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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.
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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).
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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 variagcdo 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 variagao de entalpia calorimétrica corroboram com as
hipoteses 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 apos processo de
desnaturacdo para SDS-PAGE e aparecimento de sinais indicativos de arranjo
organizado em experimentos de DSC, que podem estar diretamente relacionados a
oligomerizag&o da proteina para a formagéo do capsideo viral; ii) o fato de o aumento
na concentragao idnica desestabilizar a proteina, que acaba sendo uma excegéao da
regra, ja que normalmente as proteinas sao estabilizadas pela presencga 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 correlagao de como estes fatores podem influenciar o ciclo viral.
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