), emissédo de fluorescéncia do triptofano e
calorimetria de varredura diferencial (DSC) em diversas condigbes de pH,

concentragao idnica e temperatura.
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3. Material e métodos

3.1 Clonagem e expressao da proteina

O DNA que codifica a proteina M com 256 aminoacidos foi obtido da empresa
DNA2.0 (ATUM) em vetor de expressdao pD441-NHT:M com sitio de clivagem para
TEVP (Tobacco Etch Virus Protease) e cauda de seis residuos de histidina
(composigao final 269 aminoacidos e 30 kDa). O DNA foi utilizado no processo de
transformacao em E. coli da linhagem BL21 RIL e a transformacgao foi realizada 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 (BL21
RIL), que foi levado ao gelo por 30 minutos, depois ao banho térmico (42 °C), por 1
minuto e retornado ao gelo por mais 2 minutos. Em seguida, as bactérias foram
inoculadas em meio de cultura LB, sob agitagdo. As culturas foram, entéo, clarificadas
por centrifugacéo e os pellets formados foram usados para realizar a semeadura em
placas de petri, contendo meio de cultura solidificado com agar, contendo 34 pg/mL
de cloranfenicol e 50 pg/mL de sulfato de canamicina. As placas foram incubadas em
estufa, por 16 horas, a 37 °C para crescimento das col6nias bacterianas.

Ap0ds o crescimento, trés colbnias de cada placa foram selecionadas visualmente
e submetidas a testes de expressio. Para os testes de expressao, as colbnias foram
inoculadas separadamente em 5 mL de meio de cultura LB contendo os mesmos
antibidticos, até atingirem a densidade éptica (DO) de 0,8 unidades de absorbéancia
(ua). A inducéo de expresséao foi realizada overnight, a 28 °C, com a adi¢ao de 0,4
mM de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG). Posteriormente foi realizada a
comparagao entre os periodos pré-indugcdo e pos-indugdo de expressao génica.
Aliquotas de cada periodo testado foram retiradas e submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), possibilitando determinar quais clones
foram os mais adequados para expressar a proteina de interesse. Os melhores clones

foram estocados com 25% de glicerol, em freezer -80 °C.

O clone que apresentou melhor expressao foi adicionado a um Erlenmeyer com
50 mL de LB, contendo 34 ug/mL de cloranfenicol e 50 pg/mL de sulfato de canamicina
e colocado para crescer sob agitagao a 37 °C, por 16 horas. Em seguida a cultura foi
transferida para um frasco maior, com volume total de 1 L, adicionando-se mais

antibidticos para manter a concentragao inicial, sob as mesmas condigdes de agitacéo



21

e temperatura, até atingir a DO de 0,8 ua, quando foi realizada a indu¢ao da expresséo
com 0,4 mM de IPTG a 28 °C, sob agitagcéo por 16 horas.

3.2 Extracao e purificagao das proteinas

Transcorrido o periodo de indugao, a cultura foi clarificada por centrifugagao a
4000 x g, 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em tampé&o de lise contendo: 500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8), 1
mM B-mercaptoetanol (BME), 0,5% Triton X-100, 5% glicerol, 0,5 mM de inibidor de
protease (PMSF) e 1 mg/mL lisozima. Apés homogeneizada, a suspensao foi
incubada por 50 minutos em gelo e, entdo, levada para a etapa de lise por sonicagéo.
O lisado foi clarificado a 17.000 rpm (25.000%g), por 50 minutos a 4 °C. O pellet
formado foi descartado, enquanto o sobrenadante contendo a fragdo soluvel de
proteinas passou por filtro com didametro de poro de 0,45 um (Minisart®) e submetido
a purificagao por cromatografia de afinidade. Aliquotas de cada uma das etapas de
lavagem e eluicdo foram preparadas para realizagdo de eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, com o propédsito de determinar o grau de pureza da
proteina.

A proteina M foi expressa com cauda de poli histidina (Hiss), seguida por um sitio
de clivagem para TEVP, em sua extremidade N-terminal. Desta forma, a purificagéo
da proteina de interesse foi realizada manualmente por cromatografia de afinidade,
em resina carregada com niquel. Primeiramente, a fragdo soluvel obtida da lise foi
inserida em uma coluna de cromatografia, previamente equilibrada com tampao de
equilibrio contendo 50 mM Tris-HCI (pH 8), 500 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 mM a 1 M. Para a confirmacgao de que a proteina
eluida de fato se tratava da proteina M, foi realizado um Western Blot com a amostra,
utilizando anticorpo para deteccdo da cauda de poli histidina.

Posteriormente, as amostras contendo a proteina de interesse eluida foram
concentradas para 1 mL em filtros de centrifuga Amicon® Ultra-15. Uma vez
concentrada, a amostra de proteina foi submetida a clivagem com TEVP (produzida
de forma recombinante no préprio CMIB), com objetivo de remover sua cauda Hiss. O
processo consistiu em diluir a proteina pela metade em tampé&o contendo: 50 mM Tris-
HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 10 uM de cloreto de potassio, 2 mM DTT. A diluicao foi
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realizada a fim de propiciar condigdes ideais para o funcionamento da protease. Por
fim, a TEVP foi adicionada na proporgdo 30:1 (M/TEVP mol/mol) e a amostra foi
incubada a 20 °C, por 20 horas. A etapa seguinte consistiu em uma nova purificagao
por cromatografia de afinidade, desta vez com o intuito de separar a proteina clivada
da protease (TEVP também contém cauda Hiss, no entanto ndo possui sitio para
clivagem, o que impede autoclivagem). Terminado esse procedimento, foi realizado
novo SDS-PAGE para verificagdo de pureza e da ocorréncia de clivagem, para entao
concentrar a proteina até 500 uL e submeter a nova metodologia cromatogréfica.

Um ultimo processo de purificacdo de exclusdo molecular, também denominada
gel filtragdo, foi realizado em um sistema de purificacdo automatizado (AKTA purifier,
GE Healthcare®), com a intengdo de retirar os contaminantes restantes e trocar o
tampao da proteina de interesse. Para isso, a coluna de gel filtragao foi equilibrada
com tampao contendo 50 mM de fosfato de sodio (pH 7), 150 mM de NaCl e 1 mM de
BME. As elui¢cdes foram realizadas com o mesmo tampao, as amostras desta etapa
foram coletadas e aliquotas foram submetidas a um novo SDS-PAGE para analise de

pureza, para entdo prosseguir para os experimentos.

3.3 Preparo das amostras para os experimentos

Passadas as etapas de purificacédo, foram realizadas medidas de espectroscopia
de UV/Vis, com espectrofotdmetro BioMate™ 3S Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific) equipado com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Estas
medidas foram realizadas para se determinar a concentracédo estoque da amostra da
proteina M (Figura 9). No calculo da concentragéo da proteina, foi utilizado o valor do
coeficiente de extingdo molar €280 = 25900 M-'cm™' obtido a partir do programa
ProtParam (Expasy).

3.3.1 Preparo das amostras para desnaturagao térmica

A solucao estoque de proteina foi preparada em tampéao similar ao tampao de
gel filtragcdo (50 mM de fosfato de sodio (pH 7), 150 mM de NaF e 1 mM de BME) em
concentragéo final de 5,7 uM.

3.3.2 Preparo das amostras para variagao de pH
As amostras de proteina foram preparadas nos pH 4,5 a 10 com incrementos de

0,5. Cada amostra de proteina foi preparada em concentragao final de 5 yM em um
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tampao universal contendo: 50 mM de citrato de sédio, 50 mM de borato de sédio e
50 mM de fosfato de s6dio monobasico. O pH foi ajustado manualmente com HCl e
NaOH. As amostras preparadas foram incubadas por 4 horas a 4 °C antes das

medidas, para certificacdo de que a proteina nao precipitaria.

3.3.3 Preparo das amostras para desnaturagcao com variagao de sal

Para a preparagcao das amostras de proteina nas diferentes concentragdes
salinas, primeiramente foram feitos dois tampdes, um sem NaCl e outro contendo 4 M
do mesmo, ambos com de 50 mM de fosfato de sédio e 1 mM de DTT. A partir disso
as amostras de proteina foram preparadas a 1 mg/mL (~30 uM) com as concentragdes
salinas de 150, 300, 500, 1000 e 2000 mM.

3.4 Medidas espectrofluorimétricas

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no equipamento ISS PCI Photon
Counting Spectrofluorometer, equipado com controlador de temperatura e cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho Optico. Para todos os experimentos realizados, os
triptofanos da proteina M foram excitados em 295 nm e os espectros de emissao foram
coletados no intervalo de 300 a 500 nm. As aberturas de fenda utilizadas foram de 1 mm
tanto na excitagdo quanto na emissdo. Os espectros resultam da meédia de 10
acumulagdes. Para os experimentos de variacdo de pH os espectros da proteina foram
coletados todos a 25 °C. Ja na desnaturacao térmica, a primeira medida foi feita a 20 °C,
e 0s espectros subsequentes foram coletados a cada 2 °C, sendo entdo: 22, 24, 26, ...,
70 °C. A cada elevagao de temperatura aguardava-se 10 min para a estabilizagado do
sistema. Apds cada medida, a proteina foi agitada e um novo espectro foi coletado, este

processo foi repetido para todas as condigdes de pH e variacdo de temperatura.

3.4.1 Calculo do centro de massa do espectro

Para realizar uma normalizagao dos espectros, foi analisada a mudanca do centro
de massa do espectro, utilizando a equacéo adaptada de Esperante (ESPERANTE et
al., 2011) (equacgao 1):

_ X(viFi)
cM = = l/ZFi ™)

sendo que CM corresponde ao centro de massa espectral, Fi é a intensidade de

fluorescéncia e vi € o comprimento de onda.
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3.5 Medidas de dicroismo circular

Para os experimentos de dicroismo circular (abreviado do inglés como CD, de
Circular Dichroism), foi utilizado o equipamento Jasco J-815 (Jasco, USA) equipado
com um sistema Peltier para controle de temperatura e uma cubeta de quartzo de 0,5
mm de caminho optico, a qual estava acoplada a um bloco espagador de metal de 9
mm. Os espectros sao o resultado de 10 varreduras em um intervalo espectral de
260-200 nm com uma resolucédo de 0,1 nm em uma velocidade de varredura de 50
nm-min~' e 1,0 nm de largura de banda espectral. O sinal de CD foi registrado como
elipticidade (8) em miligraus.

No experimento de desnaturacéo térmica a fragao de proteina desnaturada (fp)

no processo de desenovelamento foi calculada de acordo com a seguinte equagéo:

_8-8p
fp =52, (3)

sendo que 8, 6y e 6, sao sinais de CD da proteina em cada temperatura investigada,
na primeira (proteina nativa) e na dultima (proteina desnaturada) temperatura,
respectivamente. Portanto, a fracdo de proteina nativa foi calculada por fy =1 — fp.
A temperatura na qual fy = f, € denominada a temperatura de melting ou de
desnaturacao (T,,). Usando um modelo de transicdo de dois estados (nativa <
desenovelada) (OLSSON et al., 2010):

Ov—60 Ky
Oy —0y 1+K, (4)
sendo que,
K - (AHm(l — T/Tm)>
CTEPTTTRT (5)

no qual o sinal espectroscépico é dependente de temperatura, 8y e 6, s&o os sinais
da proteina nos estados nativa e desenovelada, respectivamente, T € a temperatura
absoluta, T,,é a temperatura de melting, K, é a constante de equilibrio de

desnaturacao e AH,, é a entalpia de desnaturagao térmica de van’t Hof no T,,.
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3.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Os experimentos de DSC foram realizados utilizando o calorimetro N-DSC Il (TA
Instruments, USA) na faixa de temperatura de 10 a 80 °C com uma taxa de varredura
de 1,0 °C/min. Inicialmente, as duas células de amostra do calorimetro foram
preenchidas com a solugdo tampao e deixadas equilibrar a 10 °C por 10 minutos e,
em seguida, varreduras de temperatura 10-80 °C foram realizadas repetidas vezes
(~10) até que a linha de base do equipamento fosse reprodutivel. Apds a calibragao
da linha de base com a solugao tampéao, uma das células de amostra do calorimetro
teve sua solucao trocada por outra contendo a proteina M. O processo de varredura
de temperatura com o equipamento contendo a proteina procedeu da seguinte forma:
i) aquecimento e resfriamento de 10 a 25 °C para equilibrio térmico do calorimetro, e
i) aquecimento e resfriamento de 10 a 80 °C para realizar o processo de desnaturagao
da proteina e por fim, foi realizado um iii) aquecimento de 10 a 80 °C para investigar
um possivel reenovelamento. A contribuicdo da capacidade calorifica a presséo
constante (Cp, kdJ-mol'-K-") da solugdo tamp3ao foi subtraida dos valores da proteina
M na faixa de temperatura investigada. A variagdo de entalpia calorimétrica (AH2,,)
para o processo de desnaturacao foi determinada pelo célculo da area do termograma

da proteina, depois da linha de base ter sido corrigida.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Producao e purificagao da proteina

A figura 4 mostra o resultado obtido pelo processo de purificagdo por
cromatografia de afinidade em gradiente crescente na concentragédo 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 proteina M (30 kDa), porém

ainda na presenga de alguns contaminantes.

Figura 4. SDS-Page da purificagao por afinidade a niquel. (M) marcador; (SN) fragcéo soluvel apés
a lise celular ou sobrenadante; (FT) proteinas que passaram sem aderir a coluna ou flow-through; (5)
lavagem com 5 mM de imidazol; (20) lavagem com 20 mM de imidazol; e elui¢des da proteina com 60,
100, 200, 500 mM e 1M de Imidazol.
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Fonte: autoria prépria

Utilizando uma amostra obtida da purificagcéo por afinidade foi realizado Western
Blot para confirmagao de que a proteina eluida de fato se tratava da proteina M (figura
5). Nele foi possivel observar uma grande banda entre os marcadores de massa
molecular de 25 e 35 kDa, correspondendo a proteina de interesse em seu estado
monomeérico. Porém devido a alta concentracdo em que a amostra se encontrava,
também foi possivel identificar que, mesmo apos o processo de desnaturagido, houve
formacéo de um possivel estado dimérico, referente a banda proximo a 60 kDa.
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Figura 5. Western Blot da amostra de proteina M. As bandas coloridas séo referentes ao marcador
de massa molecular e as azuis escuras sao referentes a proteina purificada.
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Apo6s a confirmacédo, a solugdo com a proteina foi submetida ao processo de
clivagem com TEVP para remogao da cauda Hiss. Ao fim do processo foi realizado
um novo SDS-PAGE (Figura 6) no qual foi possivel a verificagdo da ocorréncia da
clivagem em boa parte da amostra, uma vez que a maior parte nao se ligou a coluna
de afinidade, sendo eluida com o flow-trough e apresentando massa molecular de 28
kDa (agora com 257 aminoacidos). Uma pequena parte permaneceu sem clivagem

aparecendo no processo de elui¢ao e foi descartada.

Figura 6. SDS-Page da clivagem da proteina M com TEVP protease. (A.C) Amostra de proteina
antes da clivagem; (M) marcador de massa molecular; (D.C) amostra apés a clivagem; (FT) flow-trough
ou amostra que nao se ligou a coluna; (ELU) eluicao com 1 M de Imidazol.
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Fonte: autoria propria

Por fim, as amostras contendo a proteina clivada foram concentradas e
submetidas ao processo de purificacdo por exclusdo molecular. As eluigcdes foram

coletadas de acordo com o cromatograma (Figura 7) e aliquotas foram submetidas a
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analise por SDS-PAGE (Figura 8), no qual foi possivel observar grandes bandas com
massas correspondentes a 28 kDa, apresentando alto grau de pureza. As amostras
com elevado grau de pureza foram concentradas e em seguida utilizadas para

prosseguir com os experimentos.

Figura 7. Cromatograma de exclusdo molecular da proteina M. A linha vermelha representa a
absorbancia no comprimento de onda de 280 nm; a linha preta representa a absorbancia no
comprimento de onda de 260 nm. Pode-se observar que a proteina foi eluida préximo a 70 mL.
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Figura 8. SDS-PAGE da cromatografia de exclusao molecular da proteina M. (M) Marcador. As
demais bandas correspondem as fragées de proteina eluida com bom grau de pureza.
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Por fim a concentragao da proteina foi determinada por meio de espectroscopia
de UV (Figura 9). Desta forma o rendimento da produgao de proteina em um litro de
expressao foi por volta de 200 uM.
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Figura 9. Espectro de UV da proteina M. A medida foi realizada por meio de titulagdo de 6 L proteina

em 600 pL tampao.
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4.2 Desnaturagao térmica da proteina

Apos a purificacdo, a proteina M foi submetida aos experimentos de

desnaturacdo térmica acompanhada pelos espectros de dicroismo circular e

deslocamento do pico de emiss&o de fluorescéncia do triptofano (Figura 10).

Figura 10. Espectros de CD e Fluorescéncia das analises com variagdo de temperatura. (A)
Espectros de CD com 5 uM de proteina M, no qual a linha preta corresponde ao espectro coletado no
inicio do experimento, em 25 ° C, a linha vermelha corresponde ao espectro coletado apos a elevagao
da temperatura, chegando a 90 °C e a linha verde corresponde ao retorno da temperatura para 25 °C
na tentativa de reenovelamento (refolding). (B) Espectros de emisséo de fluorescéncia da proteina M
a 8 UM coletados a partir de 20 °C (linha preta) com acréscimos de 2 °C chegando a 70 °C (linha

vermelha).
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Inicialmente, pode-se observar que a desnaturacdo térmica da proteina M é
irreversivel, uma vez que o espectro de reenovelamento (Figura 10 A) &€ muito similar
ao espectro da proteina desenovelada a 90 °C. Desta forma, podemos afirmar que a
proteina M n&o voltou a sua conformacao de estrutura secundaria com o retorno da
temperatura. Além disso, pode-se observar um grande aumento do espalhamento de
luz na regido de 300 nm (Figura 10B) a partir dos espectros de 44 °C. Este processo
pode ser indicativo de um processo de agregacao da proteina, fato que confirma a
impossibilidade de reenovelamento da mesma. Utilizando as equacdes 3, 4 e 5 foi
possivel realizar o ajuste tedrico dos dados experimentais de CD (Figura 11), e desta
forma, obter a temperatura de desnaturagcédo da proteina de 44 °C (317 K), além da
variagdo de entalpia de van’t Hoff de 164,5 + 22,4 kJ-mol-".

Figura 11. Desnaturagao térmica acompanhada pelo espectro de dicroismo circular da proteina.
A linha continua identifica a temperatura em que 50% das proteinas em solugéo estdo desnaturadas
(temperatura de desenovelamento ou melting), correspondente a 44 °C (317 K).
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4.3 Variagao de pH

Apods a preparagao das amostras e transcorridas as 4 horas de incubacao, as
mesmas foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm (13.200xg). Foram entao
realizados os experimentos de fluorescéncia e CD, sendo o primeiro realizado com as

amostras de pH de 4,5 a 10 e o CD foi realizado apenas dos pH de 4,5 a 9.
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Figura 12. (A) Espectros de emissao de fluorescéncia da proteina M a 5 yM, nos pH 4,5 e 10. Os
picos se encontram em 330 e 333 nm, respectivamente. (B) Espectros de dicroismo circular da proteina
a5uM, nos pH4,5,55,7¢e09.
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Fonte: autoria prépria

Os resultados mostraram que os triptofanos da proteina se tornaram mais
expostos ao solvente e que a elipticidade molar se tornou significativamente menos
negativa em pH acido, indicando uma desnaturagao parcial da proteina (Figura 12).
Apesar disso, ainda foi possivel observar sinal de CD em pH 4,5, indicando que a
mesma ainda possui parte de sua estrutura preservada. Também foi possivel observar
uma transigao entre os pH 5 e 5,5 que se acentua em pH 6 (Figura 13). Além disto,
existe uma aparente transi¢ao proximo ao pH 8,5, que pode ser devido a passagem
pelo pl tedrico da proteina (8,47) ou pode estar simplesmente relacionado a um perfil

de decaimento do espectro.

Figura 13. (A) Centro de massa espectral da proteina M em diferentes condi¢gées de pH. (B)
Variagao da elipticidade molar (®) medida no comprimento de onda de 222 nm em rela¢do a variagao
de pH.
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4.4 Variagao da concentragao iénica
As amostras de 150, 300, 500, 1000 e 2000 mM foram preparadas e em seguida
levadas ao equipamento de DSC. A Figura 14 mostra os termogramas obtidos para

as diferentes concentracdes salinas.

Figura 14. Termogramas de desnaturacao da proteina M em diferentes concentragdes salinas.
As diferentes linhas coloridas representam as réplicas do experimento (1 mg/ml, 30 uM).
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Fonte: autoria prépria

Os experimentos foram coletados em duplicata com proteinas recém produzidas.
E possivel perceber que todos os termogramas apresentam um maximo de calor
especifico (Cp) em aproximadamente 50 °C, correspondente a desnaturagdo da
proteina, porém alguns apresentam um outro maximo de Cp, por volta de 30 °C.
Provavelmente, o segundo sinal pode estar relacionado a um arranjo organizado da
proteina, no qual agregados soluveis sao desfeitos. Apesar de apresentar um padrao,
este fato ndo pode ser confirmado uma vez que nao aparece em todos os

experimentos. Neste sentido, mais experimentos precisam ser feitos.
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Figura 15. Temperatura de melting da proteina M em diferentes concentragdes salinas. Os
quadrados e os circulos representam a medida e sua duplicata. Ja os triangulos representam a média
das temperaturas obtidas com o desvio padréo.
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Fonte: autoria prépria

A temperatura de desenovelamento (melting) da proteina em 150, 300, 500,
1000 e 2000 mM de NaCl foi de 53,68, 52,59, 52,26, 52,29 e 52,97 °C (Figura 15),
respectivamente, como observado na Figura 15. Desta forma pode-se evidenciar que
de 150 mM a 1 M existe uma diminuicdo da estabilidade térmica da proteina uma vez
que a temperatura de melting tem tendéncia decrescente. Entretanto na concentracao
de 2 M, pode-se observar uma elevacdo no Tm em relagcdo as trés concentracoes
salinas anteriores. A diminuigdo da temperatura de desenovelamento com o aumento
da concentragao de sal pode ser devido a duas hipoteses: i) pode estar ocorrendo
uma ligagao sitio especifica de um dos ions Na* ou CI- na proteina, a qual poderia
promover um efeito de desestabilizagdo térmica da mesma, ou ii) o sal poderia
também promover um efeito desestabilizante na interface polar de interagdo dos
protdmeros no dimero. Como observado na Figura 16, os residuos envolvidos na
interface da dimerizagédo sao polares ou carregados. Por mais que existam contatos
hidrofdbicos, as ligagdes de hidrogénio desempenham papel crucial na formagao do
dimero. Assim, a adicao de sal também poderia desestabilizar a interacdo entre os
mondmeros enfraquecendo assim o dimero da proteina M e, dessa forma, torna-la
menos estavel, uma vez que o dimero é a forma predominante que a proteina se
encontra em solugédo (TREVISAN et al., 2018).
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Figura 16. Visao ampliada da interface de dimerizagao da proteina de matriz do hRSV. As ligacdes
de hidrogénio sdo mostradas pelas linhas pontilhadas com mais detalhes nos dois destaques. (Acima
direita) Interface 1 compreendendo os residuos Asn 93, Ala 228 e Glu 231. O ion potassio é indicado
como uma esfera azul. (Abaixo a direita) Interface 2 que compreende os residuos Ser 63, Thr 64, Pro
161 e Tyr 229. Fonte: adaptada de Foster, A et al. (FORSTER et al., 2015).
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No experimento com concentragdao de 2 M de NaCl, houve um aumento na
temperatura de melting, em relagao as trés concentrac¢des salinas anteriores. Este fato
pode estar ligado ao efeito de salting-out, no qual os efeitos de Hofmeister e a
atividade de agua s&do modificados. Estas caracteristicas auxiliam com que os
aminoacidos que estavam em condi¢cées de carga desfavoraveis, agora estejam em
ligagbes favoraveis, aumentando assim a estabilidade térmica da proteina
(CORONADOQO, et al. 2017).

Além da avaliacdo do Tm, também foram extraidos os valores de variagdo de
entalpia calorimétrica (Figura 17), o que mensura a quantidade de energia necessaria

para desenovelar a proteina.
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Figura 17. Variagao de entalpia calorimétrica do processo de desnaturagdo da proteina M em
diferentes concentragdes salinas. Os quadrados e os circulos representam a medida e sua duplicata.
Ja os tridngulos representam a média das temperaturas obtidas com o desvio padréo.
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Fonte: autoria prépria

A variagao de entalpia calorimétrica segue a mesma caracteristica de queda a
partir de 150 mM até 1 M de NaCl, podendo estar associado diretamente ao fato de
gue € necessario menos energia para chegar a temperatura melting, uma vez que ela
€ menor. Ja na concentracdo de 2 M de NaCl ha uma queda brusca na entalpia
calorimétrica, que é acompanhada pelo aumento do Tm que provavelmente esta
relacionado ao limiar do efeito de salting out.

E possivel observar uma discrepancia entre os valores de temperatura de
melting encontrados para os experimentos de CD e DSC na mesma condigdo de
tampao. Isto pode estar relacionado ao fato de que os dois experimentos mensuram
parametros diferentes: o primeiro mede valores de elipticidade molar, ou seja, ele
monitora mudangas de estrutura secundaria da proteina, ja o segundo, mensura o
calor liberado pela quebra de interacbes ndo covalentes na estrutura da proteina.
Além disso, a diferenca encontrada pode ser devido a concentragcdo de proteina
utilizada nos experimentos — para o CD 5 uyM e para DSC por volta de 30 uM. Sabe-
se que a proteina M apresenta dependéncia de concentragdo para oligomerizagao,

sendo assim, os valores encontrados corroboram com esta proposta.
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5. Conclusoes

Desta forma, conclui-se que a proteina foi produzida em quantidade e pureza
satisfatéria. Os experimentos permitiram compreender que a desnaturagao térmica da
proteina M, acompanhada pelo espectro de CD, é irreversivel, provavelmente devido
a formacao de agregados, e possui temperatura de melting de aproximadamente 44
°C. Ja nos experimentos com variagdo do pH, na faixa analisada, a proteina nao
apresenta desnaturacao total, apenas parcial com duas transicées, uma préxima ao
pH 5,5 e 6 e outra préximo ao pH 8, sendo a segunda provavelmente devido ao ponto
isoelétrico da proteina. Quanto a variagdo ibnica acompanhada por DSC, a
temperatura de melting encontrada foi de aproximadamente 50 °C. Com o aumento
da concentracdo de sal, houve uma queda na temperatura de melting. Tal fenbmeno
pode se dar devido a duas hipoteses: a primeira pode ser devido a uma ligagao sitio
especifica na interface entre os dominios da proteina e a segunda devido a uma agéo
global do sal na interface entre os monémeros, o que poderia desestabilizar o dimero.
Os valores encontrados de variacdo de entalpia calorimétrica corroboram com as
hipéteses dos valores encontrados de Tm.

Nota-se ainda que a proteina apresenta diversos comportamentos que até o
momento, permanecem sem explicagado. Sao estes: i) a dependéncia de concentragao
da proteina para apresentar certas caracteristicas conformacionais, como persisténcia
em aparecimento de dimeros quando em alta concentragdo mesmo apds processo de
desnaturacao para SDS-PAGE e aparecimento de sinais indicativos de arranjo
organizado em experimentos de DSC, que podem estar diretamente relacionados a
oligomerizac&o da proteina para a formagéo do capsideo viral; ii) o fato de o aumento
na concentracao ibnica desestabilizar a proteina, que acaba sendo uma excecéo da
regra, ja que normalmente as proteinas sao estabilizadas pela presenca de sal, o que
poderia estar intimamente ligado a maior estabilidade da proteina em sua forma
dimérica. Por fim, sdo necessarios mais estudos para que as hipbteses levantadas
neste trabalho possam ser confirmadas e elucidadas, para entdo poder estabelecer

uma correlagdo de como estes fatores podem influenciar o ciclo viral.
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