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Resumo

Alves, Nathalia dos Santos. Caracterizacdo biofisica de um peptideo
membranotrépico candidato a peptideo de fusdo do Virus da Hepatite C. Rio de
Janeiro, 2010. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Bioquimica Médica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A Hepatite C, maior causa de doencas e transplantes hepaticos, acomete
cronicamente cerca de 3% da populacdo mundial. O processo de entrada do Virus
da Hepatite C (HCV) na célula é lento, complexo e envolve multiplas etapas ainda a
serem elucidadas. A elucidacdo dos mecanismos de fusdo tem atraido atencdo
consideravel devido a sua importancia clinica e ao pouco conhecimento acerca
destes mecanismos. ApOs a interacdo com receptores celulares, é desencadeado o
processo de endocitose e o0 baixo pH endossomal promove a fusdo de membranas
através da exposicao de uma sequéncia membranotrépica, o peptideo de fusdo.
Entretanto, evidéncias recentes sugerem que diferentes segmentos das
glicoproteinas de fusdo E1 e E2 do HCV seriam necessarios para que 0 processo
fusogénico ocorra, ndo estando a localizacdo do peptideo de fusdo ainda totalmente
esclarecida. Sendo assim, nesta dissertacdo, visamos caracterizar a estrutura do
peptideo membranotrépico sintético correspondente aos residuos 421-455, presente
na E2 do HCV, e sua interacdio com membranas e micelas de diferentes
detergentes, a saber brometo de hexadeciltrimetii amonio (CTAB), n-octil-B-D-
glicopiranosideo (n-OGP), dodecilsulfato de sddio (SDS) e dodecifosfocolina (DPC).
Para tal, utilizamos metodologias biofisicas como espectroscopia de fluorescéncia,
espectrofotometria, dicroismo circular (CD), calorimetria e ressonancia magnética
nuclear (RMN). Analises espectroscopicas, através do aumento da energia de
emissao dos residuos de triptofano, analises de supressao de acrilamida e dados
calorimétricos sugerem que a interacao peptideo-micela é dirigida entalpicamente, e
envolve os residuos de triptofano. Além disso, este peptideo também é capaz de
induzir a agregacéo vesicular de maneira dependente de concentragéo. Os dados de
CD e RMN sugerem um ganho de estrutura, possivelmente em a-hélice, quando o
peptideo se encontra na presenca de 2,2,2 trifluoretanol (TFE) e de micelas de SDS
ou DPC. Os espectros de TOCSY e NOESY do peptideo livre em solucao indicam a
presenca de pouca estrutura nesta condicdo. Sendo assim, o peptideo se mostrou
capaz de interagir com lipossomos e micelas, tornando-se estruturado nestas
condicdes, 0 que sugere sua participacédo no processo de entrada do HCV. Vencer o
desafio da elucidacdo dos mecanismos de entrada dos virus pode representar um
avanco no desenvolvimento de novos inibidores racionais baseados na estrutura e
funcdo das proteinas virais.
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Abstract

Alves, Nathalia dos Santos. Caracterizacdo biofisica de um peptideo
membranotrépico candidato a peptideo de fusdo do Virus da Hepatite C. Rio de
Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Bioquimica Médica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

The Hepatitis C, the major cause of liver disease and transplants, chronically
affects approximately 3% of world population. The entry process of Hepatitis C Virus
(HCV) is slow, complex and involves multiple steps that still have to be elucidated.
The elucidation of the fusion mechanisms has attracted considerable attention due to
its clinical importance and to the little knowledge about these mechanisms. After
receptor binding, the endocytosis is triggered and the low endosomal pH promotes
the fusion since it exposes a membranotropic region, the fusion peptide. However,
recent evidence suggests that different segments of the fusion glycoproteins E1 and
E2 of HCV would be required for the fusogenic process, and the location of the fusion
peptide is not yet fully clarified. Therefore, in the present work, we aim to characterize
the structure of a membranotropic peptide corresponding to residues 421-455,
present in E2 of HCV, and its interaction with membranes and micelles of different
detergents, such as Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), n-octyl-p-D-
glucopyranoside (n-OGP), sodium dodecyl sulfate (SDS) and dodecyl
phosphocholine (DPC). With this aim, we used biophysical methodologies such as
photometry, fluorescence spectroscopy, circular dichroism (CD), calorimetry and
nuclear magnetic resonance (NMR). Spectroscopic analysis, through the increase of
Trp emission energy and acrylamide quenching; and calorimetric analysis suggest
that peptide-micelle interaction is enthalpically driven and involves Trp residues.
Furthermore, this peptide is also able to induce vesicle aggregation in a
concentration-dependent. CD and NMR data indicate that HCVa421.445 become
structured, possibily in a helix conformation, when in the presence of 2,2,2,
trifluorethanol (TFE) and micelles of SDS or DPC. The TOCSY and NOESY spectra
of the peptide free in solution indicate the presence of few ordered structure in this
condition. Thus, the peptide seems to interact with liposomes and micelles, and
becomes structured under these conditions, suggesting its participation in the entry
process of HCV. The challenge of elucidating these mechanisms may represent a
breakthrough in the development of new inhibitors based on rational structure and
function of viral proteins.

XV



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

Lista de llustracdes

Figura 1. Distribuicdo geografica do Virus da Hepatite C, destacando os
principais genotipos

Figura 2. Distribuicdo do Virus da Hepatite C no Brasil, destacando os
principais genotipos

Figura 3. Modelo da estrutura do HCV

Figura 4. Organizacdo do genoma e processamento da poliproteina do
virus da Hepatite C

Figura 5. Mecanismos de entrada, processamento, maturacao e liberagcao
de particulas infecciosas de HCV

Figura 6. Mecanismos propostos para a fusdo de membranas de proteinas
classe l el

Figura 7. Comparacéo entre as proteinas de envelope dos Flavivirus,

Alfavirus e Hepacivirus

Figura 8. Espectros tipicos de CD de proteinas
Figura 9. Representacé@o esquematica do instrumento de ITC

Figura 10. Determinacé@o do AH e da concentracdo micelar critica a partir de

experimentos de ITC

Figura 11. Hidrogénios em acoplamento escalar de um fragmento peptidico
contendo glutamato

Figura 12. Conectividade para um aminoacido

Figura 13. Analise da hidrofobicidade do candidato a peptideo de fusdo do
Virus da Hepatite C, HCV421.445

Figura 14. Termograma da calorimetria de titulag&o isotérmica do SDS
em tampao fosfato de sodio

Figura 15. Espectro de absorcéo e emisséo de fluorescéncia dos residuos
de Trp e Tyr presentes no peptideo HCV421.445

Figura 16. Espectro de emisséo de fluorescéncia dos residuos de Trp
presentes no peptideo HCVa21-445, Na presenca de micelas

Figura 17. Centro de massa dos espectros de fluorescéncia do peptideo
HCV421.445 Na presenca de micelas

15

16

23

32

35

60

65

68

71
72

79

80

82

84

85

XV



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

Figura 18. Analise da interacao peptideo-micela através de supressao de

fluorescéncia do por acrilamida 86
Figura 19. Analise calorimétrica da interacéo peptideo-micela 91
Figura 20. Analise estrutural do peptideo HCV421.445 94
Figura 21. Quantificacéo da estrutura do peptideo HCV421.445 95
Figura 22. Espectros de TOCSY e NOESY do peptideo HCV421.445 livre

em solucao 97
Figura 23. Espectros de TOCSY e NOESY do peptideo HCV421.445 Na
presenca de micelas 98

Figura 24. Andlise da regido amidica do peptideo HCVa2;1.445 Na auséncia e na
presenca de micelas de SDS e DPC 99
Figura 25. Agregacao e interacdo do peptideo HCV421.445 COmM vesiculas
fosfolipidicas 101

Lista de Tabelas

Tabela 1. Parametros termodinamicos das micelas de SDS, CTAB e

n-OGP, a 25 °C, em tampéao fosfato de s6dio 20 mM 81
Tabela 2. Parametros espectroscopicos da interacao peptideo-micela, a 25 °C 89
Tabela 3. Parametros termodinamicos da interacdo peptideo-micela, a 25 °C 92

Lista de Esquemas

Esquema 1. Estrutura quimica do detergente aniénico dodecilsulfato de sodio 47

Esquema 2. Estrutura quimica do detergente n-octil-B-D-glicopiranosideo 48
Esquema 3. Estrutura quimica do detergente catiénico CTAB 48
Esquema 4. Estrutura quimica do detergente zwiteribnico DPC 49

Esquema 5. Estrutura quimica do supressor de fluorescéncia soluvel
acrilamida 57
Esquema 6: Ligacdo peptidica e orientacao das transicbes n —» m*e m — 1m* 59

XVI



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

Abreviatu ras

3'NCR- Regido néo codificante 3’

5'NCR- Regido nao codificante 5’

AH — Entalpia de ligacéo

ADN — Acido desoxirribonucléico

ARN — Acido ribonucléico

ASPGR - Receptor de asialoglicoproteinas

C-terminal — Carboxi-terminal

CD - Dicroismo circular

CD 81 — Grupo de diferenciagao 81

CLDN - Claudina

CLDN1 - Claudina 1

CMC - Concentracao micelar critica

Cp — Capacidade calorifica

CTAB — Brometo de hexadeciltrimetil aménio

D.O. — Densidade optica

DC-SIGN - Molécula ndo integrina captadora da molécula de adesao intracelular 3
especifica das células dendriticas

DENV - Virus da Dengue

DMSO - Dimetilsulféxido

DPC - Dodecilfosfocolina

DPPC - 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina

E1l — Proteina de envelope 1 do Virus da Hepatite C

E2 — Proteina de envelope 2 do Virus da Hepatite C

EBO16— Peptideo de Fuséo do Virus Ebola contendo 16 residuos
ERK - Quinase regulada por sinal extracelular

Flag - Peptideo de fusédo do Virus da Dengue

Flay - Peptideo de fuséo do Virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos
GAGs — Glicosaminoglicanos

GBV-B - GB Virus B

GBV-C - GB Virus C

GUV - Vesiculas unilamelares gigantes

XVII



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

H77 - Isolado Hutchinson 77

HBV — Virus da Hepatite B

HCC — Hepatocarcinoma celular

HCV — Virus da Hepatite C

HCV421-445— Peptideo candidato a peptideo de fusédo do Virus da Hepatite C
HDL - Lipoproteina de alta densidade

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HMQC — “Heteronuclear multiple-quantum coherence”
HSQC - “Heteronuclear single quantum correlation”
HVR 1 — Regido hipervariavel 1

HVR 2 — Regido hipervariavel 2

| — Intensidade de fluorescéncia

IRES - Sitio de entrada ribossomal interno

ITC — Calorimetria de titulacdo isotérmica

Ksv — Constante de Stern-Volmer

L-SIGN - Molécula nado integrina captadora da molécula de adesao intracelular 3
especifica dos linfonodos e figado

LDL — Lipoproteina de baixa densidade

LDLR — Receptor de lipoproteinas de baixa densidade
LEL — Alga extracelular grande

LUV — Vesiculas unilamelares grandes

MEK - Quinase ativada por mitégeno

MLV — Vesiculas multilameres

NOE — Efeito Overhauser nuclear

NS — Proteinas néo estruturais

N-terminal — Amino-terminal

n-OGP — n-octil-B-D-glicopiranosideo

NOESY- “Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy”
NTPase- Nuleosideo trifosfatase

OCLN - Ocludinas

ORF — Fase de leitura aberta

PAMPS - Padrbées moleculares associados a patdgenos
PC — Fosfatidilcolina

PCR — Proteina C reativa

XVIII



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

PG - Fosfatidilglicerol

pH — Potencial hidrogenidnico

PKR - Proteina quinase dependente de ARN
PW?2 — Peptideo anticoccidial

RE — Reticulo endoplasmatico

RMN — Ressonancia magnética nuclear

RT-PCR — Reacéao em cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa

SDS - Dodecilsulfato de sédio

SEL — Alca extracelular pequena

SFV - Virus da Floresta de Semliki

SR-BI - Receptor “scavenger” de classe B tipo |

STAT C - “Specifically targeted antiviral therapy for HCV”
SUV - Vesiculas unilamelares pequenas

SVR - Resposta virolégica sustentada

TBEV - Virus da Encefalite Transmitida por Carrapato
TFE - 2,2,2-trifluoroetanol

TIRF — Microscopia de fluorescéncia por reflexédo interna total
TOCSY - “Total correlation spectroscopy”

Tris — Tris (hidroximetil) amino-metano

UV - Ultravioleta

VLDL -Lipoproteinas de muito baixa densidade

XIX



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

Sumério

1-Introducéo
1.1 Caracteristicas Estruturais dos Virus
1.2 A Familia Flaviviridae e 0 Género Hepacivirus
1.3 A hepatite C
1.3.1 Epidemiologia
1.3.2 Patologia
1.3.3 Diagnostico, Tratamentos e Vacinas
1.3.4 Sistemas Modelo
1.4 Caracteristicas Estruturais do HCV
1.5 Ciclo Replicativo dos Hepacivirus

1.5.1 Fatores de Ligacao Especificos e Nao-Especificos do HCV

1.5.2 Endocitose e Fusdo de Membrana
1.5.3 Liberacéo, Replicacéo e Traducdo do ARN
1.5.4 Montagem e liberacdo das particulas
1.6 Proteinas de Fusédo
2-Objetivos
2.1 Objetivos Gerais
2.2 Objetivos Especificos
3-Material e Métodos
3.1 Reagentes
3.2 Peptideo
3.3 Micelas de detergentes como modelo de membrana
3.4 Preparacédo de Vesiculas Unilamelares Grandes
3.5 Medidas Espectroscopicas
3.5.1 Espectroscopia de Fluorescéncia
3.5.2 Supresséo de Fluorescéncia por Acrilamida
3.5.3 Dicroismo Circular
3.5.4 Andlises de Agregacao Vesicular
3.6 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica
3.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Proteinas
4- Resultados

4.1 Analise Teo6rica da Hidrofobicidade do Peptideo de Fusao

4.2 Determinacdo da Concentragdo Micelar Critica

4.3 Analise Espectroscopica da Interacdo Peptideo-Micela
4.4 Analise Termodinamica da Interacdo Peptideo-Micela
4.5 Analise Conformacional do Peptideo no Ambiente Micelar

4.6 Analise da Interacdo Peptideo-Membrana
5- Discussao
6- Conclusodes
7- Perspectivas
8- Referéncias Bibliogréaficas
9- Anexo

01
02
03
04
04
07
10
13
14
21
22
27
30
30
31
40
41
41
43
44
44
45
49
51
51
54
58
62
64
69
75
76
79
81
90
92
100
102
120
122
124
138

XX



Caracterizacdo Biofisica de um peptideo membranotrdpico candidato a Peptideo de Fuséo do Virus da Hepatite C

1- Introducao



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

1.1 Caracteristicas Estruturais dos Virus

Passados 100 anos desde a sua descoberta, o entendimento dos virus ainda
representa um grande desafio para a comunidade cientifica. Desde o inicio do
século XX, os virus costumam ser classificados como agentes filtraveis
extremamente pequenos, que contém apenas um tipo de material genético (ARN ou
ADN), nao apresentando metabolismo préprio, sendo assim, parasitas intracelulares
obrigatérios (Dimmock et al., 2007). Entretanto, descobertas recentes contrariam tal
classificacao.

Os virus sdao, em sua maioria, particulas extremamente pequenas que
apresentam diametro variavel, de 20 a 450 nm. Contudo, a descoberta dos
Mimivirus, em 2003, representou um choque para a comunidade de virologistas e
evolucionistas, uma vez que esta particula viral apresenta 750 nm, ndo podendo ser
filtrada através de um filtro tipico, e um genoma de 1,2 milhdes de pares de bases
(Claverie et al., 2006).

Todos os virus contém acidos nucléicos e proteinas, sendo o contetdo
protéico correspondente a até 90% da massa da particula. Geralmente, a particula
viral apresenta apenas um tipo de material genético. Porém, algumas familias de
virus apresentam o fendbmeno de encapsidacdo de ARN, inicialmente descoberto em
membros da familia Herpesviridae; apresentando assim, ADN e ARN na mesma
particula. Esses ARNs podem ser traduzidos em proteinas antes da transcricdo do
genoma viral, facilitando a organizacdo da estrutura do tegumento através de
interacdes proteina-ARN durante a montagem da particula (Xing & Tikoo, 2009).

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatorios e por isso sua replicacao (e

patogenicidade) depende de maneira critica da habilidade de transmitir seu genoma



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

de organismos e células infectados a organismos e células ndo-infectados (Marsh &
Helenius, 2006).

Os virus que infectam animais tipicamente possuem seu acido nucléico
condensando em um complexo de nucleoproteina chamado capsideo que, por sua
vez, pode estar envolto por um envelope lipidico composto pela membrana celular
do hospedeiro em combinagdo com glicoproteinas virais. O material genético viral
pode estar na forma de fita simples ou dupla, linear ou circular. O ARN pode estar
presente, ainda, na forma de fita simples positiva, atuando como ARN mensageiro;
ou negativa, quando este deve ser primeiro replicado para depois formar a fita
complementar que atuara como ARN mensageiro (Dimmock et al., 2007).

Os virus possuem uma extensa variedade de formas, e sua origem,
complexidade e classificacdo ainda fascinam e intrigam grande parte da comunidade

cientifica.

1.2 A Familia Flaviviridae e 0 Género Hepacivirus

A familia Flaviviridae, composta pelos géneros Flavivirus, Hepacivirus e
Pestivirus, compreende os agentes causadores das doencas emergentes mais
conhecidas pelo homem e de grande importancia médica (Kunh et al., 2002). Esta
familia abrange virus envelopados que possuem um genoma constituido de ARN fita
simples e polaridade positiva, que é traduzido em uma grande poliproteina, que
posteriormente sofre clivagens originando proteinas estruturais e ndo estruturais
(NS) (Lindenbach et al., 2007).

O género Hepacivirus agrupa o Virus da Hepatite C (HCV) e um virus
causador da hepatite ndo A-E denominado GB Virus B (GBV-B). O agente GB foi

originalmente derivado, através de passagens seriadas em pequenos macacos, do
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soro de um cirurgido de 34 anos de idade, “GB”, que desenvolveu hepatite ndo A-E.
O virus GBV-B pode infectar e causar hepatite em pequenos macacos do Novo
Mundo, mas ndo é capaz de infectar chimpanzés, sendo o virus com maior
semelhanca (33% de identidade) ao HCV (Akari et al., 2009). Portanto, devido a
essa preferéncia por primatas pequenos, o virus GBV-B ndo deve ser um virus
humano (Lindenbach et al., 2007).

Os primeiros relatos da Hepatite C datam de 1975; entretanto, apenas em
1988, o grupo dos pesquisadores Houghton e Bradley conseguiu identificar e
descrever o HCV (Krekulova et al., 2006). Desde sua descoberta, muitos avangos
tém sido feitos ndo s6 em relacdo a sua caracterizacao estrutural e infecciosa, como
também em relacdo as terapias antivirais, embora estas ainda sejam caras e em sua
maioria ineficientes (Lindenbach et al., 2007). Cerca de 170 milh6es de pessoas no
mundo estao infectadas pelo HCV e, a cada ano, surgem de 3 a 4 milhdes de novos

casos.

1.3 A Hepatite C

1.3.1 Epidemiologia

O HCV s6 é capaz de infectar humanos e chimpanzés e por muitos anos, a
doenca causada por este virus foi apenas classificada como hepatite ndo-A/nédo-B,
ndo havendo métodos capazes de detectar seu agente causador. Sendo assim, a
transmissdo da doenca se baseou, inicialmente, nas transfusfes sanguineas, nos
transplantes de 6rgdo e no uso de hemoderivados. A partir da descoberta do HCV,
em 1989, intensificaram-se as buscas por métodos capazes de detectar este virus

no sangue, 6rgdos para transplantes e hemoderivados até que, a partir de 1992,
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esta deteccdo passou a ser rotineira, diminuindo drasticamente estas formas de
contagio (McHutchison, 2004).

Atualmente, a principal forma de transmissdo da doenca € aquela entre
usuarios de drogas injetaveis, devido ao compartiihamento de agulhas. A
transmissao sexual representa apenas 20% do total, e o avan¢co dos programas
educacionais como medidas de combate a AIDS, acaba minimizando, também, a
transmissdo do HCV. Outras formas de transmissdo sdo as transmissdes acidentais
entre agentes de salde, as transmissfes através de maquinas de hemodialise,
através de injecdes terapéuticas nao seguras, através de procedimentos estéticos,
acupuntura, tatuagens, piercings, e as materno-fetais (McHutchison, 2004).

E dificil estimar a quanto tempo o Virus da Hepatite C circula na populacéo
humana. A prevaléncia do HCV é muito alta (Figura 1A) e a presenca dos seis
maiores genétipos varia de acordo com a regido geografica (Figura 1B), sendo o
HCV endémico entre as popula¢bes da Africa Subsaariana e do Leste asiatico ha
mais tempo que nos paises ocidentais (Simmonds, 2004).

O gendtipo 1 compreende o subtipo: 1a, que apresenta distribuicdo mundial, e
o 1b, vastamente distribuido na Europa e na América do Norte, sendo encontrado
em pessoas idosas e em pacientes infectados por transfusdo. O genétipo 2 é
predominante em pessoas idosas das regiées do Mediterraneo e da Asia; o genétipo
3 é particularmente prevalente na Europa, estando associado ao uso de drogas
injetaveis; o genodtipo 4 é vastamente distribuido no Oriente Médio; o genétipo 5 é
comum apenas na Africa do Sul e o genotipo 6 no Sudoeste da Asia (Lindenbach et
al., 2007). Um estudo realizado em 2005 identificou 5 dos 6 gendtipos circulando no
Brasil (Figura 2), havendo maior frequéncia dos gendtipos 1 (64,9%) e 3 (30,2%),

ndo havendo a deteccdo do gendtipo 6 (Campiotto et al., 2005).
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Figura 1: Distribuicdo geografica do Virus da Hepatite C, destacando os principais
gendtipos. (A) Altas prevaléncias do HCV foram encontradas em paises como Egito, Bolivia,
Burundi, Camardes, Guiné, Mongélia, Ruanda e Tanzania. A Organizacdo Mundial de Satde
estima que as regides de maior prevaléncia sdo a Africa, 0 Mediterraneo Oriental, o Sudeste
Asiatico e o Pacifico Ocidental. Baixa prevaléncia foi encontrada na América do Norte e
Europa (Adaptado de Hepatitis Learning Guide). (B) Arvore evolutiva dos principais
geno6tipos do HCV encontrados em paises industrializados e seus principais grupos de risco.
Acredita-se que estes gendtipos tornaram-se prevalentes ao longo do século XX (Adaptado
de Simmonds, 2004).
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Figura 2: Distribuicdo do Virus da Hepatite C no Brasil, destacando os principais
gendtipos. Altas porcentagens de infectados por estado, mais comum no sul e sudeste, estdo
mostradas em vermelho, enquanto as porcentagens mais baixas estdo representadas em
preto. Dados baseados na média dos anos de 2006, 2007 e 2008, segundo 0S casos
confirmados notificados no Sistema de Informacdo de Agravo de Notificacdo, Ministério da
Saude. A distribuicdo dos gen6tipos segundo cada regido brasileira mostra a prevaléncia do
genétipo 1. Os gréaficos apresentam o numero absoluto de casos, de cada gendtipo, por
regido, baseado no estudo de 1.688 casos brasileiros de Hepatite C (Adaptado de Campiotto
et al., 2005).

1.3.2 Patologia

O Virus da Hepatite C leva ao desenvolvimento de uma inflamacéo no figado,
patologia denominada Hepatite (hepato, do grego, figado e ite, sufixo usual das
inflamacgdes). Os hepatdcitos sdo, portanto, os principais alvos destes virus, que
chegariam ao figado através dos capilares sinusoidais, que sdo capazes de

expressar tanto fatores nao especificos de ligacdo como os trés principais receptores
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celulares para o HCV (Reynolds et al., 2008). O HCV pode ainda infectar células B,
células dendriticas e outros tipos celulares (Moradpour et al., 2007).

O periodo de incubacdo do HCV varia de 5 a 150 dias a partir do momento da
exposicdo (Czepiel et al.,, 2008). Embora altos titulos virais sejam observados
durante as primeiras semanas de infec¢cdo, os processos inflamatérios que levam ao
dano hepéatico surgem no 2° ou 3° més (Lindenbach & Rice, 2005), e apenas um
terco dos pacientes apresenta sintomas de infec¢cado aguda (McHutchison, 2004).

Os niveis de ARN viral encontrados no sangue nao determinam a gravidade
da doenca, maior viruléncia ou maiores danos hepaticos, mas podem ser usados no
seu prognéstico. Os danos hepaticos e o controle da viremia, na fase aguda, estdo
relacionados a fortes respostas T-CD8" especificas para o HCV, geradas pela
interagcdo do virus com o sistema imune, resultando na substituicdo do tecido
hepéatico por uma cicatriz fibrosa (Diedrich, 2006; Tang & Gris€, 2009).

A resposta imune inata ao HCV leva a ativacdo de sensores celulares que
reconhecem padr6es moleculares associados a patdégenos (PAMPSs), principalmente
duplas fitas de ARN, que por diversos mecanismos geram resposta de sinalizacéo
de interferon tipo |, capaz de aumentar a resposta imune adaptativa ao HCV
(Chung, 2009).

Em apenas 15% dos pacientes o sistema imune mostra-se capaz de se livrar
da infeccdo espontaneamente. Através de mutantes de escape e da interacdo de
proteinas virais e celulares que o HCV gera a cronicidade em pacientes infectados
(Czepiel et al., 2008), caracterizada pela persisténcia do ARN viral, que pode por sua
vez evoluir para um quadro de doenca do figado descompensada, definida pelo
aparecimento de ascite, varizes hemorragicas, encefalopatia hepatica, ictericia,

cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC) (Bacon & McHutchison, 2007). Os fatores



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

de riscos de danos hepaticos progressivos sdo a idade avancada, o género
masculino, a raca Caucasiana, a coinfeccao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) ou pelo Virus da Hepatite B (HBV) e a ingestédo de altas doses de alcool (Tang
& Grisé, 2009).

Cerca de 20% dos pacientes diagnosticados com HCV apresentam cirrose e,
como descrito anteriormente, o HCV tem sido relacionado também a desordens
malignas, principalmente o carcinoma hepatocelular. O HCV é capaz de alterar o
ciclo celular, levando a instabilidade génica e aneuploidia, induzindo a progresséao da
fiborose e a senescéncia celular (Goldberg-Bittman et al., 2009). A oncogénese
relacionada ao HCV também pode ser explicada pelas interac6es de suas proteinas
com genes supressores de tumor (Tang & Grisé, 2009).

A infeccdo pelo HCV, através ndo s6 do processo replicativo em si, como
também da expressao de proteinas, esta relacionada ao aumento do estresse
oxidativo e a diminuicdo da capacidade antioxidante das células que, por sua vez,
estdo envolvidos na esteatose hepatica através de mecanismos ainda nao
esclarecidos (Bacon & McHutchison, 2007; McLauchlan, 2009; Tang & Grise, 2009).
A fibrinogénese acelerada no figado deve ser, entdo, considerada como
consequéncia de uma sindrome metabdlica complexa (Negro & Alaei, 2009).

O HCC é a terceira causa mais comum de morte associada ao cancer no
mundo, sendo a Hepatite C um dos trés maiores fatores de risco. Cerca de 2,5% dos
pacientes diagnosticados com HCV apresentam a doenca (But et al.,, 2008), que
possivelmente esta correlacionada com a alteracdo da expressdo de proteinas

presentes nas juncdes apertadas (Burlone & Budkowska, 2009).
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1.3.3 Diagnéstico, Tratamentos e Vacinas

Geralmente, qualquer paciente com sinais de hepatite crénica € um candidato
em potencial para o tratamento (McHutchison, 2004; Weigand et al., 2007);
entretanto, no Brasil, apenas pacientes com resultados positivos por PCR (reacéo
em cadeia da polimerase), niveis de transaminases acima de 50% do considerado
normal, e com grau 2 ou superior de fibrose recebem a terapia gratuitamente
(Varaldo, 2003).

Antes do inicio do tratamento, o ARN viral deve ser detectado através de RT-
PCR (reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa) e o genotipo viral
deve ser conhecido, pois este € fundamental na determinacdo da duracdo da
terapia, bem como da dose das drogas utilizadas. Cabe ressaltar que os diferentes
genotipos nao estdo relacionados a viruléncia ou ao prognéstico da doenca, e sim a
dificuldade ou demora de resposta a terapia antiviral (Bacon & McHutchison, 2007).

A terapia antiviral inibe a producdo de virus, diminui a infeccdo de novas
células e acelera o “clearence” das células que ja estédo infectadas. A cura somente
€ alcancada se houver uma resposta virolégica sustentada (SVR), que é definida
como a nao-deteccdo de ARN viral apés 6 meses do fim da terapia. Esta resposta
sustentada mostra-se duravel em mais de 95% dos pacientes, permitindo, assim, a
interrupcdo do tratamento. Entretanto, mesmo que a cura ndo seja alcancada, a
terapia é capaz de reduzir a progressao da doenca e diminuir as suas complicacdes
(Bacon & McHutchison, 2007).

O tratamento das hepatites virais cronicas teve um grande avanco em 1986,
com a introducao dos Interferons (Krekulova et al., 2006), que agem induzindo um
estado antiviral ndo especifico nas células alvo, semelhante a resposta por Interferon

tipo | desencadeada pelo préprio virus (Bacon & McHutchison, 2007; Chung, 2009).
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Atualmente, o tratamento do HCV baseia-se na combinacédo de interferon
subcutaneo e Ribavirina oral, por 24 a 48 semanas. A Ribavirina (1-p-D-ribofuranosil-
1,2,4-triazol-3-carboxamida) é um analogo de guanosina com um amplo espectro
antiviral (Melnikova, 2008), cuja forma intracelular fosforilada é capaz de inibir
diversas polimerases virais.

A monoterapia utilizando Ribavirina apresenta pouco efeito sobre a replicacao
do HCV, mas sua combinacdo com Interferon peguilado aumenta a resposta
viroldgica e previne a recaida (Wohnsland et al., 2007). A peguilacdo é um processo
gue adiciona um composto biologicamente inerte de polietileno glicol a molécula de
Interferon, o que dificulta a saida desta molécula da corrente sanguinea, melhorando
a farmacocinética, a meia-vida e a resposta virolégica do Interferon (Melnikova,
2008).

A terapia utilizando Interferons peguilados e Ribavirinas é extensa, cara e
envolve inimeros efeitos adversos; apenas 50% dos pacientes atingem uma
resposta virolodgica sustentada. Pacientes portadores dos gendtipos 1 e 4 devem
manter o tratamento por 1 ano, enquanto os demais, o fazem por apenas 6 meses
(Campiotto et al., 2005).

Cerca de 25% dos pacientes tratados ndo respondem a terapia, e a
continuacao do tratamento destes pacientes mostra-se controversa (Varaldo, 2003;
Weigand et al., 2007; Wohnsland et al., 2007). Sendo assim, a busca cuidadosa de
novos tratamentos tem sido proposta por diversos laboratérios farmacéuticos, e o
desenvolvimento de novas terapias anti-HCV tem sido focado na inibicdo de
proteinas especificas do virus como a polimerase ARN-dependente e a serino
protease. Algumas destas drogas ja estdo inclusive na fase de testes clinicos e

visam aumentar a eficacia da terapia e diminuir o seu tempo, além de aumentar a
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tolerabilidade e aderéncia ao tratamento ao buscar a administracao oral (Melnikova,
2008). A classe de drogas mais promissora no combate ao HCV é a chamada STAT-
C, “specifically targeted antiviral therapy for HCV”, que busca uma resposta
especifica aos epitopos de algumas proteinas virais. Diversos inibidores especificos
para as proteinas ndo estruturais envolvidas na replicacdo viral estdo em
desenvolvimento (Thompson & McHutchison, 2009).

Além das proteinas virais, também sdo alvos das industrias farmacéuticas,
moduladores da resposta imune (Melnikova, 2008); outros tipos de interferons,
(Bacon & McHutchison, 2007; Kronenberger & Zeuzem, 2009), inibidores
oligonucleotideos de ADN e ARN antisense, ribozimas, pequenos ARNs de
interferéncia e inibidores da traducéo (Pawlotsky, 2009).

A Hepatite C gera cerca de 50.000 mortes por ano no mundo, e estima-se
que, entre 2010 e 2020, ocorrerao cerca de 165.900 mortes relacionadas a Hepatite
C crbnica, sendo 27.200 por HCC. Além disso, quando a terapia antiviral falha, ou ha
diagnéstico tardio, o que resulta no aparecimento de cirroses descompensadas,
doencas hepéticas graves ou HCC, a Unica saida é o transplante de figado. Cerca
de 50% dos transplantes realizados hoje no ocidente séo relacionados a infeccéo
por HCV, e este niumero deve crescer nas proximas décadas (McHutchison, 2004).
Devido ao baixo niumero de doadores, estima-se que 12% daqueles que esperam
pelo transplante acabardo morrendo antes de consegui-lo. Entretanto, o transplante
de figado nao representa a cura para a doenca, e todos os figados transplantados
acabam sendo reinfectados pelo virus em até cinco anos apds o0 transplante
(Weigand et al., 2007). No Brasil, no periodo de 1996 a 2006, foram confirmados
mais de 70.000 casos da doenga, e 0 numero de 6bitos foi de aproximadamente

10.000 (Ministério da Saude, 2006).
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Ha uma década, uma vacinacao efetiva contra o HCV era uma possibilidade
remota, uma vez que para que uma vacina seja possivel, o virus deve induzir uma
resposta de anticorpos vigorosa e de longa duracdo, e o desenvolvimento de tal
vacina esbarrava na falta de informacéo sobre os mecanismos de infeccédo do HCV.
Além disso, a alta propensao do virus de promover infec¢des cronicas, as altas taxas
de reinfeccdo devido a re-exposicdo ao virus, e a heterogeneidade genética também
dificultavam o desenvolvimento de vacinas. Hoje, porém, existem, alguns
candidatos: vacina recombinante de subunidades protéicas, vacina peptidica, vacina
recombinante hepatica, vacinas utilizando particulas semelhantes a virus (utilizando
a proteina capsidica do Virus da Hepatite B), e vacinas de ADN (Mihailova et al.,

2007).

1.3.4 Sistemas Modelo

Na auséncia de um sistema de cultura de células capaz de amplificar o HCV,
diversos modelos de estudo tém sido desenvolvidos. As primeiras abordagens
baseavam-se na inoculacdo de virus, extraido do soro de pacientes infectados, em
hepatdcitos primarios humanos. Entretanto, devido a baixa producdo de particulas,
dentre outras limitagOes, tal tipo de abordagem mostrou-se bastante limitada
(Diedrich, 2006; Von Hahn & Rice, 2008; Burlone & Budkowska, 2009).

Atualmente, proteinas de envelope recombinantes, modelos de particulas
semelhantes a virus, principalmente utilizando sistemas de expressdo em
baculovirus e sistemas de cultura de células de insetos (Lavie et al., 2007; Burlone &
Budkowska, 2009), e pseudoparticulas de HCV sao utilizados em estudos visando

elucidar o ciclo infeccioso do HCV (Diedrich, 2006; Burlone & Budkowska, 2009).
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Uma vez que o GBV-B, é o virus mais relacionado com HCV, pesquisadores
avaliam a possibilidade de utiliza-lo como modelo, embora dificilmente este virus
seja capaz de causar a manifestacéo cronica da hepatite (Akari et al., 2009).

Modelos de pequenos animais ndo sdo susceptiveis a infeccdo por HCV.
Entretanto, recentemente, diversos modelos de infeccdo de roedores que permitem
a replicagdo do HCV tém sido desenvolvidos, todavia, estes modelos de baixo custo
apresentam limitagdes que impossibilitam a investigacédo da infeccédo e da expresséo
de proteinas do HCV e o teste de vacinas profilaticas (Akari et al., 2009).

Os chimpanzés constituem o melhor modelo e a primeira escolha para o
estudo da infeccdo e das respostas imunologicas do hospedeiro, uma vez que o
HCV é naturalmente capaz de infectar estes animais e gerar a forma crénica da
doenca em um terco deles. A restricdo a este modelo baseia-se no fato de alguns
paises ndo permitirem o uso de chimpanzés na experimentacao animal por questdes
éticas ou financeiras (Akari et al., 2009).

Recentemente, a clonagem de um virus de genétipo 2a, isolado de um
paciente japonés, foi bem sucedida e a transfeccdo de culturas de hepatdcitos foi

capaz de produzir virus infecciosos (Diedrich, 2006).

1.4 Caracteristicas Estruturais do HCV

O HCV apresenta alto grau de heterogeneidade genética, sendo classificado
em seis genotipos maiores (que diferem em sua sequéncia nucleotidica de 30 a
35%), subdivididos em até 50 subtipos (que diferem entre si, dentro de um mesmo
gendtipo, de 5 a 10%). E um virus de ARN fita simples, de 9,6 kilobases de
comprimento, cujo nucleocapsideo, supostamente icosaédrico, mede cerca de 50

nm de diametro. O nucleocapsideo (Figura 3), formado de cépias da proteina
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capsidica e do ARN gendmico, apresenta-se, envolvido por uma bicamada lipidica
derivada da célula hospedeira, onde esta inserido o heterodimero formado pelas

duas glicoproteinas de envelope, E1 e E2 (Von Hahn & Rice, 2008).

El

E2
ARN

Capsidica

Figura 3: Modelo da estrutura do HCV. A particula do Virus da Hepatite C contém
multiplas cépias de trés diferentes proteinas estruturais: a proteina capsidica, mostrada em
azul, responsavel pela protecdo do ARN viral, e duas grandes glicoproteinas de envelope, a
glicoproteina de envelope 1 (E1), em verde, e a glicoproteina de envelope 2 (E2), em branco.
As glicoproteinas virais sdo importantes para o processo fusogénico (Adaptado de
Krekulova et al., 2006).

O genoma do HCV (Figura 4) apresenta uma regido nao codificante 3’ (3'-
NCR) responsavel pela ligacdo a proteinas celulares (Appel et al., 2006), e uma
regido ndo codificante 5’ (5-NCR) altamente conservada (nucleotideos 341-344),
composta por quatro dominios ordenados, sendo os dominios | e Il essenciais para a
replicagéo (Moradpour et al., 2007).

Devido ao tamanho reduzido de seu genoma, 0s virus sdo capazes de
compactar o maximo de informag¢do em uma sequéncia polipeptidica minima. Sendo
assim, a maioria das proteinas virais € multifuncional (Cocquerel et al., 2002).

A regido codificante é totalmente traduzida a partir de apenas uma ORF (fase
de leitura aberta), de maneira similar ao que ocorre com outros membros da familia

Flaviviridae. A poliproteina resultante é proteoliticamente clivada durante e apos a
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traducdo, por enzimas virais e celulares, dando origem as trés proteinas estruturais
(de envelope E1 e E2, e proteina capsidica), as seis proteinas nao-estruturais (NS2,

NS3, NS4A, NS4B e NS5A e NS5B) e a p7 (Krekulova et al., 2006).

Genoma
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Figura 4: Organizacdo do genoma e processamento da poliproteina do Virus da
Hepatite C. O genoma do HCV consiste de uma ORF de aproximadamente 9400 pares de
base, que sdo traduzidos em uma poliproteina de aproximadamente 3000 aminoéacidos. O
ARN genbmico, fita simples positiva estd esquematicamente representado, incluindo
algumas estruturas secundarias simplificadas, no topo da figura. A traducdo do ARN
gendmico, mediada por IRES, gera a poliproteina precursora que por sua vez da origem as 10
proteinas maduras: estruturais e ndo estruturais. A numeragdo correspondente aos
aminodcidos esta mostrada acima de cada proteina (HCV gendtipo 1la, nUmero de acesso no
GenBank AF009606). Os diamantes escuros representam os sitios de clivagem do precursor
da poliproteina do HCV por peptidases sinal do reticulo endoplasmatico. Os diamantes
brancos indicam o processamento por uma peptideo peptidase sinal. As setas indicam as
clivagens das proteases virais NS2-3 e NS3-4A. Os circulos verdes presentes em E1 e E2
indicam a glicosilacdo das proteinas de envelope (Adaptado de Moradpour et al., 2007).

A proteina capsidica € uma proteina béasica altamente conservada,
responsavel pela formacdo do nucleocapsideo viral, e que apresenta uma forma

madura de aproximadamente 21 kDa, que € liberada da membrana do reticulo
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endoplasmatico (RE) para a superficie de goticulas lipidicas, onde ocorre a
montagem das novas particulas virais, e trés formas alternativas de menor peso
molecular (Tang & Grisé, 2009).

Essa proteina, rica em a-hélice, é dividia em trés dominios: o primeiro contém
uma alta proporcdo de residuos de aminoacidos béasicos e estaria envolvido na
ligacdo ao ARN e na oligomerizagéo; o segundo € mais hidrofébico que o primeiro,
sendo importante para o enovelamento; e o terceiro é altamente hidrofobico, serve
como sequéncia sinal para E1 e contém um dominio transmembranar responsavel
pelo ancoramento da proteina no reticulo endoplasmatico (Suzuki et al., 1999;
Krekulové et al., 2006; Moradpour et al., 2007).

Além de sua funcéo estrutural, a proteina capsidica € capaz de interagir com
goticulas lipidicas e com a apolipoproteina Il, o que poderia induzir esteatose; bem
como é capaz de interagir com diversos fatores capazes de promover a inducéo de
apoptose, o que leva a liberacdo de diversas novas particulas em corpos
apoptoticos, produzindo inflamacgédo e resposta imune limitadas (Krekulova et al.,
2006). Essa proteina também € capaz de alterar a resposta inata do hospedeiro,
através de regulacdo génica (Suzuki et al., 1999; Chung, 2009), sendo ainda capaz
de induzir a carcinogénese e de provocar defeitos na montagem e liberacdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (Tellinghuisen & Rice, 2002).

As glicoproteinas de envelope E1 (30-35 kDa) e E2 (70-72 kDa) sao proteinas
transmembranares tipo 1, cuja regido carboxi-terminal (C-terminal) é composta por
dois segmentos hidrofébicos que funcionam como uma ancora hidrofébica. Estas
proteinas sdo compostas ainda por sequéncias sinal, responsaveis pela
translocacdo da poliproteina para o reticulo, e por dominios transmembranares, que

atuam como ancoras de membrana, como sinais de retencdo no reticulo, como

17



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

sequéncias responsaveis pela heterodimerizacdo e localizacdo subcelular do
complexo E1-E2, e que podem ainda estar envolvidos na desestabilizagdo das
membranas, na formacéo de poros e no seu alargamento, de maneira semelhante
as regides pré-transmembranares das proteinas de fuséo classe | (Op De Beeck et
al., 2000; Cocquerel et al., 2002; Pérez-Berna et al., 2006).

A maturagcdo e o enovelamento das proteinas de fusdo sdo eventos
complexos e dependentes nao sé da formacéao de ligacdes dissulfeto, como também
de glicosilacdo e da maquinaria de chaperona do reticulo (Voisset & Dubuisson,
2004). As proteinas E1 (residuos 192-383) e E2 (residuos 384-746) sdo altamente
glicosiladas. As N-glicosilacdes sdo as modificacdes pds-traducionais mais comuns
em proteinas, e ocorrem através da transferéncia de oligossacarideos, provenientes
de um intermediario lipidico, para um residuo de Asn na sequéncia consenso Asn-X-
Thr/Ser, onde X pode ser qualquer aminoacido, com excec¢do da Pro. Esta reacédo
ocorre no reticulo endoplasméatico (Cocquerel et al., 2002) e é importante para o
processo de enovelamento das proteinas virais, bem como para a modulacdo da
resposta imune. As proteinas E1 e E2 apresentam 6 e 11 potenciais sitios de
glicosilagéo, respectivamente, que sao altamente conservados (Lavie et al., 2007).

Estas glicoproteinas formam heterodimeros ligados de forma n&o covalente,
resistentes a acdo de proteinases, e que sao responsaveis pela interagdo do virus
com a célula hospedeira (Lavillette et al., 2006). Elas podem ainda interagir de
maneira covalente, devido a um enovelamento incorreto, produzindo agregados de
alta massa molecular responséaveis por disparar a via de estresse de reticulo (Lavie
et al., 2007).

A (glicoproteina E2 apresenta predominancia de folhas-B, onde os

aminoécidos 384 a 661 representariam seu core estrutural e funcional. Esta proteina
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apresenta duas regides hipervariaveis denominadas HVR1 (residuos 384-410), que
contribui para o escape da resposta imune do hospedeiro (Burlone & Budkowska,
2009) e HVR2, ambas responsaveis pela formacdo de ligagcbes de hidrogénio
(Yagnik et al., 2000). Esta proteina poderia ainda inibir a atividade da proteina
quinase dependente de ARN (PKR), sendo este um suposto mecanismo de
resisténcia ao interferon (Tellinghuisen & Rice, 2002).

As glicoproteinas de envelope sdo encontradas, quase que em sua totalidade,
no limen do reticulo endoplasmatico e o seu acUmulo mostra-se necessario para a
formacdo das particulas virais maduras. A liberacdo das particulas ocorre pela via
exocitica, sendo este um mecanismo limitante da resposta imune hospedeira,
contribuindo para o estabelecimento da infec¢do crénica (Krekulova et al., 2006).
Entretanto, a retencdo destas glicoproteinas no reticulo apresenta vazamentos e
pequenas fracdes de E1 e E2 podem ser direcionadas para a membrana plasmatica,
dando origem a pseudoparticulas (Voisset & Dubuisson, 2004).

P7 é uma pequena proteina de 63 residuos de aminoéacidos, altamente
hidrofébica, localizada na regido C-terminal de E2 (Krekulova et al., 2006), e sua
oligomerizacdo € responsavel pela formacédo de canais ibnicos (preferenciais para
calcio), tendo um importante papel na maturacdo viral e na liberacdo de novas
particulas. Membro da familia das viroporinas, a P7 é composta de dois dominios
transmembranares, separados por uma pequena al¢ca citoplasmatica carregada
positivamente. Geralmente, essa proteina € clivada de maneira incompleta, sendo
importante para a infeccao, apesar de ndo ser necessaria para a replicacdo do virus
in vitro (Moradpour et al., 2007).

A proteina NS2 (23 kDa) possui um dominio amino-terminal (N-terminal)

composto por hélices transmembranares responsaveis por ancorar esta proteina no
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RE, e um dominio C-terminal protease, capaz de interagir com NS3, formando uma
metaloproteinase dependente de zinco, especifica para o sitio de clivagem
NS2/NS3, sendo esta a primeira clivagem autocatalitica pds-traducional da
poliproteina viral (Krekulova et al., 2006).

A proteina NS3 (70 kDa), semelhante ao que ocorre com outros membros da
familia Flaviviridae, consiste de dois dominios: um dominio proteinase na por¢cao N-
terminal e um dominio nuclesosideo trifosfatase (NTPase)-helicase na por¢cdo C-
terminal (Tellinghuisen & Rice, 2002). A NS3 serino-protease € importante para a
infeccdo e para as clivagens co- e pos- traducionais dos sitios NS3/4A, NS4A/4B,
NS4B/5A e NS5A/B. O completo enovelamento necessario para a atividade serino-
protease sO é alcancado se um dominio folha-p presente na NS4A estiver
intercalado na NS3 e trés cisteinas, distantes do sitio ativo, forem coordenadas por
atomos de zinco (Lindenbach & Rice, 2005). Ja a NS3 helicase € membro do
subgrupo Asp-Glu-Cys-His, helicases denominadas “DEAD-box”, onde os cations
Mg**, Mn** e o0 ATP s&o essenciais para sua atividade (Krekulové et al., 2006).

A NS4A (8 kDa) contém um dominio hidrofébico em sua porgcdo N-terminal,
gue € capaz de interagir com membranas e com componentes de replicacdo. Sua
porcao central atua como um importante co-fator para a NS3 protease (Krekulova et
al., 2006; Tang & Grisé, 2009).

A NS4B (27 kDa) é uma proteina integral de membrana pouco caracterizada,
gue possui quatro dominios transmembranares e possivelmente forma oligdmeros
capazes de induzir a formacdo de redes de membranas importantes para a
replicacédo do HCV (Moradpour et al., 2007).

A NS5A é uma fosfoproteina hidrofilica ligada @ membrana e existente em

duas formas: de 56 e de 58 kDa. Esta proteina apresenta trés dominios definidos,
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onde o primeiro, de estrutura dimérica, é responsavel pela interacdo com
membranas, ARN e proteinas celulares e virais (Moradpour et al., 2007). A NS5A,
guando fosforilada, inibe a atividade PKR, dependente de duplas fitas de ARN,
induzida por interferon, e modula a eficiéncia de replicacdo e a transicdo entre o
estado replicativo e o estado de montagem viral (Krekulova et al., 2006). A NS5A é
capaz de interagir com goticulas lipidicas e com proteinas semelhantes a SNARE
(receptores de proteinas sollveis ligantes de fatores sensiveis a N-etilmaleimida),
sendo responsavel pela organizacdo de membranas durante a infeccédo (sendo esta
ultima funcé@o compartilhada pela proteina NS5B). Essa proteina pode ainda modular
a expressao da proteina proto-oncogénica p21 dependente de p53 (Tellinghuisen &
Rice, 2002).

A NS5B (68 kDa), uma proteina hidrofilica que contém o motivo GDD comum
as ARN polimerases virais dependentes de ARN, possui taxa replicativa de 150 a
200 nucleotideos por minuto. Sua atividade polimerase é dependente de cations
divalentes, do pH proximo ao neutro e de baixas concentracdes de sais. Esta
proteina é capaz de interagir com diversas proteinas do hospedeiro necessarias a

infeccdo (Krekulova et al., 2006).

1.5 Ciclo Replicativo dos Hepacivirus

O processo infeccioso do HCV (Figura 5) é altamente dinamico, com uma
meia vida de poucas horas, sendo produzidas 10*? novas particulas virais por dia
(Moradpour et al., 2007). O HCV circula no soro dos pacientes infectados como uma
populacdo muito heterogénea, de densidade variavel, podendo estar em sua forma

livre ou, na maioria das vezes, associado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
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as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e as lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (Diedrich, 2006).

O inicio do ciclo infeccioso corresponde a entrada do virus na célula, um
processo no qual a particula viral deve cruzar a membrana plasmética para liberar
seu genoma no interior da célula alvo. A entrada viral € um processo de mdltiplas
etapas complexas, conectadas e fortemente reguladas no tempo e no espaco, sendo
iniciada pela ligacdo da glicoproteina de envelope a moléculas da superficie da

célula (Moradpour et al., 2007).

1.5.1 Fatores de Ligacéo Especificos e Nao-Especificos do HCV

A entrada do virus na célula geralmente envolve mais de um tipo de fator: os
fatores de ligacdo, responsaveis pela ligacdo e concentracdo dos virus na superficie
celular; e os receptores celulares, que promovem ativamente a entrada. A ligacéo
dos virus a receptores de alta afinidade desencadeia a endocitose, ao converter
eventos de sinalizacao especificos no citoplasma das células, e induz mudancas
conformacionais na estrutura das glicoproteinas de envelope do virus que levam a
liberagdo do genoma viral dentro do citosol, sendo estes os determinantes do
tropismo do virus por determinado 6rgédo e até mesmo por determinada espécie de
hospedeiro (Kalia & Jameel, 2009).

Os fatores de ligacdo ndo-especificos geralmente envolvem a ligacdo a
glicosaminoglicanos (GAGs), como heparan sulfato, através da regido 559-614 de
E2, que serviria como um sitio inicial de ancoramento para o HCV, facilitando a

interacdo com receptores de alta afinidade (Von Hahn & Rice, 2008).
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Figura 5. Mecanismos de entrada, processamento, maturacdo e liberacdo de
particulas infecciosas de HCV. (A) A entrada do HCV requer a ligacdo a fatores nao-
especificos e especificos, seguida de endocitose e da fusdo de membranas, apos a acidificacdo
da vesicula endocitica e consequente exposicdo do peptideo de fusdo. O material genético é
entdo liberado, traduzido e replicado. Ap6s o processamento das proteinas virais, a particula
é montada e liberada (Adaptado de De Clercq, 2007). (B) Semelhante ao que ocorre com
particulas ndo associadas, o virus interage com fatores que mediardo a entrada do virus na
célula. Entretanto, as lipoproteinas também sdo capazes de interagir com tais receptores,
facilitando a entrada. A fusdo do virus permite que ele escape da via de degradacdo das
lipoproteinas (Adaptado de Burlone & Budkowska, 2009). (C) Apos a fusdo de membranas, o
ARN ¢ liberado no citoplasma e a traducéo é iniciada. Sinais de translocacédo presentes na
poliproteina viral direcionam sua sintese para a membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
e a poliproteina é processada por fatores virais e do hospedeiro. O ARN é replicado com a
ajuda do complexo replicativo e a particula ¢ montada, sofrendo o processo de maturagdo ao
longo do complexo de Golgi. Através da via exocitica, a particula é direcionada a membrana,
sendo posteriormente liberada do hepatécito (Adaptado de http://www.tibotec.com/content/
backgrounders/www.tibotec.com/hcv_lifecycle.html).
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Outros fatores de ligacdo nao-especificos em potencial seriam o receptor de
LDL (LDLR), responséavel pela ligacdo de virus incorporados a moléculas de
LDL/VLDL; ASPGR (receptor de asialoglicoproteinas); DC-SIGN (molécula néo
integrina captadora da molécula de adesé&o intracelular 3 especifica das células
dendriticas), expresso em células de Kuppfer, células dendriticas e linfécitos; e L-
SIGN (molécula nao integrina captadora da molécula de adeséo intracelular 3
especifica dos linfonodos e figado), expresso em células endoteliais nos sinusoéides
hepéaticos. Devido a auséncia de expressao de DC-SIGN e L-SIGN nos hepatdcitos,
acredita-se que estas moléculas ndo atuariam como receptores diretos, sendo, suas
funcBes, capturar e transferir o HCV a hepatdécitos adjacentes (Diedrich, 2006).

Ja os fatores especificos compreenderiam as moléculas CD81 (grupo de
diferenciacdo 81), SR-BI (receptor “scavenger’ de classe B tipo 1) e CLDN1
(Claudina 1). A molécula CD81, parte do complexo receptor das células B, faz parte
da familia das tetraspaninas, conhecida por promover a organizacao de lipidios e
proteinas em microdominios (Von Hahn & Rice, 2008), sendo expressa ha maioria
dos tecidos humanos, com excecdo das hemacias e das plaquetas. CD81 tem como
funcdo promover adeséo, motilidade, metastase e ativacéo celular (Diedrich, 2006).
Essa molécula possui 236 residuos de aminoacidos organizados em quatro
dominios transmembranares, duas al¢cas extracelulares pequenas (SEL) e uma alca
extracelular grande (LEL), responséavel pela ligacdo de CD81 a regido HVR2
presente na proteina E2 (Yagnik et al., 2000; Helle & Dubuisson, 2008).

Diversos estudos demonstram que CD81 é necessario, mas ndo suficiente,
para suportar a infec¢cdo por HCV, atuando como uma molécula de ligacdo mais
tardia. A ligacdo do HCV a CD81 ativa Rho GTP-ases, havendo uma relocalizagéo

do complexo E2/CD81 para as regides de contato entre as células, onde a molécula
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de CD81 entra em contato com as proteinas presentes nas juncdes apertadas. As
juncbes apertadas nas células hepaticas separam o dominio canalicular do
hepatdcito, envolvido na secrecdo da bile, do dominio luminal da célula, sendo,
portanto, responsavel por manter a polaridade do hepatécito (Budkowska, 2009).

A molécula de CD81 ativa a cascata de sinalizacdo Raf/MEK (quinase ativada
por mitdgeno)/ERK (quinase regulada por sinal extracelular), afetando as etapas
futuras do ciclo infeccioso do HCV. A molécula de CD81 poderia, ainda, modular a
resposta imune adaptativa através de interacbes com células T e B, contribuindo
para a persisténcia viral e patogénese (Burlone & Budkowska, 2009).

Outro fator de ligacdo especifico, o SR-BI, foi identificado inicialmente como o
maior receptor fisiolégico de lipoproteinas de alta densidade no figado. Este
receptor, de multiplos ligantes (HDL, LDL e VLDL), € expresso em diversas células
de mamiferos, embora os maiores niveis de expressao sejam encontrados no figado
e em tecidos esteroidogénicos (Dubuisson et al.,, 2008), estando envolvido na
captacao seletiva de lipidios, principalmente ésteres de colesterol provenientes de
moléculas de HDL e de VLDL (Burlone & Budkowska, 2009).

Diversos estudos demonstram que, da mesma forma que CD81, SR-BI atuaria
como uma molécula de ligacdo mais tardia, onde o dominio HVR1 (presente em E2)
seria importante na interacao direta com SR-Bl, embora também seja proposta a
interacdo através da forma ligada a lipoproteinas (Helle & Dubuisson, 2008). Os
ligantes naturais de SR-BI, VLDL e LDL oxidado, sdo capazes de inibir a entrada de
pseudoparticulas de HCV nas células, enquanto o HDL facilita a infeccao
(Budkowska, 2009). O HCV parece se ligar primeiramente a molécula SR-BI antes
de interagir com o CD81. Esta molécula poderia, ainda, mediar um rearranjo da

membrana plasmatica, agindo como um importante provedor de colesterol,
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regulando a organizacdo das moléculas de CD81, controlando assim a
permissividade da membrana plasmatica as particulas de HCV (Burlone &
Budkowska, 2009).

Algumas proteinas membros da familia das Claudinas (CLDN), em especial a
claudina 1, também estariam envolvidas na entrada do HCV, o que foi descoberto
uma vez que a expressao de CD81 e de SR-BI n&o era suficiente para suportar a
entrada do HCV na célula. A familia das Claudinas é composta por 24 membros
responsaveis pela formacao das juncdes apertadas. A CLDN-1 interage com o HCV
através de uma alca extracelular altamente conservada e critica para a entrada do
HCV, mostrando-se importante nos eventos tardios do processo de entrada (Von
Hahn & Rice, 2008).

Embora a lista de fatores diretos e indiretos envolvidos na entrada do HCV
parecesse completa, mesmo quando as células eram manipuladas para expressar
todas estas moléculas (CD81, SR-BI, Claudina 1, glicosaminoglicanos e receptores
de LDL), elas eram capazes de resistir a infeccao por HCV, indicando que ao menos
um fator crucial permanecia desconhecido. Descobertas recentes apontam que a
interacdo HCV-CD81 permitiria também a interagcdo das particulas virais com
Ocludinas (OCLN), proteinas presentes nas juncfes apertadas responsaveis por
regular a permeabilidade paracelular e a adeséo celular (Liu et al., 2009; Ploss et al.,
20009).

Cabe ressaltar que estudos recentes mostraram que, embora versdes dos
receptores SR-Bl e CLDN1 presentes em camundongos sejam capazes de permitir a
entrada do HCV, apenas as versées humanas de OCLN e CD81 o fazem. As células
gue apresentam versdes humanas ou murinas de SR-Bl atuam de maneira

equivalente, enquanto as que apresentam CLDN1 humana sdo mais permissivas a
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infeccdo por HCV. Além disso, a reducdo de expressao de OCLN leva a inibicdo da
entrada do HCV (Ploss et al., 2009).

Embora os receptores capazes de mediar a entrada do HCV nas células
sejam ubiquos, ndo sendo, portanto, exclusivos do figado, apenas os hepatdcitos
humanos séo capazes de expressar todos os fatores celulares necessarios para que

o ciclo replicativo do HCV ocorra (Budkowska, 2009).

1.5.2 Endocitose e Fusdo de Membranas

Apés a ligacdo ao receptor, inicia-se o processo de fusdo de membranas.
Este processo ndo ocorre necessariamente na membrana plasmatica e pode
envolver ainda endocitose e o trafego vesicular (Helle & Dubuisson, 2008).

Embora ainda ndo haja um consenso entre 0s pesquisadores, a maioria
afirma que a entrada dos virus nas células segue o seguinte modelo: primeiramente,
a proteina de fuséo viral € mantida em um estado inativo na superficie viral, até que,
apos a interacdo com receptores especificos na superficie celular ou a modificacédo
do pH, a proteina de fusdo mude dramaticamente a sua conformacdo, expondo
regides hidrofébicas capazes de mediar a fusdo, conhecidas como peptideos de
fusdo. A proteina de fusdo sofre novas modificacbes capazes de aproximar 0s
dominios transmembranares e o peptideo de fusado ja inserido na membrana celular,
levando a hemifusdo, ou seja, a mistura de lipidios entre duas monocamadas
préximas. Em seguida, ocorre a formagcdo de poros, que consistem em conexdes
aguosas entre o virus e a célula, e a fusdo completa, quando ha mistura total das
bicamadas lipidicas como consequéncia da aposi¢cao das membranas celular e viral

(Martens & McMahon, 2008).
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Pequenos virus envelopados de ARN fita simples, como os Alfavirus e os
Flavivirus, primeiramente entram na célula por endocitose mediada por receptor e
depois fusionam com a membrana endossomal em resposta as condi¢cées acidas
(Helenius et al., 1980; Heinz & Allison, 2000).

Como o que ocorre com a maioria dos virus que infectam animais, o HCV
entra nas células hospedeiras por endocitose mediada por receptor em vesiculas
revestidas por clatrina, onde a penetracdo no citoplasma € geralmente ativada pelo
pH em torno de 6,3 (pH 6timo de 5,5), 0 que pode ocorrer em endossSomos primarios
ou nos tardios (Pelkmans & Helenius, 2003).

A fusdo e a endocitose do HCV seriam processos de cinética lenta e o baixo
pH induziria mudancas conformacionais responsaveis pela fusdo do virus com
endossomos iniciais (Dubuisson et al., 2008). Uma vez que as lipoproteinas sdo
rapidamente endocitadas, algumas formas do HCV devem utilizar esta associacéo
para adesao e internalizacdo nas células, ao invés de utilizar as glicoproteinas de
envelope virais (Diedrich, 2006).

A infeccdo por HCV se restringe principalmente aos hepatdcitos, que sao de
extrema importancia na homeostase do colesterol em mamiferos, e, portanto,
diversas sao as etapas do ciclo replicativo supostamente dependentes de lipidios.
Os lipidios podem participar do processo de ligagdo, como € o caso do colesterol na
fusdo do SFV (Virus da Floresta de Semliki); induzir a formacdo de regibes de
membrana ndo homogéneas enriquecidas em colesterol e esfingolipidios, formando
0s microdominios que constituem plataformas dindmicas de entrada de diversos
virus; podem induzir curvaturas de membrana especificas, e no caso especifico do

HCV, o blogueio da acido graxo sintase pode ainda regular negativamente a
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expressdo de CLDN-1, dificultando o processo de entrada do virus (Lavillette et al.,
2006).

No caso de virus envelopados, as moléculas de agua ligadas as cabecas
polares das membranas virais e celulares exercem grande forca repulsiva quando
colocadas em proximidade. As proteinas de fuséo virais sdo capazes de ultrapassar
essa barreira de hidratacdo, devido ao seu re-enovelamento que promove a
exposicdo dos peptideos de fusdo, sequéncias hidrofébicas responsaveis pela
transposicdo da barreira energética gerada pelas deformacfes da curvatura devido
aos mecanismos de hemifusédo e de formacéo do poro (Martens & McMahon, 2008).
Embora dados preliminares proponham uma participacao direta de E1 na fuséo de
membrana, enquanto E2 estaria envolvida na interacdo com receptores e na
heterodimerizacdo, dados recentes sugerem que ambas as proteinas poderiam
participar do processo fusogénico (Pérez-Berna et al., 2008).

Alguns autores especulam, ainda, uma possivel associagdo do HCV com
exossomos (Diedrich, 2006; Burlone & Budkowska, 2009), vesiculas que contém
proteinas do hospedeiro envolvidas na adesdo celular e na fusdo de membranas.
Acredita-se que os exossomos podem fundir com membranas alvo e transportar
componentes citosolicos e de membranas de uma célula a outra. Se as particulas de
HCV estiverem integradas ao centro destas vesiculas, o virus poderia usar as
propriedades altamente fusogénicas dos exossomos para entrar na célula (Diedrich,

2006).

29



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

1.5.3 Liberacéo, Replicacdo e Traducdo do ARN

Apés a entrada do virus, 0 genoma €, entao, liberado no citoplasma da célula
hospedeira e as proteinas do HCV séo geradas através da traducdo mediada por
por um sitio de entrada ribossomal interno, IRES, no reticulo endoplasmatico. O
inicio da traducéo ocorre apos a formagcdo de um complexo binario entre IRES e a
subunidade ribossomal 40S (Moradpour et al., 2007); e a ligacdo da proteina de
ligacdo a regibes ricas em polipirimidina a regido codificante da proteina capsidica
inibe a traducdo do ARN do HCV, facilitando a transicdo da traducdo do ARN a
replicacédo de fitas senso negativo (Polyak, 2003).

O complexo de replicacao é, entdo, formado por alterac6es induzidas pela
NS4B nas membranas derivadas de reticulo endoplasmatico, formando redes de
membrana, intimamente associadas ao transporte intracelular, e ao metabolismo
lipidico, que podem estimular ou inibir a replicacdo (Lindenbach & Rice, 2005;
Moradpour et al., 2007; Budkowska, 2009). A NS5B se liga a por¢cédo 3’ do ARN para
iniciar a sintese de novas fitas de ARN, e as fitas negativas geradas servem de
molde para a producéo de novas fitas positivas de ARN, que podem ser usadas para
traducdo, replicacdo ou para a producdo de novas particulas que reiniciardo o ciclo

infeccioso (Appel et al., 2006).

1.5.4 Montagem e liberacéo das particulas

Parte das proteinas nao estruturais estaria direcionada ao processo de
replicacéo viral e a outra parte, intimamente relacionada ao processo de montagem.
Este processo, por sua vez, parece estar associado a goticulas lipidicas, onde a
proteina capsidica ja foi encontrada recobrindo a superficie. As proteinas néo-

estruturais e o ARN seriam recrutados para areas proximas as goticulas lipidicas
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apenas na presenca da proteina capsidica. Foi demonstrada recentemente também
uma possivel ligacao entre a montagem e liberacdo das particulas maduras de HCV
e a montagem de VLDL, sugerindo que as particulas de HCV poderiam estar ligadas
ou incorporadas a VLDL durante a montagem e liberacdo desta lipoproteina. Cabe
ressaltar que as goticulas lipidicas fornecem os lipidios que serdo incorporados a
VLDL. Entretanto, essa pode ndo ser a Unica via de liberacdo deste virus (Huang et
al., 2007).

O acumulo de proteinas estruturais no reticulo endoplasméatico sugere que o

capsideo viral e o envelope sao formados neste compartimento (Diedrich, 2006).

1.6 Proteinas de Fusédo

Os virus, como patdgenos intracelulares obrigatérios, precisam encontrar
maneiras de cruzar a membrana celular. Esta é a chave para o inicio do ciclo
replicativo, e envolve diversas etapas, que vao desde a ligacdo do receptor e
entrada, até a desestabilizacdo do capsideo e o desempacotamento do genoma
(Kalia & Jameel, 2009). A fusdo de membranas € a etapa chave da entrada de virus
envelopados nas células. Esta funcdo é mediada por proteinas de fusdo, que em
sua maioria sofrem grandes mudancas conformacionais induzidas pela ligacdo ao
receptor (Weissenhorn et al., 1999). Em muitos casos, esta ligacdo converte a
glicoproteina a um estado metaestavel de menor energia, havendo exposicdo do
peptideo de fuséo altamente conservado, antes “escondido” (Colman & Lawrence,

2003). Pelo menos duas classes (Figura 6) dessas proteinas podem ser

distinguidas: as proteinas de classe | e as de classe Il (Lescar et al., 2001).
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Figura 6: Mecanismos propostos para a fusao de membranas de proteinas classe | e Il. Painel
Superior: Modelo da fusdo de membrana mediada por proteinas de fusdo classe I. A, conformacao
metastavel de uma proteina de fusdo trimérica da classe I, com seus dois dominios
hidrofébicos: o peptideo de fusdo e o dominio transmembranar, ambos adjacentes as regifes
repetitivas conservadas; B, ap0s a ligacdo a um receptor sobre a membrana celular, ou sob
exposicao ao baixo pH (no endossomo), as proteinas adotam uma conformacao estendida, e
0 peptideo de fusdo se insere na membrana alvo; C, varios trimeros estdo envolvidos nesta
condicdo; D, as proteinas comecam a se re-enovelar, ocasionando a curvatura da membrana
viral em direcdo a do hospedeiro; E, a formacdo de um talo de hemifusdo permite a mistura
de lipidios das membranas; F, o re-enovelamento da proteina se completa, e o peptideo de
membrana e o dominio transmembranar estdo antiparalelos na mesma membrana, formando
uma proteina de fusdo mais estavel (Adaptado de Moscona (2005)). Painel Inferior: Modelo
esquematico dos estagios do processo fusogénico das proteinas de fusdo classe Il. A, a proteina E
dimérica em seu estado metaestavel na superficie viral. O dominio | estd em vermelho, Il em
amarelo e Il em azul claro e escuro; B, o baixo pH no endossomo leva a dissociacdo da
proteina E, e um giro do dominio Il para cima permite que 0s mondmeros se rearranjem
lateralmente e a al¢a de fusdo se insere no folheto externo da membrana celular; C, inicio da
formacdo do grampo e do trimero, onde o dominio Il muda e roda para criar contatos,
curvando a membrana; D, a formacgdo de mais um contato leva a hemifuséo; E, a forma final
mais estavel da proteina e formacéo do poro de fusdo (Adaptado de Stiasny & Heinz, 2006).
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A classe | de proteinas de fusdo é representada pelos Ortomixovius,
Retrovirus, Paramixuvirus e Filovirus. ApGs a ligacdo a um receptor na membrana
celular, ou a exposicdo ao baixo pH encontrado em compartimentos intracelulares
(endossomos), a proteina adquire uma conformacao estendida trimérica e o
peptideo de fusdo hidrofobico se insere na membrana alvo. A energia livre liberada
leva a uma curvatura na membrana, e a formacdo de uma “haste” de hemifusao
permite a mistura de lipidios (Jardetzky & Lamb, 2004). As proteinas de classe |
apresentam analogia as proteinas de fusdo celulares, SNARES (Sollner, 2004).

Ja as proteinas de fusdo de classe Il, representadas pelos Alfavirus e
Flavivirus, ndo sao proteoliticamente clivadas e apresentam os peptideos de fuséo
internos preferencialmente na regido amino-terminal. A proteina E se liga a um
receptor celular e o virus € internalizado em endossomos, onde a fusdo de
membrana ira liberar o virus para o citosol. O pH &cido dentro do endossomo
permite a lateralizacdo e o rearranjo dos monémeros da proteina E em trimeros,
levando a exposicdo do peptideo de fusdo, que se insere na membrana da célula
hospedeira. O terceiro dominio da glicoproteina E leva a curvatura da membrana
(Jardetzky & Lamb, 2004).

Uma nova classe de proteinas de fusao, classe lll, vem sendo proposta para
os Rabdovirus, Herpesvirus e Baculovirus, caracterizada por uma mudanca
conformacional reversivel e que ndo requer ativacdo por clivagem proteolitica (Da
Poian et al., 2005). Estas proteinas de fusdo, compostas de cinco dominios,
carregariam caracteristicas comuns tanto as proteinas classe |, ao apresentarem
uma hélice trimérica central, quanto as proteinas classe Il, ao apresentarem trés

dominios com predominéancia de folhas-f (Backovic & Jardetzky, 2009).
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As proteinas de fusdo apresentam duas regides capazes de interagir com
membranas: um dominio transmembranar C-terminal e um peptideo de fusao interno
ou na regidao N-terminal (Drummer et al.,, 2007). Os peptideos de fusdo sado
responsaveis por vencer a barreira energética formada pela ligacdo das moléculas
de agua as cabecas polares dos lipidios das membranas celulares e virais quando
estas se aproximam, fornecendo ao sistema a energia necessaria para que haja a
mistura das bicamadas lipidicas (Colman & Lawrence, 2003). Constituidos de 20 a
30 residuos apolares bem conservados dentro de uma mesma familia,
frequentemente assumem estruturas helicoidais quando associados a membranas
(Shmulevitz et al., 2004). Em geral, sdo carregados negativamente, ricos em
alaninas, glicinas, leucinas e isoleucinas, podendo estar presentes na extremidade
N-terminal ou no meio da sequéncia da proteina de fusao (Tamm et al., 2002). Essas
sequéncias incluem ainda residuos de cisteina que estdo envolvidos na formacao de
ligacdes de enxofre especificas para estabilizar o enovelamento das glicoproteinas
de envelope e residuos hidrofébicos, especialmente residuos aromaticos como o
triptofano, e em uma minoria a tirosina (Lavillette et al., 2007).

As glicoproteinas do HCV supostamente pertencem a classe Il de proteinas
fusogénicas virais. Entretanto, ndo ha evidéncias que essas proteinas sejam
maturadas por endoproteases virais durante o seu transporte pela via secretoria,
como ocorre com outras proteinas desta mesma classe (Voisset & Dubuisson,
2004). Além disso, as glicoproteinas do HCV séo altamente glicosiladas (Figura 7),
enquanto as proteinas de envelope de outros virus pertencentes a classe |l

apresentam baixo grau de glicosilacéo (Lavie et al., 2007).
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Figura 7: Comparagdo entre as proteinas de envelope dos Flavivirus, Alfavirus e
Hepacivirus. (A) As proteinas de fusao classe Il sdo sintetizadas como um complexo protéico
(em vermelho e azul). As proteinas acessorias sdo clivadas (representacdo pelas setas
amarelas) pouco antes da liberacdo destas proteinas da célula hospedeira, gerando as
proteinas de fusdo maduras fusogénicas. Apesar das glicoproteinas do Virus da Hepatite C
supostamente pertencerem as proteinas de fusdo classe Il, elas ndo sofrem clivagens para
liberacdo de proteinas acessdrias, bem como apresentam alta glicosilacdo (glicanos
representados em amarelo) (Adaptado de Voisset & Dubuisson, 2004). (B) Representacoes
esquematicas das glicoproteinas de envelope E1 (esquerda) e E2 (direita) do HCV, baseadas

na proteina de envelope do Virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos (TBEV)
(Adaptado de Garry & Dash, 2003 e Yagnik et al., 2000).

Normalmente, a regido fusogénica dos flavivirus e dos alfavirus inclui ao
menos trés glicinas, um triptofano, duas fenilalaninas e alguns outros residuos
bastante hidrofébicos (Lavillette et al., 2007). Mais recentemente, o papel das
histidinas como sensor do pH na fuséo dos flavivirus tem sido muito discutido, uma
vez que o pH fusogénico, em torno de 6, € muito proximo do pKa da histidina (pKa

~6-7). Em pH neutro, as histidinas ndo estdo carregadas e tornam-se duplamente
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protonadas e carregadas positivamente quando o pH é acidificado no endossomo
(Stiasny et al., 2009).

O alinhamento de sequéncias altamente conservadas da glicoproteina E1
com os possiveis peptideos de fusdo dos Flavivirus revelou inimeras semelhancas:
dois residuos de cisteina, dois de glicina e um de asparagina altamente
conservados, além da presenca de residuos acidos. Sendo assim, acredita-se que o
peptideo de fusdo do HCV estaria presente em E1 (Flint et al., 1999). Entretanto, a
proteina E2 apresenta um grande ectodominio que pode ser dividido em trés
subdominios, de maneira homéloga a glicoproteina E dos Flavivirus, apresentando
os dominios de ligacao ao receptor, dimerizacédo e fusao (Drummer et al., 2007).

Algumas evidéncias recentes indicam que € muito simplificado pensar que
uma proteina de fusdo interaja com a membrana celular e viral por apenas dois
segmentos, 0 peptideo de fusdo e o dominio transmembranar. Outras mudancas
conformacionais seriam necessarias para que as duas membranas pudessem
fusionar completamente, e diversas regiées das proteinas de fusdo assistiiam de
maneira indireta o processo de fusdo, como por exemplo, as regides “stem”. Em
contraste a organizacao simples dos peptideos de fusdo do virus Influenza e dos
Flavivirus, duas estruturas cristalograficas recentemente reveladas mostram que o
Virus Herpes Simplex 1 e o Virus da Estomatite Vesicular apresentam um peptideo
de fusdo de estrutura dividida em duas e composta por duas alcas hidrofébicas
relativamente apolares (Lavillette et al., 2007). De fato, a existéncia de dois
peptideos de fusdo (um na regido N-terminal e um interno) ja foi descrita nas
proteinas de envelope dos virus Measles, Sendai e HIV-1 (Pacheco et al., 2006).

Diferentes regides das proteinas E1 e E2 poderiam cooperar para o evento de

fusdo. A utilizacao de sistemas de pseudoparticulas revelou trés regides importantes
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para a fusdo com lipossomos: a primeira estaria presente na E1 (267-290) e
representaria o peptideo de fusdo classicamente descrito. Esta sequéncia
hidrofébica interna apresenta um centro formado por residuos aromaticos e
hidrofobicos, e duas cisteinas altamente conservadas em relacdo aos Flavivirus
(Garry & Dash, 2003). Ja as outras duas regides compreenderiam os residuos 419-
433 e 597-620, presentes na E2 (Helle & Dubuisson, 2008).

A glicoproteina E1 apresenta trés regides membranotropicas: 265-296, 310-
348 e 349-381 (Pérez-Berna et al.,, 2008). Segundo Drummer e colaboradores
(2007), a sequéncia 272-281 nao apresenta grande homologia com os peptideos de
fusdo dos Flavivirus e dos Alfavirus, mas a extensdo C-terminal deste segmento
incorpora elementos dos peptideos de fuséo classe Il como o dominio VFLVG, trés
residuos de cisteina totalmente conservados, uma prolina (295) central e um
triptofano (299). A fenilalanina (285) presente no motivo VFLVG tem papel
fundamental no processo de entrada viral. Sendo assim, o peptideo de fuséo
compreenderia 0 segmento 276 a 286, uma sequéncia em alca, onde F285 mediaria
interacbes criticas e outros residuos hidrofébicos contribuiriam para o anel
hidrofébico. A glicoproteina E1 poderia, portanto, representar uma proteina de fuséo
classe Il que perdeu sua capacidade de se ligar a um receptor durante 0 processo
evolutivo (Drummer et al., 2007).

Um segundo motivo de fusédo seria representado pela regido 330-347 que
precede o dominio transmembranar (Drummer et al., 2007). A regido 310 a 348 esta
localizada de maneira adjacente ao dominio transmembranar, sendo altamente
hidrofobica e capaz de desestabilizar membranas modelo, tendo uma ligacao
preferencial a membranas compostas por lipidios negativos. Apesar de néo

apresentar grande quantidade de residuos aromaticos, como 0 que ocorre em
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proteinas de fusdo classe |, essa regido seria capaz de desestabilizar membranas
como as regides pré-transmembranares presentes nesta classe de fusdo. Essa
regido seria ainda formada por um misto de regides ndo estruturadas e estruturas
em hélice. J& o segmento 349 a 381 define um dominio transmembranar (Pérez-
Berna et al., 2008). Tem sido descrito que uma sequéncia com capacidade de
interagir com interfaces de membrana, seguida imediatamente por uma regiao
transmembranar, pode constituir novos motivos estruturais envolvidos na fusao
(Pacheco et al., 2006).

O grupo de Pérez-Berna (2008) descreveu diversas sequéncias capazes de
promover hemifusdo, fusdo e extravasamento na glicoproteina E2. Uma das regides
mais membranotropicas compreenderia o0s residuos 715-746, o que corresponde ao
dominio transmembranar C-terminal. As regi6es adjacentes correspondentes aos
residuos 603-635 e 525-565 também sdo membranotrépicas e poderiam estar
envolvidas no enovelamento e na ligacdo aos receptores. A regido 603-634 é
altamente hidrofébica, apresenta estrutura rica em folhas-B e agregados-f3
conectados por ligagbes de hidrogénio, e é rica em aminoacidos aromaticos, uma
caracteristica de regides pré-transmembranares presentes em Filovirus e Retrovirus
(Pacheco et al., 2006; Pérez-Berna et al., 2008). A seguir, encontra-se a regido 455-
489, que inclui o dominio HVR2, e adjacente encontra-se a regido mais
membranotrépica de E2, residuos 423-453, que apresenta o motivo GLF altamente
conservado em proteinas de fuséo classe | (Drummer et al., 2007). Esta Ultima ndo é
tdo ativa quanto o segmento 265-296 de E1, mas, se o peptideo de fusao estivesse
em E2, essa regido seria candidata a conté-lo (Pérez-Berna et al., 2006). Apesar

desta sequéncia apresentar caracteristicas semelhantes as dos peptideos de fuséo,
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alguns trabalhos indicam que esta seria uma regiao de ligacdo a CD81 (Drummer et
al., 2007).

Todos os autores concordam que o heterodimero E1/E2 parece ser a unidade
funcional do HCV e o baixo pH induziria a dissociacdo e oligomerizacdo da forma
ativa da proteina de fusdo. Um mecanismo alternativo de promover a fusdo seria
através da cooperacdo de E1 e E2 através da alca de E1 e da regido stem de E2, o
gue representaria um novo paradigma na fuséo viral (Drummer et al., 2007).

Embora muita informacdo tenha sido fornecida nestes Ultimos anos acerca
das diferentes regides das glicoproteinas responsaveis pela interacdo com
membranas, pouco ainda se conhece sobre a conformacdo e sobre os parametros
que dirigem esta interagdo. Sendo assim, neste trabalho, nés descrevemos uma
analise estrutural e termodindmica da interacdo de uma regido membranotrépica da
glicoproteina E2 do HCV com sistemas biomiméticos de membrana de diferentes

cargas.
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2- Objetivos
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2.1 Objetivos Gerais

O objetivo principal desta dissertacdo se baseia na caracterizagao biofisica de
uma regido membranotrépica pertencente a glicoproteina E2 do Virus da Hepatite C,
0 possivel peptideo de fusdo HCVgpi445, Visando elucidar sua estrutura
tridimensional em solucdo e na presenca de modelos biomiméticos de membrana,
além de avaliar os parametros termodinamicos envolvidos na interacao peptideo-

micela.

2.2 Objetivos Especificos

o,

X Avaliar as regides hidrofébicas possivelmente envolvidas na interacédo
do HCV4i1.445 com membranas através de escalas de hidrofobicidade semi-
empiricas;

X Investigar a interacdo do HCVy21.445 cOm agregados micelares de
diferentes detergentes, capazes de mimetizar membranas, através de andlises da
fluorescéncia intrinseca do Trp presente no peptideo e da supressdo de sua
fluorescéncia por acrilamida, o que permite inferir caracteristicas da interacdo com
diferentes modelos de membrana, tais como a necessidade de cargas para a
interacao;

X Avaliar a importancia da protonacao das cadeias laterais da histidina,
investigando seu papel na modulagao da interacdo com modelos de membrana de
maneira dependente de pH, através da analise espectroscopica da interacdo
peptideo-micela no pH neutro e no pH &cido;

.

X Estudar os parametros termodinamicos que regem a interagcéo

peptideo-micela, através de calorimetria de titulacédo isotérmica (ITC);
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X Avaliar a conformacdo adotada pelo HCV421.445 Na auséncia e na
presenca de ambientes micelares, mediante o uso de dicroismo circular (CD) e
ressonancia magnética nuclear (RMN).

X Investigar a interacdo do HCV4i1.445 com bicamadas lipidicas
(lipossomos) de diferentes composicdes, mediante andlises espectrofotométricas e
de espectroscopia de fluorescéncia, possibilitando a determinacdo das propriedades

fusogénicas do peptideo.
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3- Material e Métodos
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3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. O
dodecilsulfato de soédio (SDS), o 2,2,2-trifluoretanol (TFE) e o n-octil-B-D-
glicopiranosideo (n-OGP) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). A dodecilfosfocolina (DPC) e os lipidios 1,2 — dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC) e fosfatidilglicerol (PG) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, EUA). A acrilamida foi obtida da Amersham Bioscience (Uppsala,
Suécia). O brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) foi obtido da Merck Industrias
Quimicas (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O tampao utilizado nos experimentos de
fluorescéncia e dicroismo circular foi fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4 ou pH 5,5. A
agua utilizada em todos os experimentos foi filtrada e passada através do sistema

Synthesis da Millipore (Molsheim, Franca) que produz &gua tipo I, Milli-Q.

3.2 Peptideo

O peptideo correspondente aos residuos 421 a 445 da glicoproteina E2 do
Virus da Hepatite C, HCV421-445, HINSTALNCNESLNTGWLAGLFYQH,
correspondente ao genétipo la, isolado Hutchinson 77 (H77), foi sintetizado pela
Genscript USA Inc. (Piscataway, NJ, EUA). A identidade e a pureza (> 95%) foram
determinadas por analise de aminoacidos, espectrometria de massa e cromatografia
liquida de alta resolucdo. Para os experimentos, as solucdes estoques de peptideo
foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO). A concentracdo do peptideo em
solugdo aquosa foi determinada a partir do valor de absorbéncia a 280 nm, levando-
se em consideracédo o coeficiente de extingdo molar teérico (¢ = 6900 M* cm™),

baseado na cadeia lateral do Trp e da Tyr presentes na sequéncia do peptideo. O
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coeficiente de extingdo molar foi obtido com a ajuda do programa ProtParam
(www.expasy.org). A concentracdo final de DMSO nos experimentos foi sempre
inferior a 1%, com excecdo dos experimentos de ressonancia magnética nuclear,
onde a concentracdo de DMSO foi de 10%. As amostras analisadas por dicroismo
circular foram preparadas na auséncia de DMSO, utilizando solugéo estoque de
peptideo solubilizada diretamente no tampdo de andlise contendo TFE ou

concentragdes micelares de detergente.

3.3 Micelas de detergentes como modelo de membrana

Surfactantes sdo substéncias organicas anfifilicas, geralmente de baixa
massa molecular, que tém a propriedade de diminuir significativamente a tensao
superficial da agua, ao formarem uma monocamada na superficie. Estas substancias
séo formadas por uma porcéo lipofilica constituida de cadeias de hidrocarbonetos, e
por uma porcao hidrofilica constituida de grupamentos polares i6nicos ou nao
ibnicos, sendo os grupamentos idnicos muito mais hidrofilicos (Oremusova &
Lengyel).

Ao atingirem uma determinada concentracdo, as moléculas de surfactantes
comecam a se auto-associar, organizando-se em unidades mais complexas e de
tamanho coloidal, denominadas micelas, cuja formacdo é dirigida principalmente
pelo efeito hidrofébico, devido a interacdo dos grupos ndo polares com a agua.
Interacbes de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e interacbes eletrostéaticas
também apresentam papel importante no processo de formacdo de micelas. A auto-

associacdo entre moléculas anfifiicas é baseada nas interacdes solvofilicas e

solvofébicas, e é dependente ndo s6 da molécula anfifilica e da arquitetura
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molecular do solvente, como também da temperatura e da presenca de outras
moléculas em solucao, como sais (Jusufi et al., 2009).

A concentracdo na qual o processo de associacdo inicia € denominada
concentracdo micelar critica (CMC), existindo uma faixa de concentracdo que separa
o limite entre a ndo deteccdo de micelas e o ponto onde toda a adicdo de moléculas
de surfactantes forma micelas.

A concentracdo micelar critica determina muitas propriedades de solucdes
surfactantes, sendo determinada experimentalmente através da analise do processo
de desmicielinizacao, utilizando-se diversas metodologias para isto (Oremusova &
Lengyel).

As micelas constituem um sistema mimético de membrana e sdo muito
utilizadas em metodologias biofisicas. Diversos peptideos e proteinas sao capazes
de interagir fortemente com moléculas anfifilicas e estas interacbes sdo de vasta
importancia. A utilizagdo de surfactantes permite avaliar a influéncia de monémeros
e micelas, carregados ou nao, na estrutura adotada por peptideos. As interacdes
peptideo-molécula anfifilica podem ainda estabilizar conformagbes em a-hélice
(Langham et al., 2007).

As micelas podem ser constituidas de surfactantes anionicos, catiénicos, nao
ibnicos ou zwiteridnicos. O dodecilsulfato de sodio (Esquema 1) possui um
grupamento anionico em uma das extremidades de sua estrutura e uma cadeia
apolar na outra. Quando em solugéo, o SDS se dissocia no anion CHz(CH;)1:0S03 e
no cétion, contra-ion, Na‘. Os anions sdo adsorvidos na &agua, formando uma
monocamada, onde a porcdo lipofilica - CH3(CH,);; € orientada para fora da
superficie da agua e a porcao hidrofilica - OSO3 é direcionada para o ambiente

aquoso. Quando a concentracdo de SDS atinge o valor da CMC, os anions
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comecam a agregar em micelas globulares carregadas negativamente (Oremusova
& Lengyel).

A CMC do SDS em &agua é 8 mM. Entretanto, a adicdo de sal leva a uma
diminuicdo significativa da CMC, que passa a 3,5 mM em NaCl 10 mM e a 1,4 mM
em NaCl 100 mM (piercenet.com). Além disso, a adicdo de sal leva a perda da
conformacdo esférica de suas micelas, que ganham contornos elipsoidais a
cilindricos, quando formadas por pelo menos 150 moléculas de surfactante. O
aumento da concentracdo do surfactante também pode alterar a conformacao
esférica das micelas. Sais organicos ou inorganicos facilitam a transicdo de micelas
esféricas a micelas alongadas semelhantes a bastdes, devido a diminuicdo da
repulsdo entre as cabecas carregadas. As micelas alongadas também podem ser

geradas pela fusdo de micelas (Jusufi et al., 2009).

Sulfato
Dodecil I
| ! o)
S . s
/O Na
Dodecil Sulfato de Sédio Sédio

Esquema 1: Estrutura quimica do detergente aniénico dodecilsulfato de sodio.
Adaptado de www.moleculeoftheday.com em 20/11/2007.

O n-octil-B-D-glicopiranosideo  (Esquema 2) € um detergente nao
desnaturante e nao idnico, muito utilizado como surfactante em Biotecnologia. Esse
glicolipidio de estrutura molecular simples, composta por uma cabeca polar de
carboidrato ligada a uma cadeia hidrofébica alquila, € muito utilizado para solubilizar
proteinas de membrana, devido a seu pequeno efeito nas propriedades das
proteinas de membrana. Os glicolipidios apresentam interacfes eletrostaticas com
menor repulsdo e as micelas formadas possuem baixa massa molecular e sdo
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facilmente removidas por dialise devido a alta CMC, que varia de 20 a 25 mM

(piercenet.com).

OH

Esquema 2: Estrutura quimica do detergente n-octil-8-D-glicopiranosideo.
Extraido de www.bio-world.com em 20/11/2007.

O CTAB ((C16H33)N(CHz3)3Br) (Esquema 3) é um surfactante catibnico muito
utilizado, capaz de formar micelas esféricas. Entretanto, contra-ions inorganicos se
ligam moderadamente as micelas catibnicas e levam a um aumento das micelas,
elevando a razdo molar sal/surfactante para valores maiores que 1. J4 0s contra-
ions orgéanicos se ligam fortemente a superficie micelar e induzem a formacéo de
micelas alongadas (raio de 2 a 3 nm), com baixas proporcdes sal/surfactante

(Hassan et al., 2002).

xWW“mfﬂﬁNi o

!

Esquema 3: Estrutura quimica do detergente catidnico CTAB.
Extraido de Arnold & Linke, 2008.

O DPC (Esquema 4), um fosfodiéster sintético, € o surfactante zwiteridnico
mais utilizado como modelo de membrana para estudos de RMN e de ligacéo
peptideo-lipidio, devido a sua semelhanca com a fosfatidilcolina (PC). O DPC
apresenta um fosfato i6nico, além de ligacbes éster entre a colina

((CH3)3N(CH).0H), que contém uma amina quaternaria com carga positiva e o
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alcool dodecil (ou lauril) (CH3(CH2)1:0H), ndo polar (Ophardt, 2003). A CMC tedrica

do DPC em agua é 1,1 mM (www.avantislipids.com).

O

||:I’
\\//\/\/\/\v/\/of!. O\/\N+/
on | ~

Esquema 4: Estrutura quimica do detergente zwiteridnico DPC.
Extraido de www.avantilipids.com em 27/12/2009.

A ligagdo do HCVa21.445 @ micelas anidnicas de SDS, nao idnicas de n-OGP,
catidnicas de CTAB e zwiteridnicas de DPC foi analisada através de espectroscopia
de fluorescéncia, dicroismo circular, calorimetria de titulacdo isotérmicae
ressonancia magneética nuclear. A CMC do SDS, CTAB e n-OGP pode ser
determinada, através de calorimetria isotérmica de titulacdo, em tampédo Fosfato de

s6dio 20 mM.

3.4 Preparacéo de Vesiculas Unilamelares Grandes

As vesiculas lipidicas sdo estruturas quase esféricas, constituidas de
bicamadas de lipidios que encapsulam o ambiente aquoso. As vesiculas estdo
presentes de modo ubiquo nas células, e geralmente estdo envolvidas no transporte
de materiais dentro da célula (Patty & Frisken, 2003).

As vesiculas lipidicas sdo muito importantes em diferentes areas da Ciéncia e
da Tecnologia. Na pesquisa basica, elas servem como modelos para estudos de
membranas celulares e processo fusogénico, bem como para estudos de transporte
de macromoléculas e estudos de proteinas de membrana (que podem ser
reconstruidas em vesiculas). As vesiculas também sdo muito utilizadas como
veiculos de entrega de drogas, de material genético, de enzimas e de outras

macromoléculas a células vivas. Sendo assim, as vesiculas sdo utilizadas para a
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transposicdo de barreiras hidrofébicas na Farmacologia, Medicina, Engenharia
Geneética, industria cosmética e de alimentos (Lasic, 1988).

As vesiculas podem ser constituidas de uma Unica bicamada lipidica capaz
de separar o solvente interno do solvente externo. Estas estruturas sdo chamadas,
de acordo com seu tamanho, de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs), vesiculas
unilamelares grandes (LUVs) ou vesiculas unilamelares gigantes (GUVs). O termo
vesiculas multilamelares (MLVs) é usado nos casos em que diversas bicamadas
concéntricas encapsulam o solvente (Lasic, 1988).

As MLVs sédo formadas espontaneamente quando filmes secos de
fosfolipidios s@o colocados em contato com agua ou tampao (Lasic, 1988). Sendo
assim, pequenas quantidades de PC, PG ou PC:PG (1:1), liofilizados, foram pesadas
e colocadas em um tubo de vidro de fundo arredondado na presenca de cloroférmio.
O filme lipidico foi entdo obtido a partir da secagem, com o auxilio de um fluxo de
nitrogénio, do cloroférmio. Os fosfolipidios foram entdo ressuspendidos em tampao
fosfato de s6dio 20 mM, no pH 7,4 ou no pH 5,5, gerando as MLVs.

As LUVs e as SUVs, por sua vez, possuem maior energia livre e parte desta
energia deve ser dissipada para o sistema para que elas possam ser formadas. Um
dos métodos mais populares de producédo de vesiculas € a extrusdo, onde solucdes
contendo MLVs sdo forcadas através de pequenos poros, em geral longos e
estreitos, de didametro variavel, presentes em membranas de filtro de policarbonato,
usando gas pressurizado ou um sistema baseado no acoplamento de seringas.
Conforme as MLVs sdo passadas através dos poros, elas se rompem em vesiculas
menores formando as LUVs (Patty & Frisken, 2003).

A extrusdo produz uma solucdo relativamente monodispersa de vesiculas de

tamanho médio controlado, baseado no tamanho do poro presente na membrana de
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filtro, onde multiplas passagens pelo sistema baseado no acoplamento de seringas
mostram-se necessarias para que o tamanho e a multilamelaridade das vesiculas
sejam reduzidos (Patty & Frisken, 2003).

Sendo assim, as MLVs foram passadas através de um extrusor, com
membranas de filtro de policarbonato de 100 nm de diametro de poro, por 15 vezes,
gerando as LUVs utilizadas nos ensaios de agregacao de vesiculas e supressao de

fluorescéncia por acrilamida.

3.5 Medidas Espectroscopicas

3.5.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A Espectroscopia € um termo geral para a Ciéncia que estuda a interacdo dos
diferentes tipos de radiacdo com a matéria. A Espectroscopia de fluorescéncia
permite o estudo da dindmica de proteinas, de sua interacdo com membranas e
micelas, possibilitando a analise de mudancas conformacionais, uma vez que a
fluorescéncia e a dindmica ocorrem em escala de tempo muito proxima (Lakowicz,
2006).

A radiacao eletromagnética é produzida quando uma particula excitada relaxa
para niveis de energia mais baixos, fornecendo seu excesso de energia como
fétons. Quando uma substancia emite luz a partir de seu estado eletronicamente
excitado denominamos tal fenémeno de luminescéncia.

A luminescéncia pode ser dividida nos fenbmenos de fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. A fosforescéncia € a
emissao de luz a partir de estados tripletos, onde o elétron no orbital excitado tem a

mesma orientagdo de spin do elétron no estado fundamental. J4 a fluorescéncia é a
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emissdo de luz devido a uma transicdo eletrdnica permitida entre os estados
excitado e fundamental que possuem a mesma multiplicidade de spin, geralmente
em estados singletos, onde o elétron no orbital de maior energia possui spin com
orientacdo oposta ao segundo elétron no orbital fundamental, sendo estes dois
elétrons ditos emparelhados. Sendo assim, o retorno ao estado fundamental ocorre
rapidamente pela emissdo de um foton (Lakowicz, 2006).

A dependéncia temporal da intensidade de fluorescéncia apés a excitacéo é
chamada de tempo de vida, sendo, portanto, o tempo médio da molécula no estado
excitado antes da emissdo do foton (Ladokhin, 2000). A fluorescéncia € um
fenbmeno dindmico e o tempo de vida do estado excitado, proximo de 10 ns, é
suficiente para que diversas reacdes quimicas e fisicas ocorram antes da emissao.
Cabe ressaltar que o tempo de vida fosforescente é maior e varia de milisegundos a
segundos (Lakowicz, 2006).

Os fluoroforos podem ser extrinsecos, geralmente covalentemente ligados a
lisinas e cisteinas, ou intrinsecos, como triptofano, tirosina, fenilalanina e NADH
(Ladokhin, 2000). Alguns destes fluor6foros sdo sensiveis a mudancas do ambiente,
gue podem ser avaliadas através de espectroscopia de fluorescéncia.

A intensidade, medida em funcdo do comprimento de onda, é 0 espectro de
fluorescéncia. A posicao do espectro reflete mudancas na energia dos estados
excitado e basal, entre a excitacdo e a emissao de um féton. O total de intensidade
de emissao em todos os comprimentos de onda € chamado de rendimento quéntico,
sendo mais bem definido pela razdo do nimero de quanta emitido em relacdo ao
absorvido (Ladokhin, 2000).

Os aminoacidos aromaticos, tirosina (Tyr ou Y), triptofano (Trp ou W) e

fenilalanina (Phe ou F), sdo capazes de contribuir para a fluorescéncia intrinseca de
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proteinas. Embora a Tyr e a Phe sejam fluoréforos naturais em proteinas, o Trp é o
mais utilizado, sendo a aplicacdo da fluorescéncia da Tyr e da Phe limitada a
proteinas que ndo contém residuos de Trp. Cabe ressaltar que a fluorescéncia da
Tyr ndo é sensivel, por exemplo, a polaridade do solvente. Ja a fluorescéncia da Phe
é fraca e raramente utilizada em estudos de proteinas.

A bem documentada sensibilidade a fatores do meio apresentada pelos
residuos de Trp, tais como polaridade, faz da fluorescéncia de triptofano uma
ferramenta valiosa em estudos de estrutura de proteinas e dinamica. O Trp
apresenta ainda absor¢cdo em comprimentos de onda maiores, além de apresentar
maior rendimento quantico (Chattopadhyay & Raghuraman, 2004).

As propriedades fluorescentes dos residuos de triptofano, bastante variaveis e
dependentes do enovelamento protéico, fornecem uma sonda intrinseca sensivel e
informativa para diversos tipos de estudo de proteinas. Em solucdo aquosa o
triptofano apresenta uma fluorescéncia alargada, com méaximo préximo de 350 nm e
largura de 60 nm, além de um rendimento quéantico de 0,13, onde a absor¢do do
triptofano se deve a transi¢céo 1 — 1* no anel inddlico (Ladokhin, 2000).

Uma vez que o triptofano é um aminoacido bastante sensivel a qualquer
mudanca de polaridade do meio, quando em ambientes apolares, esses residuos
emitem fluorescéncia em comprimentos de onda menores (em torno de 320 nm) e,
portanto, mais energéticos. Em contrapartida, a medida que a proteina expde seus
triptofanos ao meio aquoso, estes passam a emitir fluorescéncia em comprimentos
de onda maiores e menos energéticos, uma vez que parte dessa energia é gasta
para reorientar as moléculas do solvente. Sendo assim, a mudanga na emisséo de

fluorescéncia dos triptofanos, quando excitados em um determinado comprimento de
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onda, reflete nada mais que as mudancas de polaridade do meio em que eles se
encontram (Lakowicz, 2006).

Os espectros de fluorescéncia foram realizados em um espectrofluorimetro
modelo ISS K2 (ISS Inc., Champaign, IL, EUA). A concentracdo de HCV421.445
utilizada foi 10 uM em tampéo fosfato de s6dio 20 mM no pH 7,4 ou no pH 5,5.
Todos os experimentos foram realizados a 25°C, e as andlises espectroscopicas
foram baseadas na fluorescéncia do triptofano, sendo as amostras excitadas a 280
nm e a emissao de fluorescéncia analisada de 300 a 420 nm, com intervalo de 1 nm.
A fenda utilizada na excitagdo foi de 2 nm e na emissdo de 1 nm. As solugdes
estoque das micelas foram preparadas no mesmo tampao.

O centro de massa espectral <v>, é obtido pela emissdo de fluorescéncia do
triptofano, sendo diretamente proporcional a energia de emissdo quando expresso
em nimeros de onda (cm™), e pode ser calculado conforme a equac&o abaixo:

<v>=3Xv.F/ZF (1)
onde F; € a fluorescéncia emitida em um determinado ndmero de onda vj,

sendo o0 somatoério realizado a partir de uma grande quantidade de valores F.

3.5.2 Supressado de Fluorescéncia por Acrilamida

7

A supressdo de fluorescéncia do triptofano em proteinas é um processo
altamente estudado por métodos tedricos e experimentais, sendo muito Util na
deteccdo de mudancas conformacionais de proteinas em diferentes condi¢cfes, bem
como no estudo da interacdo proteina-ligante (Lakowicz, 2006).

A interacdo ligante-proteina pode ser percebida caso o ligante aja como
supressor de fluorescéncia ou caso ele interaja fisicamente com o fluoréforo

mudando a polaridade ou acessibilidade ao solvente. O ligante pode ainda ligar em
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um sitio distante do fluoréforo, mas gerar uma mudanca conformacional na proteina
capaz de alterar o ambiente deste (Ladokhin, 2000).

A supresséo de fluorescéncia € um processo de diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia de um fluor6foro devido a interacdo do fluoréforo com uma outra
molécula ou grupo, denominado supressor. Apos a absorcao de um foton e antes da
emissao de radiacdo, a molécula fluorescente permanece no estado excitado por um
curto periodo de tempo, geralmente nanosegundos, conhecido como tempo de vida
do estado excitado. Se ocorrer uma interacdo do fluoréforo no estado excitado com
um supressor, o fluoroforo excitado pode voltar ao estado basal antes da emisséo de
luz (Chattopadhyay & Raghuraman, 2004).

A magnitude da supressdo depende da competicdo entre o0 processo de
fluorescéncia, o processo de supressdo e outros processos que levam a volta ao
estado basal sem que a emissao de luz ocorra. A magnitude da supressao também
depende da concentracdo do supressor, 0 que esta intimamente relacionado com o
namero de moléculas supressoras que estdo em proximidade com o fluoréforo
(Chattopadhyay & Raghuraman, 2004).

A interacdo entre o fluor6foro e a molécula supressora é um requerimento
basico para que a supressao ocorra. Isto pode ocorrer de duas maneiras: através da
formacdo de um complexo estatico entre o fluor6foro e o supressor, ou através de
uma colisédo dindmica com o supressor (Lakowicz, 2006).

A supressdo de fluorescéncia estatica ocorre quando a distancia entre o
fluoréforo e o supressor ndo modifica durante o tempo de vida do estado excitado do
fluoréforo, ocorrendo no estado basal por formacdo de complexos néo fluorescentes
OuU por outros mecanismos triviais e ndo-moleculares que atenuam a incidéncia de

luz (Lakowicz, 2006).
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A supressao de fluorescéncia dinamica ocorre em solugdes nao-viscosas,
guando a distancia entre o fluor6foro e o supressor modifica rapidamente durante o
tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, dando informacBes sobre a
acessibilidade ao solvente e sobre a distribuicdo de cargas ao redor do fluoréforo
caso seja usado um supressor conjugado (Ladokhin, 2000). Nestes casos, a
supressdao ocorre quando supressor e fluor6foro estdo muito préximos
(Chattopadhyay & Raghuraman, 2004).

Um caso especial de supressao dinamica ocorre quando o intervalo em que
as interac6es com o supressor ocorrem € suficientemente pequeno, de modo que
apenas as colisdes entre fluoréforo e o supressor resultam na supressdo de
fluorescéncia. Neste caso, a supressao € dita colisional. As moléculas ndo sofrem
mudancas quimicas durante a supressao colisional e a taxa com que este tipo de
supressao ocorre € limitada pela difusdo. Uma vez que a extensao do processo de
supressao colisional depende da proximidade (acessibilidade) do fluor6foro ao
supressor, este tipo de supresséo tem sido utilizado para explorar a topologia dos
residuos de triptofano em proteinas sollveis e em peptideos (Chattopadhyay &
Raghuraman, 2004).

Na supressdo colisional, o decréscimo na intensidade de fluorescéncia é

descrito pela equacao de Stern-Volmer:

Fo/lF = 1 + K [Q]= Kqto[Q] (2)

onde Fo representa a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F
representa a intensidade de fluorescéncia do ponto que esta sendo medido, K
representa a constante de supresséo de Stern-Volmer, kq representa a constante de
supressdo biomolecular, 1o representa o tempo de vida da supressdao e Q a
concentragdo do supressor. Este tipo de supressédo segue uma equacao de quase-
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primeira ordem, onde ha uma dependéncia linear do supressor (Fo/F) em baixas
concentracbes da molécula supressora ([Q]). A constante de proporcionalidade de
Stern-Volmer (Ksv) € uma importante variavel na interpretacdo do fendbmeno de
supressao colisional, onde a acessibilidade do fluoréforo ao supressor e a
acessibilidade eletrostatica do supressor sdo responsaveis por determinar tal
constante (Eftink & Giron, 1981; Calhoun et al., 1986; Lakowicz, 2006).

Em patrticular, o triptofano parece ser excepcionalmente sensivel a supressao
de fluorescéncia colisional, aparentemente devido a uma tendéncia dos anéis indol
em doar elétrons enquanto no estado excitado. A fluorescéncia do triptofano pode
ser suprimida pela agua, por varios grupamentos quimicos presentes nas proteinas,
por oxigénio, iodetos, brometos, aminas e moléculas deficientes em elétrons, como a
acrilamida (Ladokhin, 2000; Lakowicz, 2006).

A acrilamida (Esquema 5) foi utilizada como supressor extrinseco soluvel em
adgua. Sendo assim, a intensidade da emisséo de fluorescéncia do Trp diminuird na
presenca do supressor, quando ele estiver exposto ao solvente. Concentracdes
crescentes de acrilamida, 0 a 200 mM, foram acrescentadas as amostras contendo
10 uM de peptideo, na presenca ou auséncia de micelas de SDS, n-OGP, CTAB e
DPC. Quando o Trp estiver em contato com as micelas de diferentes detergentes,
ele estara protegido do supressor, e, portanto, sua intensidade de fluorescéncia sera

menos afetada pelo supressor dissolvido (Lakowicz, 2006).

N

HaMN
o

Esquema 5: Estrutura quimica do supressor de fluorescéncia soltvel acrilamida.
Extraido www.3dchem.com/molecules.asp?1D=233.
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O peptideo HCV421-445 foi pré-incubado na presenca de micelas por 5 min, em
tampao fosfato de sodio 20 mM, no pH 7,4 e no pH 5,5. A fluorescéncia do triptofano
foi medida a 333 nm, quando na presenca de micelas ou vesiculas, e a 348 nm,
guando em solucdo, sendo o triptofano excitado a 280 nm. As constantes de
supresséao de fluorescéncia (Ksv) foram obtidas a partir da regresséao linear usando a
equacao de Stern-Volmer para processos de supressao dinamicos, onde grandes
valores de Ksv sdo encontrados em fluoréforos livres em solucao ou na superficie de
uma biomolécula (Lakowicz, 2006). O teste t (Student’ t test) foi utilizado a fim de
testar a igualdade entre os valores de Ksv obtidos, onde o nivel de significancia

utilizado foi de 5%.

3.5.3 Dicroismo Circular

O dicroismo circular pode ser utilizado para estimar a conformacdo de
proteinas e acidos nucléicos; determinar mudancas conformacionais geradas pela
interacdo proteina-proteina, proteina-ADN, proteina-lipidio, proteina-ligante e ADN-
ligante; determinar a termodindmica e a cinética de enovelamento ou
desenovelamento de proteinas e acidos nucléicos; e determinar constantes de
ligacdo (Greenfield, 2004).A técnica de dicroismo circular utiliza uma fonte de luz
circularmente polarizada, onde o vetor oscila rotacionalmente para a esquerda e
para a direita, formando uma hélice ao redor do eixo de propagacdo. Moléculas
assimétricas e opticamente ativas absorvem a luz polarizada para a direita e para a
esquerda em diferentes proporc¢des, resultando na rotacdo do plano de polarizagéo
da luz de maneira dependente do comprimento de onda (Greenfield, 2004). Sendo
assim, incide-se uma luz circularmente polarizada em duas direcbes e mede-se a

diferenca de absorcao, definida como:
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Ag(L) = Age(L) — Aep(A) 3)

onde & e gp representam o0s coeficientes de extingdo molar para o0s

componentes polarizados circularmente para a esquerda e para a direita,

respectivamente, a um determinado comprimento de onda A (Ae= M*.cm™, onde M é
a concentragdo molar).

O principal cromoforo utilizado na determinagdo de estrutura secundaria em
proteinas é a ligacdo amida. De maneira bem simplificada, a ligagdo amida
(Esquema 6) apresenta os orbitais dos atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio
organizados de modo a formar trés combinagées lineares ortogonais: as ligagdes °,
m° e  (Greenfield, 2004), e as transicdes eletrOnicas entre estes orbitais gera sinais
em regides especificas do espectro de CD. As transicbes n — 1%, que envolvem a
mudanca de um elétron do orbital n para o orbital T, sdo muito fracas, estando
préximas de 320 nm no espectro de CD. Ja as transi¢cdes ™ — ¥, que envolvem a
mudanca de um elétron do orbital T° para o orbital ™, sdo fortes, sendo
representadas na faixa de 170-190 (Greenfield, 2004).

n—>n*/

0
Ca l"‘
—~cC
ﬁin — mr*
KI"-.I-.___CD
H
Esquema 6: Ligacao peptidica e orientacéo das transicbes n — m*e m — m*
Extraido de Whitmore & Wallace (2008).
O espectro de CD de proteinas geralmente pode ser dividido em trés faixas
de comprimento de onda especificos: 1) UV distante (comprimentos de onda

menores que 250 nm), onde a contribuicdo da ligacdo amida predomina; 2) UV

proximo (250 a 300 nm), onde a contribuicAo das cadeias laterais aromaticas
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predomina; e 3) na faixa que varia do UV préximo a regido visivel (300 a 700 nm),
onde a contribuicdo dos croméforos extrinsecos predomina (Sreerama & Woody,
2004).

Peptideos cuja estrutura é desordenada apresentam espectro de CD (Figura
8) similares ao da ligacdo amida, mas com uma magnitude maior. O espectro exibe
uma pequena transi¢cdo positiva n — 11" em aproximadamente 230 nm e uma Unica
transicdo ™ — T* em aproximadamente 195 nm. J& o espectro de um peptideo cuja
estrutura € em o-hélice (Figura 8) apresenta uma grande transicdo negativa n — 1"
em 222 nm, devido ao ambiente rico em ligagcdes de hidrogénio e relativamente
independente do tamanho da hélice (Pelton & McLean, 2000), e uma transi¢cao T —
T* que se divide em duas: uma banda negativa em 208 nm e uma positiva em 192

nm, que se mostram reduzidas em intensidade quando em hélices curtas.
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Figura 8: Espectros tipicos de CD de proteinas. Em vermelho, espectro da
Mioglobina, uma proteina majoritariamente em hélice. E possivel observar os dois picos
negativos (208 e 222 nm) tipicos da estrutura em o-hélice. Em azul, espectro da proteina
Concanavalina A, e, em ciano, espectro da proteina beta-Lactoglobina, proteinas ricas em
folha-B. Embora estas duas proteinas apresentem conteido muito semelhante de estrutura
secundaria em B, (46 e 45% respectivamente), as caracteristicas espectrais sdo bastante
distintas, devido ao diferente enovelamento que adotam. Em laranja, espectro do Colageno,
uma proteina rica em residuos de prolina (Adaptado de Whitmore & Wallace, 2008).

O espectro de CD de folhas-p antiparalelas (Figura 8), por sua vez, apresenta

uma banda negativa em 218 nm e uma positiva em 195 nm devido a transicao m —
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* (Greenfield, 2004). Além disso, uma banda negativa pode ser observada proxima
a 175 nm. Uma vez que a posicdo e magnitude destas bandas sdo variaveis, as
predicdes de estruturas em 3 s&o menos exatas (Pelton & McLean, 2000).

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-
715/1505, utilizando-se cubetas de quartzo, com caminho Optico de 0,02 cm. Os
espectros foram realizados a temperatura ambiente com 0,1 nm de resolucéo e a 50
nm/min de velocidade. O tempo de resposta utilizado foi de 8 s com 100 mgrau de
sensibilidade. A passagem do feixe de luz foi de 2 nm. Cada espectro representa
uma média de 10 varreduras. A concentracao do peptideo HCV21.445 utilizada foi de
200 puM, em tampéo fosfato de sddio 20 mM pH 7,4. A contribuicdo do sinal do
tampdo na auséncia e na presenca de cada reagente foi subtraida dos espectros de
CD adquiridos para cada amostra. Cabe ressaltar que nao foi adicionado DMSO as
amostras analisadas. Para diluir as amostras estoques preparadas em SDS 100 mM
e TFE 100%, foi utilizado tampéao fosfato de so6dio 20 mM. A partir de andlises de
regressao linear, decomposicbes em valores singulares e andlises de restricao
convexas aplicadas aos espectros de CD, é possivel quantificar o grau de
estruturacdo em a-hélice, folha B e voltas (Greenfield, 2004). Sendo assim, a
desconvolucdo dos espectros de CD foi realizada através do site dichroweb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtm), utilizando trés programas de
analise diferentes: SELCON, CONTIN e CDSSTR, e ao menos dois conjuntos de
referéncia diferentes.

O método CONTIN, desenvolvido por Provencher e Glockner (1981), é capaz
de ajustar o espectro de CD de proteinas desconhecidas através de combinacdo

linear com diversos espectros de proteinas de estrutura conhecida presentes no

61



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

banco de dados do programa. Este método € relativamente bom para estimar o
conteudo de estrutura de volta-p (Greenfield, 2004).

O método SELCON, desenvolvido por Sreerama e Woody (1994), é uma
modificacdo do programa de selecdo de variaveis, mais rapido, e muito bom para
estimar o contetdo de folhas e voltas  em proteinas (Greenfield, 2004).

O método CDSSTR foi desenvolvido por Johnson (1999) e combina diversos
métodos. Um novo recurso implementado neste método é a utilizacdo de apenas um
namero minimo de proteinas referéncia (selecionadas aleatoriamente) para que uma

boa analise seja obtida (Sreerama & Woody, 2000).

3.5.4 Anélises de Agregacao Vesicular

Quando a radiacdo atravessa uma camada de um solido, liquido ou gas,
algumas frequéncias sao seletivamente removidas pela absor¢édo, um processo no
qgual a energia eletromagnética € transferida para atomos, ions ou moléculas que
compdem a amostra. Na regido espectral do UV-visivel, a radiagdo promove a
transicdo de elétrons do estado fundamental para o estado excitado. A absorcéo
ocorre quando a energia da mesma € igual a diferenca de energia entre dois estados
eletrénicos. As medidas de absor¢cdo baseadas em radiacdo ultravioleta e visivel
encontram vasta aplicacdo para identificacdo e determinacdo de espécies organicas
e inorganicas (Skoog et al., 2002).

A espectroscopia de absorcdo Optica compara a intensidade de um feixe de
luz transmitido através de uma amostra, com a intensidade incidente, e as medidas
sdo normalmente feitas em um comprimento de onda correspondente a um pico de

absorcdo, uma vez que a variacdo na absorbancia por unidade de concentracéo € a
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maior possivel neste ponto; sendo obtida assim, a maxima sensibilidade (Skoog et
al., 2002).

A agregacéo e a justaposicdo de membranas lipidicas é um passo essencial
no processo de fusdo de membranas nos sistemas vivos. De maneira similar, a
agregacao também é importante nos sistemas modelo de membrana, tais como as
vesiculas lipidicas, sendo um precursor dos eventos de fusdo. Apds a agregacéo, as
vesiculas podem permanecer como entidades individuais ou podem misturar seus
lipidios. Caso haja a mistura de lipidios, dois eventos podem acontecer: a hemifusao
e a fusdo completa (Cummings & Vanderlick, 2007).

A agregacao nao € um processo espontaneo, e geralmente requer um agente
indutor de agregacao. Os peptideos de fusdo sao capazes de facilitar o processo de
agregacao vesicular (Cummings & Vanderlick, 2007).

A agregacao de vesiculas unilamelares grandes (LUV) pode ser monitorada
por medidas de turbidez. As medidas de turbidez apresentam grande confiabilidade
e aplicabilidade para medir o tamanho de particulas em crescimento, onde aumentos
na turbidez sdo consequéncia do aumento de tamanho das vesiculas lipidicas
(Rodriguéz-Crespo et al.,, 1995). Sendo assim, lipossomos de diferentes
composic¢des, com diametro de 0,1 um, foram preparados em tampao fosfato de
sédio 20 mM, no pH 7,4 ou no pH 5,5. As mudancas na agregacao das vesiculas
foram monitoradas por medidas de absorbéancia, a 360 nm, utlizando um
espectrofotdmetro Ultrospec 100. Aliquotas de uma solucdo estoque de HCVj21.415,
preparada em 100% DMSO foram adicionadas a 500 pL de suspenséo de vesicula
cuja concentracao final de lipidio era de 130 uM, nas propor¢des de 0,1; 0,2; 0,3 e
0,4 peptideol/lipidio, sendo a concentracao final de HCV421.445 52 uM. As amostras

foram incubadas por 30 minutos, na presenca de LUVs compostas de PC, PG ou
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PC:PG (1:1), em cada uma das proporcdes peptideol/lipidio, a 37 °C. A fim de avaliar
a absorbancia das vesiculas lipidicas e do peptideo sozinho, amostras controle
foram analisadas, contendo vesiculas acrescidas apenas de quantidades
equivalentes de DMSO na auséncia de peptideo, ou contendo apenas o peptideo. A

contribuicdo do espalhamento de luz das solu¢des foi devidamente subtraida.

3.6 Calorimetria de Titulacéo Isotérmica

A calorimetria de titulacdo isotérmica é a Unica técnica capaz de medir a
mudanca entalpica provocada pela ligacdo entre duas moléculas, ao ser capaz de
medir o calor associado a mistura e reacdo de duas solucdes de diferentes
composicdes. Esta técnica pode ser utilizada para acompanhar tanto processos
fisicos como quimicos que envolvam a liberagdo ou o ganho de calor, através da
utilizacdo de um calorimetro, sendo possivel ainda derivar toda a termodindmica
envolvida no processo em questdo (Heerklotz & Seelig, 2000; Holdgate & Ward,
2005).

A técnica de ITC é utlizada para investigar e entender as forcas que
estabilizam a conformacéo enovelada de proteinas, para avaliar as interacdes entre
macromoléculas bioldgicas, incluindo interacbes proteina-proteina, proteina-acido
nucléico e proteina-lipidio (Pierce et al., 1999).

O calorimetro € um instrumento altamente sensivel e rapido, constituido de
duas celas “quase” idénticas (Figura 9) compostas de material condutor térmico
altamente eficiente: uma cela de referéncia, geralmente preenchida com agua ou
tampdo, e uma cela que contém a amostra em analise, onde sera injetada a
molécula a ser titulada, através de uma seringa acoplada a um motor. A molécula

reagente é injetada em pequenas aliquotas de 5 a 10 uL e a ponta desta seringa

64



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

serve ainda como um agitador, uma vez que a seringa fica em rotacdo constante,
previamente determinada, durante todo o experimento (Heerklotz & Seelig, 2000).
Ambas as celas sdo isoladas do ambiente por uma jaqueta quase adiabatica,
resfriada por um sistema peltier, e aquecida por um sistema capaz de manter a
temperatura do sistema exatamente igual a da cela de referéncia
(http://keck.med.yale.edu/biophysics/VP_ITC_MANUAL_ 11 20 02a.pdf).

(-] @b

|Cela da Referéncia ‘ Fela da Amostre1

I I
Poténcia Constante Sensor de
aplicada a referéncia Retroalimentagéo

A
AT

Jaqueta adiabatica

Figura 9: Representacdo esquematica do instrumento de ITC. Duas celas, uma de
referéncia e outra de amostra, sdo isoladas do ambiente externo por uma jaqueta quase
adiabatica. Uma pequena poténcia constante é aplicada por um aquecedor a cela de
referéncia, ativando um circuito de retroalimentacédo capaz de aplicar poténcia variavel a cela
de amostra. Este sistema mantém as celas em temperaturas idénticas. Dependendo da
natureza da reacdo, ha liberacdo ou ganho de calor na cela de amostra, promovendo a
ativacdo ou desativacao do sensor de retroalimentacédo da cela de amostra, a fim de continuar
mantendo as celas em condicdes isotérmicas (Adaptado de Holdgate & Ward, 2005).

Circuitos termosensiveis sdo responsaveis pela deteccdo das diferencas de
temperatura entre as celas de referéncia e de amostra e entre as celas e a jaqueta
externa. Aquecedores localizados em ambas as celas sao ativados, quando
necessario, para manter a temperatura idéntica entre todos os componentes (Pierce
et al., 1999). Portanto, o calorimetro € um aparelho adiabéatico que trabalha com
compensacao de trabalho, onde a diferenca de temperatura gerada pelo ganho ou

perda de calor pode ser medida como fluxo de calor (Q/t) em fungcéo do tempo (1), e,
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a integral deste fluxo representa o calor (Q) envolvido na reacdo (Heerklotz &
Seelig, 2000).

A técnica de ITC permite a analise de pardmetros como entalpia (AH),
entropia, energia livre de Gibbs, afinidade de ligacdo e estequiometria de reacéo
(Freire, 2004; Holdgate & Ward, 2005). Outro parametro que pode ser obtido é a
capacidade calorifica (ACp). O ACp pode ser determinado avaliando as mudancas
no fluxo de calor e consequente AH, em diferentes temperaturas. Valores negativos
de ACp indicam que o complexo precisa de menos energia para que a temperatura
possa se elevar e geralmente indicam o predominio de interacdes hidrofébicas
(Holdgate & Ward, 2005). Sendo assim, os parametros acerca da interacdo
peptideo-micela foram adquiridos utilizando um calorimetro de titulagdo VP-ITC
(MicroCal, LLC., Northampton, MA, EUA), ao titular o peptideo HCVy21.445 €M uma
solucdo contendo concentracdes micelares de diferentes detergentes. As titulacdes
foram realizadas adicionando-se 5 uL de peptideo/injecao, a partir de uma solucdo
estoque de 100 uM, a cela calorimétrica (de volume final igual a 1.422 ulL) contendo
SDS a 20 mM ou n-octil-B-D-glicopiranosideo a 40 mM, ambos diluidos em tampao
fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 ou 5,5. Cada injecao foi realizada em um periodo de
5 s, com um espaco de 360 s entre cada injecao.

A técnica de calorimetria de titulacédo isotérmica também é muito utilizada na
guantificacdo e analise do comportamento de micelizacdo de surfactantes. ITC mede
a mudanca diferencial de entalpia gerada quando uma solucédo de surfactante em
concentracdes acima da CMC é continuamente titulada em um solvente puro (Dai &
Tam, 2003). Sendo assim, para a determinacdo da CMC dos diferentes detergentes
empregados, foi utilizado o calorimetro de titulacdo VP-ITC (MicroCal, LLC.,
Northampton, MA, EUA), e a seringa foi preenchida por uma solucdo de detergente
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de concentracdo bastante superior a CMC em &agua (SDS 100 mM, CTAB 10 mM e
n-OGP 300 mM), sendo a cela da amostra, de volume igual a 1.422 uL, preenchida
com tampao fosfato de sodio 20 mM, no pH 7,4 ou no pH 55. As CMCs foram
determinadas a 25 °C, mesma temperatura em que 0S experimentos de
espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular foram realizados. Foram
realizadas 32 injecdes de 1,5 uL para a determinacdo da CMC do SDS, 60 injecbes
de 3 pL para a determinacdo da CMC do n-OGP e 110 injecbes de 2 uL para a
determinacdo da CMC do CTAB.

O programa Origin 7.0 (MicroCal, LLC., Northampton, MA, EUA) foi utilizado
para a determinacdo dos parametros termodindmicos da interacdo peptideo-micela e
da CMC dos surfactantes. Uma vez que o calor associado a ligacao/interacdo da
molécula é obtido pela integral dos picos (Holdgate & Ward, 2005), os valores de
AH (Figuras 10A-B) e ACp puderam ser calculados. Para tal, foram utilizadas trés
temperaturas distintas: 37 °C, 25 °C e 15 °C. Cabe ressaltar que experimentos
controle foram realizados titulando as micelas em uma solucéo tampao na auséncia
de peptideo em todos os valores de pH e em todas as temperaturas para que o calor
de diluicdo pudesse ser calculado e devidamente descontado, embora este tenha
sido sempre muito pequeno quando comparado ao calor envolvido na interacéo
peptideo-micela.

A CMC dos surfactantes pode ser calculada a partir da injecdo de pequenas
aliquotas de micelas de detergente na cela contendo solugcdo tampao, o que provoca
uma grande diluicdo destas micelas, havendo o seu rompimento e a consequente
liberacdo dos monémeros que é acompanhada de um ganho ou uma perda de calor.
Sendo assim, quando a concentracao de surfactante na cela € menor que a CMC a

entalpia observada contém o calor proveniente da desmicelizacdo e o efeito de
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diluicdo. Quando a concentracdo de surfactante excede a CMC, apenas a entalpia
de diluicdo da micela é medida, o que permite calcular o ponto médio de uma
transicdo alargada (Figuras 10C-E), que representa a CMC do detergente

(Heerklotz & Seelig, 2000; Dai & Tam, 2003).

Figura 10: Determinagdo do AH e da Concentracdo Micelar Critica a partir de
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experimentos de ITC. (A) Exemplo do resultado obtido a partir de uma titulagdo utilizando a
técnica de ITC. A interacdo ligante/macromolécula libera calor, representado pelos picos
negativos. Uma vez que a saturacdo é alcancada, os picos observados sédo devido a diluigao.
(B) O gréfico da &rea de cada pico versus a razao molar permite o calculo, utilizando analises
nado lineares, do AH. Cabe ressaltar que a integral é aplicada apds a devida subtragdo do
efeito de diluicdo e normalizac@o por mol de ligante injetado (Adaptado de Freire, 2004). (C)
Perfil do fluxo de calor obtido em experimentos de determinacdo da CMC de surfactantes.
(D) Grafico da area abaixo de cada pico versus a concentracao de detergente. Inicialmente as
micelas sdo completamente destruidas e o calor de desmicelizacdo é medido. A medida que a
concentracdo de surfactante aumenta, o processo de desmicelizagdo para e a entalpia da
reacdo se aproxima de zero, restando apenas um pequeno calor de diluicdo. A CMC é
definida como o ponto médio da curva sigmoéide obtida. (E) Aplicando-se a primeira
derivada na curva sigmoide, é possivel uma melhor visualiza¢cdo da faixa correspondente a
CMC, representada pelo pico da curva (Adaptado de Heerklotz & Seelig, 2000).
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3.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Proteinas

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permite a determinacdo da estrutura
de proteinas em solucdo, sendo capaz de refletir de uma maneira geral, as
caracteristicas da molécula quando em condi¢bes fisiologicas (Bierzyfiski, 2001).
Além disso, a RMN é utilizada amplamente em estudos de interacdo entre
biomoléculas, sendo atualmente o Unico método experimental capaz de revelar
informacgdes estruturais de alta resolucao de proteinas e peptideos em solucéo.

A informacdo estrutural, menos restrita, basica provida por RMN é derivada do
efeito Overhauser Nuclear (NOE), e assume a forma de mapas de contato, indicando
os pares de hidrogénios que estdo proximos no espaco, cerca de 5 A (Bierzyfiski,
2001). A magnitude do NOE ¢é dependente da distancia de separacdo entre 0s spins
gue estao interagindo, dentre outros fatores.

Vérios tipos de experimentos podem ser realizados para a determinacdo
estrutural, desde experimentos unidimensionais, em trés dimensdes, e até mesmo 7
dimesndes, diferindo de acordo com o tamanho da molécula.

Os experimentos unidimensionais de uma amostra de proteina ou peptideo
sdo importantes, pois evidenciam aspectos relacionados a pureza e dispersédo de
deslocamento quimico da amostra, sugerindo se a amostra € factivel ou ndo para a
determinacdo da sua estrutura através desta técnica. Estes experimentos s6 podem
ser utilizados para a determinacdo de estrutura de peptideos que contenham até 10
residuos, embora esta ndo seja uma tarefa facil devido as inUmeras sobreposicoes
gue ocorrem no espectro (Clore & Gronenborn, 1991).

Através da utilizacdo de espectros em duas dimensfes tornou-se possivel
visualizar a interacdo entre os hidrogénios através de dois deslocamentos quimicos,

aumentando a resolucdo do espectro, possibilitando o assinalamento da sequéncia
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de aminoacidos de maneira especifica, através da andlise e da classificacao dos
sistemas de spin (Clore & Gronenborn, 1991). Nos espectros bidimensionais, as
correlacdes entre duas frequéncias sao registradas. Os hidrogénios correlacionados
sdo encontrados a partir de projecbes ortogonais entre dois eixos de frequéncia,
onde F2 é a dimensdao direta e F1 a indireta (Zerbe & Bader, 2002). Sendo assim, 0s
experimentos bidimensionais homonucleares, como o “total correlation spectroscopy”
(TOCSY) e o “nuclear Overhauser enhancement spectroscopy” (NOESY), e os
heteronucleares como o0 “heteronuclear single quantum correlation” (HSQC) e
“heteronuclear multiple-quantum coherence” (HMQC), sao utlizados para a
determinacdo estrutural de peptideos e proteinas, onde cada um desses
experimentos fornece informacdes relativas aos hidrogénios da molécula, que
guando em conjunto propiciam a determinacéo da estrutura da mesma.

Os experimentos em duas dimensdes permitem a determinacdo da estrutura
apenas de pequenas proteinas, de até cerca de 100 residuos. Acima deste limite ha
grande sobreposi¢éo devido ao grande nimero de ressonancias, impossibilitando a
interpretacdo do espectro; além de uma reducdo na eficiéncia da transferéncia de
magnetizacao, levando a uma delineagéo incompleta dos sistemas de spin (Clore &
Gronenborn, 1991).

O experimento bidimensional TOCSY é baseado no acoplamento escalar,
criando correlagdes entre todos os hidrogénios que compdem um sistema de spin, 0
gue permite seu completo assinalamento. Neste experimento, os picos de correlagéo
cruzados aparecem entre spins que estdo ligados covalentemente um ao outro, e a
magnetizacdo € transferida até trés ligacdes (excecao prolina e cadeia lateral
aromatica), sendo interrompida pela presenca de um heteroatomo, permitindo que

cada linha observada nos espectros de TOCSY contenha apenas picos
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correspondentes a hidrogénios pertencentes a um mesmo sistema de spin (Zerbe &
Bader, 2002).

As ressonancias dos hidrogénios séo classificadas de acordo com o
deslocamento quimico caracteristico para HN, Ho, HB, H3. Sendo assim, os
espectros sdo analisados através de regides caracteristicas (regides amidicas, a, B,
d), onde cada aminoacido possui uma faixa de deslocamento quimico podendo
diferir um pouco de acordo com o0 ambiente quimico.

Nos espectros de TOCSY podemos obter as correlacdes intra-residuos, e
alguns aminodacidos possuem picos caracteristicos em deslocamentos quimicos
especificos que sao facilmente reconhecidos em um espectro, servindo de base para
iniciar o assinalamento (Figura 11). Os aminoacidos podem ser identificados através

de uma tabela de deslocamentos quimicos médios para cada aminoacido.
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Figura 11: Hidrogénios em acoplamento escalar de um fragmento peptidico contendo
glutamato. As setas vermelhas e as azuis indicam acoplamento 3Jx+ € 2JnH, respectivamente,
que sé podem ocorrer entre hidrogénios de um mesmo aminoacido. A cadeia lateral dos
aminodacidos que precedem e sucedem o glutamato é representada pela letra R. Ao lado do
fragmento polipeptidico é apresentado o desenho esqueméatico de um espectro
bidimensional de TOCSY, evidenciando os picos de correlacdo dos préotons do glutamato
(circulos vermelhos). Os picos em preto na diagonal do espectro sdo os sinais de ressonancia
de cada pro6ton do glutamato (Adaptado de Withrich, 1986).
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O NOESY é baseado no acoplamento dipolar, correlacionando atomos
préximos no espaco. Sendo assim, os espectros de NOESY contém toda a
informacao sobre os hidrogénios que estdo em proximidade, permitindo a analise do
arranjo tridimensional dos atomos, ou seja, permitindo a determinacao da estrutura
tridimensional de proteinas. Geralmente, o espectro de NOESY de peptideos
apresenta poucos picos e de pequena magnitude, uma vez que 0s peptideos sao
moléculas muito menos compactas (Bierzyfiski, 2001).

A combinacao de acoplamentos escalares entre hidrogénios e conectividades
intraresiduais estabelecidas por NOEs permite o assinalamento do esqueleto
carbodnico de uma proteina caminhando por seus hidrogénios. Em outras palavras,
os sistemas de spin de dois aminoacidos vizinhos podem ser conectados via Ha-HN

ou HN-HN (Figura 12).
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Figura 12: Conectividade para um aminoacido. Segmento hipotético de um peptideo
demonstrando o acoplamento escalar ocorrendo entre os hidrogénios do aminoacido “i+1”,
compondo o sistema de spin do aminoéacido (Extraido de Gomes-Neto, 2009).

Embora a aplicacdo da espectroscopia heteronuclear seja limitada pela baixa
sensibilidade e pela baixa abundancia natural do *C (1,03%) e do *°N (cerca de trés
vezes menor que a do 3C), estes experimentos sdo importantes no processo de

assinalamento dos espectros de hidrogénio, possibilitando determinar qual
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hidrogénio esta ligado a qual carbono (ou nitrogénio), uma vez que o HSQC e o
HMQC sao experimentos que correlacionam o deslocamento quimico de hidrogénios
com o deslocamento quimico do heteronucleo ligado diretamente a ele, utilizando,
portanto, acoplamentos via ligacdo quimica. E interessante ressaltar que para este
tipo de experimento ser realizado para proteinas maiores do que 8 kDa é necesséria
a enriquecimento isotopico da molécula.

O HSQC e 0 HMQC, portanto utilizam **N ou **C em uma dimens&o, enquanto
na outra dimensao observamos a informacdo do hidrogénio, possibilitando a anélise
de todos os hidrogénios amidicos da molécula e de cadeia lateral de alguns
residuos, evidenciando fatores como dispersdo e pureza da amostra. Ao utilizar o *3C
em uma das dimensdes, torna-se possivel o assinalamento dos hidrogénios das
cadeias laterais, CHz, CH3, CH e CHo.

A estrutura secundéaria e a inser¢cdo do candidato a peptideo de fusdo do
Virus da Hepatite C podem ser avaliadas a nivel atbmico utilizando RMN, e micelas
como modelo de membrana. As amostras de RMN foram preparadas adicionando
SDS-425 ou DPC-435 (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, EUA) a tampéo
fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4, contendo 10% de agua deuterada (D,O) (99,9%,
Isotec, Inc.) e 950 uM de HCVy21.445. O estoque de HCV421.445 fOi preparado em
100% DMSOq.6 (99,9%, Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, EUA), sendo
a concentragdo final na amostra de DMSOgy.s de 10%. A amostra final continha 950
uM de HCVyz1.445 livre ou na presenca de 50 mM de SDS-425 ou 200 mM de DPC-g3s.

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro BRUKER Avance
DRX600 operando a 600,13 MHz. Os espectros de TOCSY foram obtidos utilizando
a sequéncia de pulso MLEV-17 (Bax & Davis, 1985), com 256 pontos em f1 e 2048

pontos em f2, com 128 acumula¢des com tempo de mistura de 60 ms. Os espectros
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de NOESY foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso noesygpphl9
(programa de pulso da Bruker), com 256 pontos em f1 e 2048 pontos em f2 com 96
acumulacdes utilizando tempo de mistura de 120 e 300 ms. A supressao da agua foi
realizada através do uso da técnica de WATERGATE (Piotto et al., 1992). Os
experimentos do peptideo livre, na presenca de SDS e na presenca de DPC foram
adquiridos a temperatura de 25 °C.

A aquisicdo dos experimentos de RMN foi realizada através do programa
TopSpin 1.3 (Bruker BioSpin). Os dados foram processados com NMRPIPE (Delaglio

et al., 1995) e analisados com NMRVIEW (Johnson, 2004), verséo 5.0.
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4— Resultados
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A fusdo de membranas é um processo fundamental para a sobrevivéncia de
células eucaridticas, além de representar a via de entrada e infeccdo de virus
envelopados (Sollner, 2004). Em geral, apenas uma proteina viral € responsavel pelo
processo de fusdo de membranas, embora recentemente algumas evidéncias
indiquem que diversas mudancas conformacionais em diferentes regides das
proteinas de fusdo seriam necessarias para que as membranas viral e celular
pudessem fusionar completamente (Lavillette et al., 2007). Desta forma, uma ou mais
proteinas da membrana viral facilitam as varias etapas de fuséo.

Embora a fusdo entre duas membranas seja termodinamicamente favoravel,
existe uma barreira cinética alta que € ultrapassada pelas proteinas de fuséo viral,
através da utilizacdo da energia livre liberada durante alterac6es conformacionais,
responsaveis pela exposicdo de pequenos segmentos hidrofébicos conservados, os
peptideos de fusdo (Martens & McMahon, 2008). Os peptideos de fusdo podem ser
encontrados em trés formas: na por¢cdo N-terminal da proteina de fusao, como alcas
internas simples e como alcas internas bipartidas, onde os dois peptideos de fusao
interagem com a membrana alvo celular (White et al., 2008).

Embora o principio geral da fusdo de membrana e a importancia dos
peptideos de fusdo neste processo sejam reconhecidos ha bastante tempo, o
mecanismo exato de acao dos peptideos de fusdo permanece desconhecido (Li et

al., 2003).

4.1 Analise Teorica da Hidrofobicidade do Peptideo de Fuséo

O genoma do HCV codifica duas glicoproteinas de envelope, E1 e E2, que
interagem formando um heterodimero que apresenta multiplas regides hidrofébicas

gue participariam diretamente do processo fusogénico, incluindo a regido que
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compreende os residuos 265 a 296, na E1, (Garry & Dash, 2003; Drummer et al.,
2007; Pérez-Berna et al., 2008; Bruni et al., 2009), e as regides que compreendem
os residuos 419 a 433 e 597 a 635, na E2 (Pacheco et al., 2006; Helle & Dubuisson,
2008; Pérez-Berné et al., 2008).

Embora o alinhamento de sequéncias da glicoproteina E1 com a regido
fusogénica dos Flavivirus tenha revelado inUmeras semelhancas, a proteina E2
apresenta trés subdominios homologos a glicoproteina E dos Flavivirus. Desta forma
a identificacdo definitiva da proteina e do peptideo de fusdo ainda ndo esta
concluida (Bruni et al., 2009). Além disso, diferentes regiées das proteinas E1 e E2
poderiam cooperar para o evento de fusao.

A utilizacdo de sistemas de pseudoparticulas revelou que as regifes dos
residuos 267-290 (E1), 419-433 (E2) e 597-620 (E2) sao bastante
membranotrépicos e apresentam caracteristicas comuns aos peptideos de fusao
virais. Baseado no fato da regido fusogénica dos flavivirus e dos alfavirus incluir ao
menos trés glicinas, um triptofano, duas fenilalaninas e alguns outros residuos
bastante hidrofobicos (Lavillette et al., 2007), bem como apresentar histidinas
possivelmente envolvidas em mecanismos sensores de pH (Stiasny et al., 2009),
selecionamos o peptideo membranotrépico correspondente a sequéncia 421 a 445
da glicoproteina E2 do HCV para ser sintetizado e purificado pela Genscript USA,
Inc. No presente estudo, as propriedades da interacdo deste candidato a peptideo
de fuséo do Virus da Hepatite C com membranas biomiméticas foram investigadas.
Além da caracterizacdo da interacdo deste peptideo com micelas e bicamadas
lipidicas, a importancia das histidinas, que ocupam as posices 421 e 445, para o
evento de fuséo, também foi avaliada, uma vez que em baixo pH a histidina deixa de

estar em sua forma neutra e passa a estar protonada.
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Alguns peptideos de fusdo podem ser preliminarmente identificados por
andlises baseadas na sequéncia de aminoacidos, na hidrofobicidade e no potencial
de ligacdo a membranas (White et al., 2008).

As escalas de hidrofobicidade sdo um requisito basico fundamental para a
descricdo quantitativa da particdo do peptideo e de seu enovelamento. Estas
escalas geralmente séo provenientes de estudos da energia livre da transferéncia de
aminoacidos da fase ndo polar a agua. A partir dos valores individuais de
hidrofobicidade de cada aminoacido € possivel construir um gréfico de
hidrofobicidade versus posicdo do aminoacido, onde cada aminoacido € avaliado
conforme seu grau de hidrofobicidade, e quanto mais hidrofébico maior o valor
atribuido a este residuo (White, 1994).

A escala de Wimley e White (1996) é baseada em estudos de duas familias
de peptideos particionados em LUVs compostas de palmitoiloleoilfosfatidilcolina e
leva em consideracao a contribuicdo das ligacdes peptidicas. De acordo com esta
escala de hidrofobicidade (Figura 13), HCVa21.445 apresenta duas regides que
possuem propensao a particionar em membranas, indicadas por valores positivos no
gréafico. Os segmentos correspondem a por¢ao 436 a 444, que compreendem os trés
aminoacidos aromaticos bem como os residuos comuns a peptideos de fuséo:

alanina, glicina e leucina.
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Figura 13: Analise da hidrofobicidade do candidato a peptideo de fusdo do Virus da
Hepatite C, HCVa21-45. Gréafico de hidrofobicidade do peptideo correspondente aos residuos
421-445 da glicoproteina de fusdo E2, utilizando a escala de hidrofobicidade de Wimley e
White. Os dois segmentos que apresentam propensdo a particionar em bicamadas lipidicas
estdo indicados por barras pretas no topo do grafico.

4.2 Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica

Os agregados de surfactantes podem ser caracterizados pela geometria dos
agregados e por sua composicao, onde a energia livre de micelizacao é na verdade
a soma de diversas contribuicbes (energia livre de transferéncia, de interface, de
empacotamento, estérica e eletrostatica) de energia livre e da perda de entropia
translacional do contra-ion. A formacdo das micelas é dirigida primeiramente pelo
efeito hidrofébico, embora as forcas de van der Waals, as ligac6es de hidrogénio e
as interacbes eletrostaticas (no caso de surfactantes carregados) também
apresentem papel importante em determinar como a formagédo de micelas ocorre
(Stephenson et al., 2006).

A CMC e o numero de agregacédo sao especificos de cada surfactante, sob

um determinado conjunto de condi¢cbes, embora algumas generalizagcbes possam
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ser feitas: o aumento do tamanho da cadeia hidrofébica diminui a solubilidade do
surfactante em agua, e consequentemente a CMC; por sua vez, surfactantes ibnicos
apresentam maior solubilidade em agua, apresentando maior CMC (Njus, 2000).

As micelas tém sido utilizadas para solubilizar proteinas ou mimetizar
ambientes de membrana, permitindo a analise conformacional de diversos
peptideos. No presente estudo, micelas de SDS, n-OGP, CTAB e DPC foram
utiizadas como modelos miméticos de membrana, permitindo a analise
espectroscopica, calorimétrica e de ressonancia magnética nuclear da interacdo do
HCV421.445s cOm membranas idnicas, ndo ibnicas e zwiteridnicas, possibilitando a
analise conformacional e a extracao de parametros termodinamicos destes tipos de
interacdo, sendo a CMC, dos diferentes detergentes, determinada através de um
calorimetro de titulacdo, a 25°C. Na figura 12, o termograma que permite a

determinacdo da CMC do SDS pode ser observado (Figura 14).

300

200

AH

100

SDS (mM)

Figura 14: Termograma da calorimetria de titulacdo isotérmica do SDS em tampéo
fosfato de s6dio. A CMC do detergente SDS foi calculada a partir da primeira derivada do
termograma apresentado pela titulacdo do detergente em tampéo fosfato de s6dio 20 mM, no
pH 5,5, curvas pretas e no pH 7,4, curvas vermelhas, a 25°C.
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Quando a concentracéo do surfactante na cela, durante a titulagédo, encontra-
se abaixo da CMC, a entalpia observada contém o calor de desmicelizacdo do
surfactante e o efeito de diluicdo, e quando a concentracdo excede a CMC, apenas
a entalpia de diluicdo da micela. Uma vez que as entalpias de diluicdo do monémero
e da micela sdo negligenciaveis comparadas a entalpia de desmicelizacdo, uma
transicdo préxima da CMC é observada (Dai & Tam, 2003). A partir da primeira
derivada do termograma apresentado foi possivel determinar a CMC nas condi¢des

utilizadas nos experimentos apresentados neste trabalho (Tabela 1).

Tabela 1; Parametros termodinamicos das micelas de SDS, CTAB e n-OGP, a 25 °C,
em tampao fosfato de sédio 20 mM.

Detergente pH CMC (mM)
SDS 5,5 2,62
7,4 3,37
CTAB 55 0,29
7,4 0,24
n-OGP 5,5 28,6

4.3 Anélise Espectroscopica da Interacdo Peptideo-Micela

Devido a natureza hidrofébica dos peptideos de fusdo, acredita-se que eles
interagem primeiramente com os lipidios da membrana celular, e inameros estudos
tém sido feitos utilizando peptideos sintéticos e micelas ou vesiculas fosfolipidicas
com composicdes lipidicas definidas, a fim de simular a fusdo mediada pelas
proteinas de fusdo (Mazzini et al., 2007).

A interacé@o do peptideo HCVa421-445 com micelas de diferentes detergentes foi
analisada através de espectroscopia de fluorescéncia utilizando os residuos
aromaticos presentes na sequéncia de aminoacido deste peptideo. O Trp apresenta
um maximo de emissado livre da interferéncia da Tyr em 295 nm. Entretanto, a

analise do espectro de absorcdo do Trp presente no peptideo HCV4;1-445 (Figura 15)
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mostra um maximo de absorcdo a 280 nm. Analises da emissdo de fluorescéncia
foram realizadas utilizando os comprimentos de onda de excitacdo de 280 nm
(Figura 15) e 295 nm, ndo havendo diferenca significativa entre os espectros (dado
nao mostrado). Sendo assim, todos os demais experimentos de espectroscopia de
fluorescéncia foram realizados utilizando o comprimento de onda de excitacao 280
nm.

A andlise do espectro de emissdo de fluorescéncia do peptideo HCVyz1.445
livre em solucdo (Figura 15) indica a exposicdo dos residuos de Trp ao meio
aguoso, uma vez que o0 espectro apresenta um maximo de emissdo em 350 nm e

largura de 60 nm, condizente com a transi¢céo T — 11* no anel inddlico.

1,0 -

0,8 1

0,6 1

0,4 1

Intensidade Normalizada

0,2 -

T T T T T T T T T

260 280 300 320 340 360 380 400 420

Comprimento de Onda (nm)

Figura 15: Espectro de absor¢ao e emissado de fluorescéncia dos residuos de Trp e Tyr
presentes no peptideo HCVai4. A densidade 6tica foi escaneada de 250 a 300 nm. Os
residuos de Trp/Tyr foram excitados em 280 nm e a emissdo de fluorescéncia foi varrida de
300 a 420 nm. O espectro de absor¢ao estd mostrado em preto e o de emissédo, em vermelho. A
concentragdo de peptideo foi de 50 uM em tampéo Fosfato de s6dio 20 mM no pH 7,4.

A obtencdo dos parametros termodinamicos da ligacdo de peptideos de
membrana a micelas é extremamente Gtil para a formulacdo de modelos fisicamente

relevantes. A particao de peptideos em membranas é geralmente acompanhada pela

formacdo de estruturas secundarias; e o fato das proteinas apresentarem grande
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guantidade de estrutura secundaria na presenca de SDS € sabido ha algum tempo
(Wang et al., 1996).

A interacdo do peptideo HCV421.445 cOm micelas foi entdo primeiramente
analisada na presenca do detergente anionico SDS. Na presenca de micelas
aniénicas de SDS, o pico do comprimento de onda de emissdo é desviado de 350
nm para cerca de 330 nm (Figura 16A). Este desvio para o0 azul é representativo dos
residuos de Trp, completamente expostos a agua em tampéao, sendo particionados
dentro de um ambiente mais hidrofébico fornecido pelas micelas (Lakowicz, 2006).

A analise do centro de massa espectral, calculado a partir do espectro
convertido para numero de ondas, permite uma melhor avaliacdo da interacdo do
peptideo com os mondmeros e micelas dos diferentes detergentes nos diferentes
valores de pH (Figura 17). O centro de massa do peptideo HCV,21-.445 €m solucéo é
de aproximadamente 28,450 cm™, o que nos indica que na média estes triptofanos
estdo em ambiente polar, ou seja, estdo expostos ao solvente. Conforme o SDS é
adicionado a solucdo em pH 5,5, o centro de massa aumenta (Figura 17A),
atingindo seu valor maximo de aproximadamente 29,350 cm™, antes mesmo da
adicdo de 1 mM de SDS a solucéo, indicando que o peptideo HCVy21.445 € capaz de
interagir com a forma monomeérica do SDS. Quando a concentra¢do micelar critica é
alcancada, micelas séo formadas na solucdo, ndo havendo variacdo do centro de
massa espectral. Entretanto, em pH 7,4, o maximo de desvio de centro de massa s6
€ alcancado em concentracfes superiores a 2 mM de SDS, indicando que interacéo
peptideo-monémero ocorre em faixas de concentracdes maiores, possivelmente
devido a repulsédo entre o peptideo carregado negativamente e as cabecas polares

do SDS, também carregadas negativamente. No entanto, na faixa onde ocorre a
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formacao de micelas, o desvio do centro de massa espectral mostra-se semelhante

ao que ocorre na interacdo com micelas em pH acidico.
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Figura 16: Espectros de emisséo de fluorescéncia dos residuos de Trp presentes no
peptideo HCVzx145, na presenca de micelas. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia
normalizados na presenca de diferentes concentracbes do detergente aniénico SDS, 1 mM
(vermelho), 2 mM (verde), 10 mM (azul), ou na auséncia do detergente (linhas pretas). (B)
Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizados na presenca de diferentes concentracoes
do detergente ndo ionico n-OGP, 5 mM (vermelho), 10 mM (verde), 15 mM (azul), 20 mM
(rosa), 25 mM (ciano), 40 mM (roxo) ou na auséncia do detergente (linhas pretas). (C)
Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizados na presenca de diferentes concentracoes
do detergente catidnico CTAB, 0,01 mM (vermelho), 0,025 mM (verde), 0,05 mM (azul), 0,1
mM (rosa), 0,5 mM (ciano), 1 mM (roxo) ou na auséncia do detergente (linhas pretas). (D)
Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizados na presenca de diferentes concentracoes
do detergente zwiteridnico DPC, 0,01 mM (vermelho), 0,1 mM (verde), 0,5 mM (azul), 1 mM
(rosa), 1,5 mM (ciano), 5 mM (roxo) ou na auséncia do detergente (linhas pretas). Em todos
0s casos, 0 espectro em pH 5,5 esta representado pelas linhas cheias, enquanto o espectro em
pH 7,4 esta representado pelas linhas pontilhadas.
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Figura 17: Centro de massa dos espectros de fluorescéncia do peptideo HCVaz-445 na

presenca de micelas. A interacdo peptideo-micela também pode ser avaliada através do
centro de massa espectral da emissdo de fluorescéncia na presenca de SDS (A), n-OGP (B),
CTAB (C) e DPC (D). Em simbolos pretos, centro de massa dos espectros obtidos em pH 5,5.
Em simbolos vermelhos, centro de massa dos espectros obtidos em pH 7,4. As linhas
pontilhadas em preto indicam a CMC em pH 5,5, e as linhas pontilhadas em vermelho
indicam a CMC em pH 7,4.

Na tentativa de melhor avaliar a interagcdo do peptideo com micelas de
diferentes caracteristicas, foram realizados ensaios de supressao de fluorescéncia,
amplamente utilizados na andlise de mudancas conformacionais de proteinas, bem
como na analise de interacdes proteina-ligante (Lakowickz, 2006).

A acrilamida foi utilizada como um supressor de fluorescéncia extrinseco

solivel em agua, sendo adicionada as amostras de peptideo HCV421.445 Na presenca
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ou na auséncia das diferentes micelas, em pH neutro ou acido (Figura 18 e Tabela
2). A reacéo entre o supressor de fluorescéncia e o fluoréforo geralmente obedece a
uma dependéncia linear, e os graficos de Stern-Volmer provém uma indicacdo da
acessibilidade ao solvente, onde grandes coeficientes angulares indicam que o
triptofano esta exposto ao solvente, e baixos coeficientes indicam que o triptofano

esta r')ar\otegido (Lakowickz, 2006).
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Figura 18: Analise da interacdo peptideo-micela através de supressdao de
fluorescéncia do por acrilamida. Supresséo de fluorescéncias do Trp presente no peptideo na
presenca de micelas de SDS, n-OGP, CTABe DPCempH 74 (AeC)eempH55(Be D). A
excitagcdo foi realizada em 280 nm e a emissdo foi analisada em 348 nm na auséncia de
micelas e 334 nm na presenga de micelas. A quantificacdo da supressdo de fluorescéncia (C e
D) foi avaliada utilizando a constante de Stern-Volmer que segue: Fo/F=1+ K [Q], onde Foe F
sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca de supressor, [Q] é a
concentragdo do supressor e K a constante de supressdo. A analise estatistica foi realizada
através do teste t (Student’s-t test). *** P<0.001; ** P = 0.003
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Em solucado, o peptideo HCVy21-445 apresenta um alto grau de exposi¢cao do
triptofano, representado por uma constante de Stern Volmer (Ksv) de 16,46 M™* em
pH 7,4 e de 15,6 M em pH 5,5. J4 quando micelas de SDS estdo presentes no
meio, o peptideo HCV421.445 apresenta menor Ksv, de 10,9 M*em pH 7,4 e 10,4 M*
em pH 5,5 indicando uma maior protecdo do triptofano devido a interacdo do
peptideo HCV421.445. Isto demonstra que o pH ndo tem efeito significativo sobre a
acessibilidade dos Trps presentes no peptideo HCV4;;1.445 @0 supressor, quando na
presenca de micelas de SDS.

Uma vez que as interacdes entre peptideos e membranas podem ser
governadas por forgas ibnicas, um segundo detergente, agora desprovido de cargas,
foi utilizado, o n-octil-B-D-glicopiranosideo, um glicolipidio ndo-ibnico, muito utilizado
na solubilizacdo e cristalizacdo de proteinas de membrana e no estudo de
interacdes ligante-membrana (Konidala et al., 2006).

A analise do espectro de fluorescéncia em concentracdes crescentes de n-
OGP (Figura 16B), em ambos os valores de pH analisados, mostrou um desvio do
espectro significativo para comprimentos de onda menores a partir da adicdo de 20
mM de n-OGP, sendo o maximo de desvio alcancado com a adicao de 25 mM de n-
OGP. J4 o centro de massa espectral (Figura 17B) mostrou que o peptideo HCVaz;.
445 N8O interage de maneira significativa com mondmeros quando estes estdo em
baixa concentracdo. A interacdo com mondmeros apenas se torna significativa a
partir de 15 mM de n-OGP. O méaximo de desvio de centro de massa s6 é alcangado
préximo da CMC; ou seja, na presenca de uma concentragdo de aproximadamente
30 mM de n-OGP na solucédo. A acessibilidade dos residuos de Trp a acrilamida, no

entanto, mostrou-se muito semelhante, quando na presenca de micelas aniénicas de
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SDS ou na presenca de micelas nao ionicas de n-OGP (Figura 18 e Tabela 2). O
Ksv obtido foi de 9,1 M em pH 7,4 e de 5,8 M*em pH 5,5.

Uma vez que o peptideo HCVa1.445 apresenta um aminoacido carregado
negativamente, Glu431, apresentando, portanto, carga negativa quando em pH
neutro, sua interacdo com mondmeros e micelas catidbnicos de CTAB foi avaliada.
Na presenca destas micelas o pico do comprimento de onda de emisséo é desviado
de 350 nm para cerca de 330 nm (Figura 16C). Enquanto o desvio do espectro ja se
mostra significativo apds a adicdo de 0,01 mM de CTAB a solu¢do em pH neutro, o
desvio significativo do espectro em pH acido sé ocorre apds a adicdo de 0,05 mM de
CTAB. Entretanto, o desvio maximo alcancado mostrou-se semelhante em ambos os
valores de pH.

A andlise do centro de massa espectral (Figura 17C) mostrou que a adi¢ao de
CTAB a solucdo em pH 7,4 leva a um desvio do centro de massa espectral, sendo o
maximo alcang¢ado em 0,07 mM de CTAB. O desvio de centro de massa alcanca um
platd préximo a 0,3 mM de CTAB, onde micelas jA se encontram presentes em
solucdo. A analise do desvio de centro de massa espectral em pH 5,5, na faixa de
concentragcdo monomeérica de CTAB mostra que o maximo de desvio s6 € alcancado
acima de 0,1 mM de CTAB, sendo este maximo cerca de 200 cm™ menor que o
apresentado em pH neutro. Entretanto, o desvio de centro de massa alcangca um
platd6 semelhante ao apresentado em pH neutro, sendo préximo a 0,3 mM de CTAB,
onde micelas também ja se encontram presentes na solucdo em pH 5,5. Estes
resultados indicam que a interacdo peptideo-monémero ocorre em faixas de
concentracdes maiores de detergente catidnico.

A acessibilidade dos residuos de Trp a acrilamida mostrou-se muito

semelhante, em ambos os valores de pH, quando na presenca de micelas anidnicas
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de SDS, nao idnicas de n-OGP e cationicas de CTAB (Figura 18 e Tabela 2), onde o
Ksv obtido foi de 8,9 M™* em ambos os valores de pH.

A interacdo do peptideo foi ainda analisada na presenca de micelas
zwiterionicas de DPC, um detergente, modelado a partir da fosfatidilcolina,
amplamente utilizado em experimentos de RMN (Brown, 1979). O centro de massa
espectral apresentado em concentracfes crescentes de DPC ¢é significativamente
desviado a partir da adicdo de 1 mM de DPC a solucao, sendo o maximo de desvio,
para cerca de 330 nm, alcangcado com a adicdo de 5 mM de DPC (Figura 16D). A
analise do centro de massa espectral mostrou um desvio significativo a partir da
adicdo de 0,5 mM de DPC, sugerindo que a interagdo com monomeros de DPC
pode ocorrer. Entretanto, o maximo de desvio alcancado, cerca de 700 cm™, é
alcancado apenas com a adi¢cdo de 3 mM de DPC, em pH 7,4 e 1,5 mM de DPC, em
pH 5,5 (Figura 17D), concentracdes acima da CMC deste surfactante. O Ksv obtido

foi de 11,97 M*em pH 7,4 e de 12,26 M'em pH 5,5 (Figura 18 e Tabela 2).

Tabela 2: Parametros espectroscépicos da interacao peptideo-micela, a 25 °C.

Ksv (M%) Calculado

pH | Tampdo| SDS Razéo n-OGP Razéo CTAB Razéo DPC Razéo
(tp) (10 mM) | (tp/SDS) | (40 mM)| (tp/n-OGP) | (2mM) | (tp/CTAB) | (5mM) |(tp/DPC)

74 | 16,46 10,87 15 9,078 1,8 8,9 1,8 11,97 1,4

55 15,6 10,4 15 5,8 2,7 8,9 1,8 12,26 13

Os resultados obtidos a partir da andlise da fluorescéncia do Trp demonstram

gue a carga da micela e o pH néo parecem alterar o tipo de interagdo que ocorre

entre o Trp e a micela, ndo modificando a acessibilidade da acrilamida ao Trp

presente no peptideo HCV421-44s.
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4.4 Anélise Termodinamica da Interacdo Peptideo-Micela

A calorimetria de titulacdo isotérmica € uma técnica excelente para a obtencéo
de parametros termodinamicos fundamentais que governam a interacdo de
peptideos com membranas (Li et al., 2003), sendo os modelos micelares muito
utilizados como mimetizadores de membrana.

A entalpia de ligacdo da interacdo peptideo-micela foi calculada a partir dos
fluxos de calor resultantes da injecdo de pequenas aliquotas de peptideo HCVy21.445
em tampao contendo micelas de n-OGP ou SDS (Figura 19). A interacdo do
peptideo com as micelas ndo alcanca um nivel de saturacéo, ja que existird sempre
muito mais detergente do que peptideo e, por este motivo ndo é possivel calcular as
constantes de ligacao.

Em todos os casos, experimentos controle foram realizados e subtraidos com
0 objetivo de descontar o calor de diluicho da amostra. A integracdo dos perfis
calorimétricos permite calcular a quantidade de calor (Q) envolvida na reacéo,
possibilitando obter o AH (Tabela 3). Na presenca de micelas de SDS (Figura 19A e
C), a reacdo de ligacdo do peptideo HCVa21-445 @ micelas foi endotérmica a 37 °C,
em ambos os valores de pH e permaneceu endotérmcia a 25 °C em pH 7,4,
passando a exotérmica nesta mesma temperatura em pH 5,5. J4 a 15 °C, a reagao
mostrou-se sempre exotérmica, independente do pH analisado. Na presenca de
micelas de n-OGP, a reacéao foi exotérmica, em qualquer temperatura avaliada, e em
ambos os valores de pH, indicando que esta ligacdo é fortemente governada por

variacdes de entalpia (Figura 19B e D).
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Figura 19: Andlise calorimétrica da interacdo peptideo-micela. Os perfis
calorimétricos apo6s a adicédo de 5 uL de peptideo a partir de uma solucéo estoque de 100 uM
de HCV421-445, na cela calorimétrica contendo 20 mM de SDS, pH 7,4 (A) 40 mM de n-OGP,
pH 7,4 (B), 20 mM de SDS, pH 5,5 (C) 40 mM de n-OGP, pH 5,5 (D). Em azul, experimentos
realizados a 15 °C, em verde, a 25 °C e em vermelho, a 37 °C. Cabe ressaltar que em todos os
experimentos a primeira injecdo de peptideo foi de 1 uL.

A andlise das mudancas no fluxo de calor em diferentes temperaturas permitiu
o calculo da capacidade calorifica (Tabela 3), onde os valores positivos de AC,

sugerem o predominio de interacdes nao hidrofébicas (Cooper, 2000).
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Tabela 3: Parametros termodinamicos da interagao peptideo-micela, a 25 °C.

AH (kcal/moh ACD (kcal/mol.K)
Micela pH 15°C | 25°C | 37°C
SDS 5,5 -68,03 | -16,6 36,6 4,74
SDS 7.4 221,26 | 22,07 | 71,52 4,21
n-OGP 55 -875,8 |-517,3 | -200,4 30,55
n-OGP 7.4 -663,6 | -442,9 | -158,2 22,99

4.5 Analise Conformacional do Peptideo no Ambiente Micelar

Peptideos associados a membranas geralmente apresentam um
comportamento estrutural polimérfico, que parece ser crucial para 0 processo
fusogénico. Muitos peptideos de fusdo requerem conformacdo em a-hélice para
serem funcionais, enquanto outros dependem de conformacdo em folha-p para
estarem ativos (Ulrich et al., 1999).

Para acessar a estrutura secundaria do peptideo HCVy21.445, analises de
dicroismo circular foram realizadas. Uma vez que o peptideo apresenta carater
altamente hidrofobico, a adicdo de DMSO faz-se necesséria para sua solubilizacéo.
Entretanto, o DMSO apresenta alta absorbéncia na faixa de 190 a 260 nm,
inviabilizando seu uso para a solubilizacdo do peptideo durante as analises de CD.
Sendo assim, nao foi possivel analisar a estrutura do peptideo HCVyz;1.445 livre em
solucéo através desta metodologia. O efeito de surfactantes na estrutura secundaria
do peptideo, no entanto, pode ser investigado mediante solubilizacdo do peptideo
diretamente em solugéo contendo micelas dos diferentes surfactantes (Figura 20).
De maneira similar, a estrutura do peptideo HCVa1.445 pode ser avaliada na
presenca de TFE (Figura 20). No entanto, a analise da estrutura secundaria do
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peptideo HCV421.445 Na presenca de micelas de n-OGP e de CTAB nao foi possivel,
uma vez que o peptideo ndo se mostrou sollvel sem a adicdo de DMSO.

O TFE € um é&lcool muito utilizado em estudos de enovelamento de proteinas
por afetar fortemente sua estrutura tridimensional, promovendo o aumento das
populacBes de hélice. Este efeito se deve ao fato do TFE agregar ao redor do
peptideo na mistura agua-alcool, levando a formacdo de uma matriz que exclui a
agua de maneira parcial, promovendo interacfes locais que ordenariam a estrutura
secundaria do peptideo, estabilizando-as (Roccatano et al.,, 2002). As analises da
estrutura do peptideo HCV421.445 Na presenca de 50% de TFE em solucao revelaram
a presenca de dois picos negativos em 208 e 222 nm, e um pico positivo proximo de
190 nm, evidenciando a presenca de estrutura em a-hélice. O espectro na presenca
de 100% de TFE em solucdo apresenta perfil similar, entretanto, de maior
intensidade, sugerindo a maior estabilizacdo da estrutura em a-hélice.

As andlises da estrutura do peptideo HCVii1.445 na presenca de
concentragdes micelares de SDS revelaram a presenca de dois picos negativos em
208 e 222 nm, e um pico positivo proximo de 190 nm; no entanto, 0s picos negativos
mostraram menor definicdo, sugerindo a presenca de mais de uma estrutura no

peptideo no ambiente micelar.
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Figura 20: Analise estrutural do peptideo HCVa21445. Espectros de dicroismo circular
na presenca de 50% ou 100% do &lcool indutor de hélice TFE e na presenga de 50 mM e 100
mM do detergente anidnico SDS, em tampéo Fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4. A concentragdo
de peptideo foi de 200 uM.

A quantificacdo da estrutura secundaria apresentada pelo peptideo HCV21.445
foi possivel através da desconvolucao dos espectros de CD, utilizando os programas
SELCON, CONTIN e CDSSTR (Figura 21).

A andlise do peptideo HCV421.445 Na presenca de 50% de TFE (Figura 21A)
mostrou a presenca de estrutura majoritariamente desordenada, o que sugere que 0
peptideo ndo apresenta estrutura ordenada quando livre em solucdo. Entretanto, o
espectro do HCVg1.445s em 100% de TFE (Figura 21A) altera o conteudo de
estrutura secundaria, havendo a presenca majoritaria de a-hélice. J4 a analise em
50 mM ou 100 mM de SDS (Figura 21B) revelou a presenca de diversos tipos de
estrutura secundaria. Uma vez que o peptideo HCVy21.445 apresenta apenas 25
residuos, torna-se dificil acreditar que voltas, hélices e fitas-p estejam presentes.
Sendo assim, tal resultado apenas sugere uma maior mistura de estruturas no

peptideo no ambiente micelar, sem, no entanto revelar que estruturas estariam

presentes.
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Figura 21: Quantificacdo da estrutura do peptideo HCVai1-45. A desconvolugdo dos
espectros de dicroismo circular foi realizada utilizando os programas SELCON, CONTIN e
CDSSTR, com no minimo dois conjuntos de proteinas referéncia. (A) Porcentagem de
estrutura secundaria apresentada pelo peptideo na presenca do alcool TFE. (B) Porcentagem
de estrutura secundaria apresentada pelo peptideo na presenca de micelas de SDS. A
porcentagem de estrutura em a-hélice estd representada em vermelho, a de estrutura em
folha-p em azul, a de voltas em verde e a estrutura desordenada estd representada em
branco.

A técnica de ressonancia magnética nuclear em solucdo prové um grande
namero de restricbes geométricas sitio-especificas essenciais para a determinacao
de estruturas tridimensionais, sendo muito utilizada na caracterizacdo de peptideos
de fusdo (Jaroniec et al., 2005). Diversos peptideos pequenos sdo tipicamente
desordenados em solucao, porém, podem tornar-se estruturados devido a interacao
com outras moléculas dissolvidas em agua que mimetizem seu ambiente natural.
Mudancas do ambiente quimico de um nucleo na interface de ligacdo de um
complexo proteina-ligante induzem mudancas no deslocamento quimico do nucleo
em questao, indicando assim seu papel na interacao (Westermann & Craik, 2008).

O momento magnético dos ndcleos individuais interage com pequenos

campos magnéticos criados pelo spin do ndcleo da vizinhanga. Estas interacdes
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entre 0s spins, que podem ser diretas, via espaco, ou indiretas, via ligacdes, podem
ser utilizadas para correlacionar diferentes nucleos presentes em uma molécula
(Wider, 2000).

O espectro de proteinas é baseado nas correlacdes através do espaco ou
através de ligacBes quimicas. As interacdes através de ligacbes quimicas agrupam
sistemas de spin individuais que sdo utilizados para a analise do espectro. Uma vez
gue em proteinas acoplamentos através de mais de trés ligacées quimicas sdo muito
pequenos para serem observados, apenas spins dentro de um mesmo residuo de
aminoacido podem ser obtidos no espectro de hidrogénios. As correlacfes através
do espaco, por sua vez, fornecem informacdes geométricas necessdarias para a
determinacdo da estrutura de macromoléculas. Tais correlacbes sao medidas
através de NOEs (Wider, 2000).

Através da combinacdo de espectros bidimensionais € possivel assinalar a
maioria dos sinais de hidrogénios observados, por RMN, em pequenas proteinas nao
marcadas (com massas menores de 10 kDa). O TOCSY detecta as interagcdes entre
as ligacdes quimicas e correlaciona hidrogénios separados por no maximo trés
ligacBes quimicas, possibilitando a correlacdo dos hidrogénios dentro de um mesmo
aminoacido, embora aminoacidos vizinhos na sequéncia polipeptidica ndo possam
ser conectados. ApGs a completa andlise do espectro de TOCSY é possivel
visualizar todos os sistemas de spin de todos os aminoacidos em uma proteina.
Entretanto, como um aminoacido pode ocorrer mais de uma vez em uma mesma
cadeia polipeptidica, o assinalamento de acordo com a sequéncia-especifica ndo é
possivel. Sendo assim, é necessaria a interpretacao do espectro de NOESY (Wider,

2000).
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As ressonancias no espectro de NOESY manifestam pequenas distancias
entre pares de hidrogénios, que podem ser correlacionadas entre atomos vizinhos,
possibilitando que os sistemas de spin sejam colocados na ordem sequencial
adequada (Wider, 2000).

Sendo assim, a estrutura secundaria do peptideo HCV421.445 pode ser
avaliada através das correlacdes dentro dos espectros de TOCSY e NOESY,
guando na auséncia (Figura 22) ou presenca de micelas de SDS (Figura 23A) e
DPC (Figura 23B), para posterior assinalamento e obtencdo de estrutura

tridimensional.

1H Deslocamento quimico (ppm)
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! \
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Figura 22: Espectros de TOCSY e NOESY do peptideo HCVas21445 livre em solugéo.
Espectro das regides amidica do peptideo. Em preto, estdo representadas as ressonancias
pertencentes ao espectro de TOCSY, enquanto em vermelho, estdo representas as
pertencentes ao espectro de NOESY.

A flexibilidade do peptideo HCVa21.445 € evidenciada pela auséncia de NOEs
(Figura 22) e a analise geral dos espectros do peptideo HCV421.445 livre indicou a
presenca de alguns residuos experimentando o mesmo ambiente quimico, o que
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pode estar relacionado com regides desestruturadas do peptideo. Nao foi possivel
observar um grande numero de restricdes no NOESY e NOEs de longa distancia,
sendo observado, em sua maioria NOEs intra-residuos ou inter-residuos sequencial,

0 que nao gera informacao estrutural tridimensional.
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Figura 23: Espectros de TOCSY e NOESY do peptideo HCVai445 na presenca de
micelas. (A) Espectro das regides amidica do peptideo na presenca de micelas de SDS. (B)
Espectro das regibes amidica do peptideo na presenca de micelas de DPC. Em ambos 0s
guadrantes, em preto, estdo representadas as ressonancias pertencentes ao espectro de
TOCSY, enquanto em vermelho, estdo representas as pertencentes ao espectro de NOESY.

No entanto, na presenca de micelas de SDS (Figuras 23A e C) e DPC
(Figuras 23B e D) é possivel observar um grande numero de NOEs gerando assim
restricbes importantes para o célculo. Além deste dado importante, a regido amidica
e aromatica evidencia varios NOEs que sao indicativos de estrutura em a-hélice
(Figura 24), sugerindo o ganho estrutural na presenca de micelas de SDS e DPC,

sendo possivel, ainda notar pequenas diferencas pontuais entre os dois espectros.
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Figura 24: Analise da regiao amidica do peptideo HCVa21-44s Na auséncia e na presenca
de micelas de SDS e DPC. (A e C) Espectros de NOESY de diferentes por¢Ges do espectro
referentes a regido amidica do peptideo na auséncia de micelas (preto) e na presenca de
micelas de SDS (vermelho). (B e D) Espectros de NOESY de diferentes por¢bes do espectro
referentes a regido amidica do peptideo na auséncia de micelas (preto) e na presenca de
micelas de DPC (vermelho).
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4.6 Andlise da Interacdo Peptideo-Membrana

Muitos processos bhioldgicos importantes envolvem a particdo de segmentos
de proteinas hidrofébicos dentro de membranas lipidicas. Diversos peptideos
anfifilicos apresentam grande afinidade por bicamadas lipidicas, entretanto, apenas
algumas sequéncias especificas sao capazes de induzir a fusdo de membranas
(Ulrich, 1999).

Os peptideos de fuséo virais derivados de virus envelopados sdo bastante
hidrofobicos, apresentam alta propensdo a auto-agregacdo e capacitam as
glicoproteinas de fusdo a romperem e conectarem duas membranas biologicas
préximas, resultando na fusdo de membranas (Tamm & Han, 2000). A agregacéo de
membranas lipidicas é essencial no processo de fusdo de membranas nos sistemas
vivos, sendo seguida pelos processos de hemifusédo e de fusdo completa (Cummings
& Vanderlick, 2007).

A fosfatidilcolina (PC), é o principal componente das células em mamiferos e
das lipoproteinas circulantes, participando ativamente da estrutura e do transporte
através de membranas. J& o fosfatidilglicerol (PG) € um lipidio anidnico componente
integral de membranas bioldgicas, sendo crucial na associacdo de proteinas ou
peptideos com membranas, através de interacdes eletrostaticas entre as cabecas
polares dos lipidios com os residuos carregados do peptideo, ou através da repulsao
eletrostética envolvida na insercéo regulada pelo pH (Chenal et al., 2002).

A agregacao facilitada pelo peptideo HCV421.445 pode ser monitorada por
medidas de turbidez apresentadas por solucbes contendo uma suspensao de
diversos lipidios na presenca de diferentes propor¢cbes de peptideo (Figura 25). O

peptideo HCV421.445 N0 Se mostrou capaz de induzir a agregacdo de vesiculas de
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fosfatidilcolina em nenhum dos valores de pH analisados (Figura 25A). Entretanto,
na presenca de lipidios anidnicos (PG), o peptideo se mostrou capaz de induzir a
agregacao apenas quando em pH 5,5 (Figura 25A). As analises de supressao de
fluorescéncia (Figura 25B) mostraram que os Trps presentes no peptideo HCV 21445
encontram-se protegidos do solvente quando na presenca de vesiculas compostas
pela mistura PC:PG (1:1), onde o pH acido parece fornecer maior protecdo. Os
valores de Ksv encontrados na presenca de vesiculas de PC:PG (1:1) foram: 13,01
M* e 11,72 M*, nos pH 7,4 e 5,5 respectivamente. Entretanto, a acessibilidade da
acrilamida mostrou-se mais reduzida quando o peptideo HCV4;1.445 €NCONtrava-se na
presenca de vesiculas constituidas de PG, onde os valores de Ksv encontrados
foram de 3,2 M* e 549 M, nos valores de pH 7,4 e 5,5 respectivamente. A
interacdo do peptideo HCV421.445s com vesiculas de PC apenas nao ofereceu

protecdo dos triptofanos a acrilamida (dados nao mostrados).
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Figura 25: Agregacdo e interacdo do peptideo HCVa21-4s com vesiculas fosfolipidicas.
(A) A densidade 6ptica a 360 nm (AD.O.30 nm) foi medida 30 minutos apés a incubacdo das
vesiculas fosfolipidicas, em tampao Fosfato de s6dio pH 7,4 (circulos fechados) ou pH 5,5
(circulos abertos), com aliquotas de peptideo. Vesiculas de fosfatidilcolina (PC) estdo
mostradas em vermelho, de fosfatidilglicerol (PG) em azul, e vesiculas formadas por PC:PG
(1:1) estdo mostradas em preto. (B) A supressao de fluorescéncia por acrilamida foi avaliada
utilizando a constante de Stern-Volmer, como descrito na figura 16. Os experimentos foram
realizados a 37 °C.
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5- Discussao
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A familia Flaviviridae, uma grande familia de patdégenos virais responsaveis
por causar doengas severas e mortais entre homens e animais (Lindenbach & Rice,
2007), engloba o virus da Hepatite C, que ja infectou cerca de 3% da populacéo
mundial e leva a cerca de 50.000 mortes anuais. Na maioria das infec¢bes, o HCV
gera uma doenca crénica, onde as medidas atuais de combate a doenca séo caras,
limitadas, e com grandes efeitos colaterais. Apesar da descoberta do virus ha mais
de 15 anos, o conhecimento sobre a biologia estrutural do mesmo e sobre as
respostas imunes protetoras é limitado (Mihailova et al., 2007).

O primeiro passo para que se produza a infecgdo viral em uma célula consiste
na interacdo das proteinas estruturais do virus com receptores de membrana
especificos. Apés esta interagdo, o0 virus pode entrar na célula através da fuséo
direta com a membrana viral ou através de endocitose. A entrada dos virus
envelopados na célula € mediada por glicoproteinas virais especificas capazes de
interagir com a membrana celular, modificando sua conformacdo, expondo o
peptideo de fusdao (Weissenhorn et al.,, 1999), que fornece ao sistema a energia
necessaria para que haja a mistura das bicamadas lipidicas, levando a consequente
hemifusdo e fusdo (Colman & Lawrence, 2003; Earp et al.,, 2005; Martens &
McMahon, 2008).

A localizacéo do peptideo de fusdo dos hepacivirus, mais especificamente do
Virus da Hepatite C ainda se mostra bastante controversa, e embora inicialmente
tenha sido proposto que o peptideo de fusdo se encontrava na glicoproteina E1 (Flint
et al., 1999), atualmente acredita-se que diferentes regides membranotrépicas das
glicoproteinas E1 e E2 poderiam auxiliar o processo de fuséo.

A glicoproteina E1 apresenta trés regides membranotropicas: 265-296, 310-

348 e 349-381 (Pérez-Berna et al.,, 2008), onde a primeira regido representaria o
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peptideo de fusdo classicamente descrito (Garry & Dash, 2003), apesar desta
sequéncia nao apresentar grande homologia com os peptideos de fusdo dos
flavivirus e dos alfavirus, uma vez que incorpora elementos caracteristicos dos
peptideos de fusdo classe Il (Drummer et al., 2007). A segunda regido
membranotrépica encontra-se adjacente ao dominio transmembranar que configura
a terceira regido (Pérez-Berna et al., 2008).

A glicoproteina E2, por sua vez, apresenta regides capazes de promover
hemifusdo, fusdo e extravasamento: 423-453, 525-565, 603-635 e 715-746 (Pérez-
Bern4 et al., 2008). A primeira regido apresenta o motivo GLF altamente conservado
em proteinas de fusdo, e é a regido da E2 candidata a conter o peptideo de fusao.
As regibes adjacentes a ela estariam envolvidas na ligacdo a receptor e no
enovelamento da glicoproteina E2, e a Ultima regido corresponde ao dominio C-
terminal transmembranar (Pérez-Berna et al., 2006).

Devido a localizacdo controversa do peptideo de fusdo, a caracterizacao
estrutural destas regides membranotrépicas, bem como a obtencdo de parametros
termodinamicos envolvidos na ligacéo de tais regides a modelos de membrana séo
de grande valia para o entendimento e caracterizacdo dos mecanismos de entrada
do HCV nas células.

N&o s6 para o HCV, como também para diversos outros virus, existe uma
leve discordancia sobre que regido da proteina de fusao corresponde ao peptideo de
fusdo. Sendo assim, existe um nimero de critérios que caracterizam o segmento do
peptideo de fusdo, e, embora nenhum destes critérios seja absoluto em defini-lo, em
combinacdo sao suficientemente restritivos para identificar tal segmento. Os
peptideos de fusdo geralmente sdo hidrofébicos, ricos em alaninas, glicinas,

leucinas, isoleucinas, e residuos aromaticos, podendo ainda apresentar motivos
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conservados dentre diversos peptideos de fusdo virais. Através da andlise da
sequéncia de aminoacidos da glicoproteina E2 do Virus da Hepatite C e de estudos
prévios descritos na literatura acerca de sua capacidade fusogénica, a regiao
“21HINSTALNCNESLNTGWLAGLFYQH** foi analisada estruturalmente, e a
termodinamica de sua ligacdo a modelos biomiméticos de membrana foi estudada.

A sequéncia do peptideo HCV,21.445 consiste de um intervalo de 25 residuos
de aminoacido, e apresenta apenas um residuo carregado negativamente (Glu431).
Uma vez que a insercdo de peptideos de fusdo em membranas pode ser
determinada através do monitoramento de mudancas na fluorescéncia intrinseca de
aminoacidos aromaticos presentes na sequéncia do peptideo (Pécheur et al., 1999),
0S aminodcidos aromaticos Trp437, Phe442 e Tyr443 mostraram-se importantes
para o presente estudo.

Ao menos em teoria, uma vez que as cargas presentes na vizinhanca, as
ligacBes de hidrogénio e a solvatacdo determinam o pKa aparente dos aminoacidos
e mudancas na vizinhanca de tais residuos podem levar a alteracées do pKa, o
peptideo HCV421.445 €Xibe carga —1 em pH neutro. Entretanto, em pH abaixo de 6, o
peptideo apresentaria carga +1, devido a provavel protonacao das His421 e His445.

Este candidato a peptideo de fusdo do HCV apresenta, portanto,
caracteristicas comuns aos peptideos de fusdo virais, como a carga negativa e a
presenca de alaninas, glicinas, leucinas, isoleucinas, cisteinas, triptofano e
fenilalanina, totalizando mais de 40% dos residuos presentes nesta sequéncia. Além
disso, apresenta o motivo GLF altamente conservado em proteinas de fusdo, bem
como duas histidinas que podem apresentar um papel importante como sensores do

pH.

105



Caracterizacdo Biofisica de um Peptideo Membranotrdpico Candidato a Peptideo de Fusdo do Virus da Hepatite C

A interacdo inicial entre peptideos de fusdo e membranas envolve a particdo
do oligopeptideo na interface de membrana, promovendo a formacédo de estrutura
secundaria. A identificacdo de regibes hidrofobicas baseada na sequéncia de
aminoacidos e nas escalas de hidrofobicidade, que representam a afinidade relativa
dos aminoacidos por fases hidrofébicas, possibilita um maior entendimento e uma
descricao quantitativa da particdo do peptideo e também de seu enovelamento.

A escala de Kyte & Doolittle, baseada no calculo da hidrofobicidade média e
no momento hidrofébico, permite avaliar a hidrofobicidade de um peptideo/proteina a
partir de sua sequéncia de aminoacidos. Esta escala utiliza as energias livres de
transferéncia agua-vapor e a distribuicdo interior-exterior das cadeias laterais dos
aminoacidos, determinados por Chothia (1976) (Kyte & Doolittle, 1982). A
identificacdo das regides hidrofébicas presentes no peptideo de fusédo foi avaliada
através desta escala (dados ndo mostrados), possibilitando a identificacdo de duas
regides hidrofébicas. Através da utilizacao da escala de hidrofobicidade de Wimley e
White, que reflete a capacidade de particio de sequéncias peptidicas em
membranas (Wimley & White, 1996), foi possivel notar que as duas regides
hidrofébicas compreendidas na sequéncia de aminoacidos do peptideo HCV421.445
apresentam capacidade de particionar em membranas. As duas regides hidrofébicas
compreendem a porcao C-terminal (residuos 436 a 444) e abrigam ndo s6 os trés
aminoacidos aromaticos como também residuos que conferem plasticidade a
sequéncia, além do motivo GLF, comum a peptideos de fusdo, sugerindo que esta
regido poderia estar diretamente envolvida no processo de fusdo do peptideo com
membranas, sendo responsavel pela interacdo com bicamadas lipidicas.

Uma vez que o peptideo HCV421.445s mostrou propensao de particionar em

membranas, sistemas micelares foram utilizados para a caracterizacao da interacéo
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peptideo-membrana. As micelas sdo agregados, normalmente esféricos, de
detergentes, capazes de mimetizar membranas (Wymore & Wong, 1999).
Inicialmente, foram empregadas micelas anibnicas para a analise da interacéo
peptideo-micela, através de espectroscopia de fluorescéncia. A escolha de micelas
aniénicas se deu devido ao fato da membrana plasméatica de células hepéticas, que
sdo o alvo do Virus da Hepatite C, apresentar muitos lipidios carregados
negativamente (Jain & Wagner, 1980).

As analises espectroscopicas de fluorescéncia intrinseca do triptofano,
residuo muito sensivel as variacdes de polaridade do meio em que se encontra, em
pH neutro, revelaram que o pico do comprimento de onda de emissdo é desviado
cerca de 20 nm, indicando uma mudanca do ambiente do Trp, que passa de
completamente exposto a agua em tampao, a parcialmente escondido, sugerindo a
particdo do Trp no ambiente hidrofébico fornecido pelas micelas ou uma re-
estruturacdo conformacional do peptideo HCV421.445 Nesta condicdo. E possivel
verificar, ainda, que o maximo desvio de centro de massa sO € alcancado em
concentracbes proximas a CMC do SDS, sugerindo que a interacdo peptideo-
monbémero é prejudicada pela repulsdo que ocorre entre o peptideo e as cabecas
polares do detergente, ambos carregados negativamente. A titulacdo do peptideo
em baixissimas concentracfes de SDS, inferiores a 100 uM, leva a agregacao do
peptideo (dados ndo mostrados). Entretanto, na faixa de concentracdo
correspondente a formacdo de micelas, o desvio do centro de massa espectral
alcanca seu maximo.

Recentemente, o papel das histidinas como sensores de pH tem sido descrito
no processo de fusao dos flavivirus (Stiasny et al., 2009). O HCV entra nas células

por endocitose e a fusdo é disparada em valores de pH em torno de 6,3, sendo o pH
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6timo descrito como 5,5, e a histidina € o Unico residuo de aminoacido cujo estado
protonado muda préximo a este pH. O peptideo membranotropico HCV421.445
utilizado no presente estudo possui duas histidinas, uma em cada extremidade,
responsaveis por uma mudanca da carga adotada pelo peptideo no pH neutro e no
pH &cido, passando de -1 a +1, respectivamente. Sendo assim, as analises
espectroscopicas foram realizadas também em pH acido (5,5) e revelaram que, da
mesma forma que ocorre em pH 7,4, ha uma mudanca do ambiente do Trp, de
exposto a parcialmente escondido, sugerindo a particdo do Trp no ambiente
hidrofébico fornecido pelas micelas ou uma re-estruturacdo conformacional do
peptideo também nesta condicdo. A interacdo peptideo-mondmero se da em
concentragbes abaixo da CMC do SDS, confirmando a mudanca de carga do
peptideo HCV 421445, Capaz de diminuir e até mesmo acabar com a repulsé@o entre o
peptideo e as cabecas polares do detergente. A interacdo do peptideo HCV421.445
com as micelas parece ocorrer de maneira similar a em pH neutro.

A necessidade de interacfes eletrostaticas para que a interacdo com micelas
de SDS possa ocorrer pode ser analisada através da adicdo de concentracdes
crescentes de sal. Cabe aqui ressaltar que a CMC do SDS é dependente de sal,
sendo em 10 mM de NaCl de 3,5 mM, e em 100 mM de NaCl de 1,4 mM
(piercenet.com). As concentragbes de 100, 200 e 250 mM de NaCl foram
adicionadas ao sistema (dados ndo mostrados), entretanto, ainda assim a interagcéao
do peptideo HCV421.445 cOm as micelas foi possivel, atingindo desvio de centro de
massa semelhante ao apresentado na auséncia de sal, cerca de 800 cm™.

A interacdo peptideo-micela foi ainda avaliada na presenca do detergente néo
ibnico n-OGP, na tentativa de elucidar a necessidade da carga presente na cabeca

polar das micelas para que a interagdo possa ocorrer; em presenca do detergente
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cationico CTAB, uma vez que a carga global do peptideo € -1, quando em pH
neutro, devido a presenca da Glu243; e em presenca do detergente zwiteribnico
DPC, devido a sua semelhanca com o fosfolipidio fosfatidilcolina. Em todos os
casos, o0 mesmo desvio do espectro, cerca de 20 nm para comprimentos de onda
menores foi observado, sugerindo, que de maneira similar ao que ocorre na
presenca de micelas de SDS, o Trp presente no peptideo encontra-se particionado
no ambiente hidrofobico fornecido pela micela. A interagdo com micelas se mostrou
independente do pH.

As analises de centro de massa espectral, em relacdo a interacdo com
micelas, revelaram que o maximo de desvio de centro de massa € alcancado em
concentragdes abaixo da CMC no caso dos detergentes n-OGP e CTAB. Entretanto,
apesar de um desvio significativo de centro de massa ser alcancado nesta condicéo
para o detergente DPC, o maximo de desvio alcancado, € um pouco menor (cerca
de 700 cm™) que o apresentado quando o peptideo HCV21.445 €StA na presenca de
micelas de SDS, sendo apenas alcancado em uma concentracdo cerca de trés
vezes acima da CMC.

Ja as andlises de centro de massa espectral, em relacdo a interacdo com
monémeros, revelaram que o peptideo HCV421.445 demonstra uma certa necessidade
de cargas, uma vez que os desvios de centro de massa significativos s6 sdo
alcancados em concentragfes altas de n-OGP, e o maximo de desvio sO é
alcancado em concentracfes proximas a CMC deste detergente. Esta interacdo se
mostrou independente do pH no caso dos monémeros de n-OGP. Ja a interacdo do
peptideo HCV421.445 com mondmeros de CTAB necessita de cerca de cinco vezes
mais mondmeros para ocorrer em pH &cido, corroborando que ocorre a protonacdo

das histidinas H421 e H445 neste pH, o que alteraria a carga global do peptideo,
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gue passaria de -1 a +1, aumentando a repulsdo entre o peptideo e as cabecas
polares do CTAB, de maneira semelhante ao que ocorre na interacdo peptideo-
mondmeros de SDS em pH neutro.

O desvio do espectro de Trp para a faixa de comprimento de onda do azul na
presenca de micelas indica que este aminoacido esta inserido na micela. Esta
insercdo pode ser acessada de maneira mais direta através de estudos de
supressao de fluorescéncia por acrilamida. A partir da andlise da supressdo de
fluorescéncia em concentracfes crescentes de acrilamida obtém-se os gréficos de
Stern-Vomer, que possibilitam avaliar a acessibilidade dos residuos de Trp ao
solvente, onde uma maior inclinacdo da reta indica que os residuos de Trp estédo
mais expostos ao solvente, enquanto uma menor inclinacao indica que o Trp esta
mais protegido da acrilamida. O grau de supressdo pode ainda ser quantificado a
partir dos valores da constante de Stern-Volmer, obtida a partir da angulacéo da reta
apresentada no grafico de Stern-Volmer. Em solucdo, o peptideo HCVg1.445
apresentou um valor de Ksv de 16,46 M™ em pH 7,4 e de 15,6 M™* em pH 5,5.
Embora triptofanos livres em solucdo apresentem Ksv de aproximadamente 21 M™*
(Tallmadge et al., 1989, Esbjorner et al., 2007), os valores de Ksv obtidos séo
condizentes com valores obtidos para triptofanos, presentes em uma cadeia
peptidica, bastante expostos ao solvente. Cabe ainda ressaltar que ndo houve uma
diferenca significativa em relacdo a exposicdo do Trp nos dois valores de pH
analisados.

O valor do Ksv encontrado para o peptideo HCVj21.445 €m tampdo é
comparavel ao obtido para outros pequenos peptideos, que variam de 12 a 17 M *
(Breukink et al., 1998). O Ksv encontrado € comparavel ainda ao obtido para outros

peptideos de fusdo virais, sendo o valor encontrado para o peptideo de fusédo do
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virus Ebola (EBOss) de 15,8 M™, (Freitas et al., 2007); para o peptideo de fusdo do
Virus da Dengue — DENV (Flag) de 12,7 M™ (pH 7,4) e 12,13 M™ (pH 5,5) (Mendes,
2009); e para o peptideo do Virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos - TBEV
(Flay) de 14,95 M (pH 7,4) e 16,17 M (pH 5,5) (Mendes, 2009).

A acessibilidade dos residuos de Trp a acrilamida, quando na presenca de
micelas anibnicas de SDS, néo-idnicas de n-OGP, catibnicas de CTAB e
zwiterionicas de DPC, mostrou-se similar. A adicdo de micelas de SDS reduz o valor
da constante para 10,9 M'em pH 7,4 e 10,4 M em pH 5,5, de maneira semelhante
ao que ocorre devido & exposicdo do EBO;¢ a micelas de SDS (10,2 M), sugerindo
que o peptideo HCV421.445 apresenta uma mudanca estrutural quando no ambiente
micelar. Esta reducdo mostrou-se independente de pH e maior que a que ocorre
para os peptideos Flag (11,76 M* e 12,13 M, no pH 7,4 e 5,5 respectivamente) e
Flay (12,23 Mt e 11,75 M*, nos pH 7,4 e 5,5 respectivamente), indicando uma maior
protecdo do peptideo HCV421.445 €m relacédo ao solvente devido ao ambiente micelar.
Na presenca de micelas de DPC a redugé&o da constante foi um pouco menor, sendo
o Ksv encontrado de 11,97 M* e 12,26 M, nos pH 7,4 e 5,5 respectivamente. Na
presenca de micelas de CTAB, o Ksv encontrado foi de 8,9 M™, bastante similar ao
Ksv encontrado na presenca de micelas de n-OGP em pH 7,4, que foi de 9,1 M. No
pH 5,5, no entanto, o Ksv obtido na presenca de micelas de n-OGP foi de 5,8 M,
demonstrando um comportamento semelhante ao peptideo de fusdo do TBEV, que
apresentou uma maior reducao do valor de Ksv quando na presenca de micelas de
n-oGP em pH 5,5 (11,72 M) (Mendes, 2009).

Juntos estes resultados indicam que a interacdo do peptideo HCVyz;-445 pode
ocorrer com micelas e monémeros, sendo parcialmente dependente de cargas neste

ultimo. Diferente do que ocorre para o peptideo de fusdo dos virus da Dengue e
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TBEV (Mendes, 2009), a associacdo a membrana ndo parece ser dependente de
cargas e tenderia a ocorrer de maneira similar, independente da micela utilizada,
sempre envolvendo o ambiente do Trp.

A interacéo do peptideo com modelos de membrana lipidica pode ser dividida
em trés passos termodinamicos: (1) ligacdo induzida por atracdes eletrostaticas,
levando a um aumento significativo da concentracdo do peptideo proximo a
superficie da membrana; (2) transicdo do peptideo para o plano de ligacédo, de
maneira dependente do balanco hidrofébico/hidrofilico dos grupos moleculares e
forcas envolvidas; (3) mudanca da conformacdo do peptideo ligado, onde muitas
vezes 0 peptideo passa de uma conformacédo desordenada para uma conformacao
em a-hélice (Seelig, 2004).

Visando a melhor compreensdo da interacdo peptideo-micela de SDS, foi
realizada a andlise calorimétrica da titulacdo do peptideo em excesso de micelas,
em diferentes temperaturas, possibilitando a obtencdo dos parametros
termodinamicos desta interacdo. A termodindmica da interacdo peptideo-micela
depende nédo s6 da natureza quimica do detergente, mas, também, de sua dindmica
na formacdo de micelas, do mecanismo e da natureza do processo de interacao,
onde as forcas eletrostaticas, interacbes hidrofébicas e ligagcbes de hidrogénio
desempenham papéis igualmente importantes, e das mudancas conformacionais
adotadas pelo peptideo.

Através dos perfis calorimétricos € possivel obter parametros como a entalpia
e a entropia, permitindo compreender como as membranas podem ser convertidas a
intermediarios de alta energia durante a fusdo, energia esta fornecida pela insercéo
de peptideos de fusdo em bicamadas lipidicas (Li et al., 2003). Cabe ressaltar que o

calor envolvido no processo de desestabilizagdo das micelas, promovido pela
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ligacao dos peptideos, contribui para os valores de calor obtidos a partir da interacdo
peptideo/micela. Os perfis de calor obtidos séo, inclusive, muito similares ao calor de
desmicelizacdo nas diferentes temperaturas analisadas (dados ndo mostrados), o
gue explica os valores de entalpia de ligacdo extremamente elevados.

A adicdo do peptideo HCV421.445 @s micelas de SDS, a 37 °C levou a um
aumento transiente do fluxo de calor em pH 7,4, indicando se tratar de uma reacéo
endotérmica. Quando variamos a temperatura, a reacao que era endotérmica, a 37 e
25 °C, passou a ser exotérmica, a 15 °C. Pequenas variacbes foram observadas
para o pH 5,5, onde a reagdo mostrou-se exotérmica também a 25 °C. Estas
mudancas observadas na entalpia sédo provenientes, principalmente, das mudancas
nas ligacdes de hidrogénio, ganho ou perda do numero de ligacdes, cuja magnitude
depende ainda do angulo e do comprimento das ligagbes (Holdgate & Ward, 2005).
A capacidade calorifica, obtida através da variacdo da entalpia em funcédo da
temperatura, foi positiva, indicando a prevaléncia de interagBes nao-hidrofébicas
(Cooper, 2000). Interacbes ndo covalentes envolvendo macromoléculas
frequentemente envolvem grandes mudancas na capacidade calorifica do sistema.

Ja a interacdo do peptideo HCV421.445 com micelas de n-OGP, em qualquer
uma das temperaturas avaliadas, e em ambos os valores de pH, foi exotérmica,
sugerindo que embora a interacdo entre o peptideo HCV4,1.445 € micelas de SDS, e
micelas de n-OGP seja similar na regido préxima ao Trp, e envolvam
predominantemente interacdes ndo-hidrofobicas, a termodindmica destas interacdes
séo diferentes.

As variacbes de capacidade calorifica mostraram-se expressivamente
positivas, e isto pode ser devido a uma insercdo parcial do peptideo nas micelas,

devido ao aumento do numero de monémeros de detergente em solugcdo ocasionada
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pela perturbacdo do equilibrio da micela, ou devido a mudangas na forma das
micelas.

Os peptideos Flag e Flay também séo capazes de interagir com micelas de
SDS e n-OGP de maneira diferenciada, apresentando um processo de ligacdo a
micelas de SDS endotérmico, quando a 37 °C e exotérmico, quando a 25 e 15 °C.
Por sua vez, quando estes peptideos se encontram na presenca de micelas de n-
OGP, apresentam um processo de ligacdo exotérmico. Além disso, o0 ACp também
se mostrou expressivamente positivo, indicando o predominio de interacbes nao-
hidrofébicas (Mendes, 2009). Sendo assim, a termodindmica que governa a
interacdo dos peptideos de fusdo dos membros da familia Flaviviridae se mostrou
semelhante.

A fim de investigar as alteracdes estruturais do peptideo HCVi21.445 €M
micelas foram utilizados o dicroismo circular e a ressonancia magnética nuclear.
Através da técnica de dicroismo circular ndo foi possivel determinar a estrutura do
peptideo HCV421.445 €m solugcdo, uma vez que o peptideo, devido a seu carater
altamente hidrofébico, necessita da adicio de DMSO, que apresenta alta
absorbéancia na faixa do espectro ultravioleta analisado no dicroismo circular, para
gue sua solubilizacédo seja possivel. As analises de RMN, no entanto, sugerem uma
alta flexibilidade do peptideo HCV421.445 livie em solucéo, apesar de haver um baixo
conteido de estrutura em hélice. De fato, diversos peptideos sao tipicamente
desordenados em solucdo e apresentam grande plasticidade conformacional
(Seelig, 2004). A auséncia de uma estrutura ordenada quando em solugcédo também
foi observada em outros peptideos de fusdo, como o peptideo do virus Influenza
(Han et al., 2001), do virus Ebola (Freitas et al., 2007), do virus da Dengue e do

TBEV (Mendes, 2009).
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Uma vez que o peptideo HCVa1445 apresentou alguma propensdo a
formacao de hélice, o alcool TFE foi utilizado nas analises de dicroismo circular. Este
solvente mimetiza um ambiente menos hidrofilico que a agua, e geralmente induz a
formacao de hélice em peptideos (Damberg et al., 2001; Roccatano et al., 2002). Os
picos negativos em 208 e 222 nm e 0 pico positivo proximo de 190 nm sugerem a
presenca de estrutura em a-hélice j& em 50% de TFE, estrutura essa que é
estabilizada na presenca de 100% de TFE, uma vez que, embora o perfil
espectroscopico tenha sido similar, apresentou maior intensidade. Além disso, as
analises de desconvolucdo do espectro através dos diversos algoritmos utilizados
revelaram um maior conteddo da estrutura em a-hélice, cerca de 41% da estrutura,
guando na presenca de 100% de TFE.

A presencga de micelas de SDS, por sua vez, também levou a formacédo de
estruturas em a-hélice, evidenciadas pelos picos negativos em 208 e 222 nm e
positivo proximo a 190 nm. O estado conformacional helicoidal é semelhante ao
observado na literatura para os virus Influenza, HIV-1 e Ebola (Yang et al., 2001,
Freitas et al., 2007), e bem diferente daquele encontrado para os virus da Dengue e
TBEV, que adotam uma estrutura secundaria ndo convencional, possivelmente
adotando a forma de um grampo. No entanto, 0S picos negativos apresentaram
menor definicdo, e a quantificacdo através dos algoritmos revelou a presenca, em
proporcdes bem similares, de diversas estruturas. De fato, resultados contraditorios
ja foram vistos para outros peptideos de fuséo virais. A proteina gp41 do virus HIV-1
apresenta conteudo em o-hélice e em folha-f de maneira dependente da razéo
peptideo-lipidio, sugerindo a insercdo inicial do peptideo na membrana como

mondmeros helicoidais e ao atingir determinada concentracdo no ambiente de
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membrana ha um realinhamento na superficie que permite a oligomerizacdo em
estruturas de conformacéao-f (Reichert et al., 2007).

Diversos grupos tém utilizado a ressonancia magnética nuclear em solucéo
para resolver a estrutura tridimensional de peptideos de fusédo ligados a micelas. Na
ressonancia magnética nuclear, normalmente, os sistemas de bicamadas lipidicas
n&o s&o muito utilizados devido a sua alta massa (superior a 10° Da), o que ocasiona
um movimento molecular lento, que por sua vez conduz a um alargamento das
linhas de ressonéancia, dificultando ou mesmo impossibilitando a determinacdo da
estrutura tridimensional de proteinas ligadas a tal estrutura, em solucdo. Sendo
assim, as micelas de detergente, geralmente pequenas (10* Da), mostram-se como
alternativa nos estudos da interacdo peptideo-membrana e na determinacdo de
estruturas tridimensionais, apresentando alta mobilidade, mesmo quando
complexadas as proteinas ou peptideo.As micelas provém um ambiente hidrofébico
similar aquele oferecido pelas bicamadas lipidicas, promovendo uma estruturacéo
similar a adotada pelo estado ligado a membrana.

N&o s6 a estrutura dos peptideos de fusdo do virus Influenza (Han et al.,
2001), HIV (Li & Tamm, 2007), Ebola (Freitas et al., 2007), GBV-C (Mazzini et al.,
2007) e da Dengue (Melo et al., 2009), como também de outros pequenos
peptideos, como o peptideo anticoccidial PW2 (Tinoco et al., 2007), ja foram
resolvidas através de RMN.

Sendo assim, a RMN foi utilizada na tentativa de elucidar o conteudo de
estrutura secundaria presente no peptideo HCVgp1445 livie em solucdo e na
presenca de micelas. A partir das andlises entre os espectros de NOESY do
peptideo HCV,21-445 livre e do peptideo na presenca de micelas de SDS é possivel

notar um enorme aumento do nimero de picos, que evidencia um maior numero de
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ligacdes via espaco dos atomos do peptideo, indicando uma maior estruturacédo do
peptideo HCV421.445 quando na presenca de micelas de SDS. A analise na regido
amidica mostra o aparecimento de NOEs nesta regido devido a interacao entre os
hidrogénios amidicos, indicando a estrutura em a-hélice.

O DPC também é muito utilizado na RMN e apresenta propriedades similares
ao SDS, como a de formar pequenas micelas (Henry & Sykes, 1994). A partir das
analises entre os espectros de NOESY do peptideo HCV,21-445 livre e do peptideo na
presenca de micelas de DPC, também € possivel notar um maior niumero de
ligacdes via espaco dos atomos do peptideo, indicando uma maior estruturacdo do
mesmo. A anadlise na regido amidica também indica a estrutura em a-hélice. Ja as
analises de NOESY do peptideo HCV421-.445 Na presenca de micelas de SDS e de
micelas de DPC (dados ndo mostrados) sugerem que o peptideo HCV,2;1.445 adquire
estrutura similar quando na presenca destas micelas, apresentando apenas
pequenas modificacdes pontuais na estrutura adotada. A estrutura helicoidal na
presenca de micelas de DPC ja foi vista para o peptideo do virus Influenza (Han et
al., 2001).

De fato, a sequéncia que forma o candidato a peptideo de fusdo do HCV,
HCV421-445, apresenta uma propenséao a formacéo de hélices, uma vez que analises
de predicdo computacional de estrutura secundaria, utilizando diferentes métodos,
revelaram a formacédo de uma hélice compreendendo os residuos préoximos ao Trp,
sendo composta pelos residuos ***ESLNTGWLAGLF*?, segundo o Network Protein
Sequence Analysis (Combet et al., 2000), ou pelos residuos “**WLAGLFYQ**,
segundo o CLC Protein Workbench (www.clcbio.com). Entretanto, o potencial de um
peptideo assumir a conformacdo em a-hélice é geralmente mais alto em um

ambiente hidrofébico quando comparado ao ambiente aquoso, uma vez que as
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moléculas de agua desestabilizam as ligacdes de hidrogénio intramoleculares da
hélice, explicando o fato de ndo ser possivel observar tal estrutura quando o
peptideo esta livre em solucéo.

Uma vez comprovada a interacdo do peptideo HCV421.445s cOM micelas de
diferentes detergentes, a habilidade do peptideo de interagir com membranas foi
avaliada. A etapa inicial do processo de fusdo € composta pela agregacdo e a
justaposicdo das membranas lipidicas viral e celular. A agregacdo de vesiculas
unilamelares grandes foi monitorada e revelou a capacidade do peptideo HCV421.445
em promover a fusdo de vesiculas compostas somente de fosfatidilglicerol ou da
mistura de fosfatidilglicerol e fosfatidilcolina, de maneira dependente de pH, n&o
sendo capaz de induzir a agregacao de vesiculas de fosfatidilcolina em nenhum dos
valores de pH analisados. Este resultado vai de encontro aos apresentados por

Pacheco e colaboradores, 2006, onde a sequéncia correspondente aos residuos

ONDSLYTGWLAGLFYHHKENS**® mostra-se capaz de promover a agregacdo de
vesiculas lipidicas constituidas apenas de fosfatidilcolina de maneira dependente de
pH (Pacheco et al., 2006). Ainda de acordo com Pacheco e colaboradores (2006),
esta sequéncia em solucdo apresenta cerca de 50% de conteddo de estrutura
secundaria em folha-B, e este conteddo ndo € modificado na presenca de
fosfolipidios. Cabe aqui ressaltar que o peptideo correspondente aos residuos 430-
449 difere do analisado nesta dissertacdo (residuos 421-445), nao s6 nos residuos
gue compdem a sequéncia, como também na carga global apresentada pelos
peptideos que é de 0 e -1, em pH 7,4, e de +2 e +1, em pH 5,5, respectivamente,
indicando que nao s6 os residuos como também a carga global do peptideo podem
influenciar nos padrbes de interacio com membranas e na estrutura secundaria

adotada por peptideos sintéticos.
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Em concluséo, o peptideo HCV,,;.445 € Capaz de desestabilizar membranas
lipidicas contendo fosfatidilglicerol de maneira dependente de pH, bem como
mostrou-se capaz de interagir com micelas de maneira independente da carga e de
pH. Em solugdo, o peptideo HCV,1.445 @Presenta baixo conteddo de estrutura
secundaria, e ao interagir com micelas, adquire a conformagdo em hélice. Estes
dados sugerem que esta regido deve ser determinante para o processo fusogénico,
apresentando papel importante na interacdo e desestabilizacdo de membranas.
Sendo assim, a regido 421-445 estaria diretamente envolvida nos mecanismos que
possibilitam a entrada do HCV na célula, podendo realmente atuar como o peptideo
de fusao, corroborando a ideia de que ambas as glicoproteinas E1 e E2 estariam
envolvidas diretamente no mecanismo de entrada na célula, onde todas as regides
membranotrépicas descritas até o presente momento seriam excelentes alvos para

intervengdes terapéuticas.
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6 — Conclusoes
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A partir dos estudos realizados obtivemos dados que nos levaram as
seguintes conclusdes:

O peptideo HCV421.-44s:

> E capaz de interagir com micelas, sendo esta interaco dirigida entalpicamente,
envolvendo predominantemente interagdes ndo hidrofobicas, e os residuos de
Trp;

> E capaz de induzir agregacdo de vesiculas lipidicas apenas quando em pH
acido, de maneira dependente de concentragao.

» Apresenta pouca ou nenhuma estrutura ordenada quando em solugéo,
entretanto, a adigcdo de TFE e micelas de SDS e DPC resultam em um ganho de
estrutura em hélice;

Nossos resultados sugerem que o peptideo HCV421.445 participa do processo
de entrada do virus da Hepatite C. Uma vez que, para se identificar farmacos que
especificamente inibam etapas criticas no ciclo de infeccdo dos virus, € necessario
conhecer detalhes bioquimicos e caracterizar estruturalmente as proteinas virais
essenciais neste processo, neste caso, as glicoproteinas de envelope, mais
precisamente o seu peptideo de fusdo, o presente trabalho é de grande valia para a

busca de novas alternativas na luta contra o virus da Hepatite C.
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7 — Perspectivas
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> Assinalar toda a sequéncia do peptideo HCVsz1.445 livie em solucdo e na
presenca de micelas, permitindo adquirir os parametros de restricdo
necessarios para a obtencao da estrutura tridimensional deste peptideo;

> Avaliar as mudancas na fase de membrana de vesiculas compostas por
diferentes lipidios, ocasionadas pela interacédo do peptideo HCVy;-445, através
de calorimetria de varredura e ensaios espectroscépicos;

» Utilizando os parametros de restricdo adquiridos por RMN, avaliar a
interacdo do peptideo com membranas, através de dindmica molecular;

» Investigar a importancia de determinados lipidios no mecanismo de fuséo,
através de microscopia de fluorescéncia;

> Avaliar as etapas envolvidas na oligomerizacdo das glicoproteinas de
envelope E1 e E2 do HCV, através de FCS, microscopia multifotbnica e
microscopia TIRF (microscopia de fluorescéncia por reflexdo interna total);

> Avaliar se o peptideo HCV41.445 COrrespondente aos residuos 421-445, bem
como outros peptideos membranotrépicos presentes nas glicoproteinas de
fusdo do HCV, sao capazes de interagir, formando oligbmeros;

» Utilizar pseudoparticulas de HCV e plasmideos capazes de estabelecer a
infeccdo em sistemas celulares, no estudo dos mecanismos envolvidos na

oligomerizacdo das glicoproteinas e regides de fusdo na particula viral integra.
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