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RESUMO 

 

ARAUJO, C. L. Identificação do conjunto de proteínas celulares que interagem com a 

proteína M2-1, e com o complexo M2-1, N e P do Vírus Respiratório Sincicial Humano. 

2018. 92 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia). Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 
 

O Vírus Respiratório Sincicial Humano, do inglês human Respiratory Syncytial Virus (hRSV), é uma 

das maiores causas de doenças respiratórias agudas, principalmente em crianças e bebês entre seis 

meses e dois anos de idade. Não há drogas eficazes ou vacina aprovada até o momento para esse vírus, 

apesar das décadas de intensa pesquisa e grande quantidade de dados sobre ele acumulados. O genoma 

do hRSV codifica onze proteínas e a compreensão das interações entre essas proteínas virais e as 

proteínas do hospedeiro é essencial para que possíveis alvos terapêuticos contra o hRSV sejam 

identificados. No laboratório, anteriormente, foi dado enfoque às interações entre as proteínas 

celulares e as proteínas virais de matriz (M), nucleoproteína (N) e fosfoproteína (P). Neste trabalho, 

analisamos as interações da proteína viral M2-1 (cofator essencial para a transcrição) através da 

mesma estratégia utilizada naqueles experimentos, de fusão a FLAG (gerando FLAG-M2-1) e 

imunoprecipitação com anticorpos contra esse peptídeo. As proteínas co-imunoprecipitadas, 

identificadas por espectrometria de massas, foram: poly(A)-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1), 

Y-box binding protein 3 (YBX3), e Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (YBX1). M2-1 é 

capaz de integrar-se ao complexo chamado de semelhante a corpúsculos de inclusão (IB like, do 

inglês), formado por N e P, que é similar estruturalmente aos corpúsculos de inclusão encontrados em 

células infectadas (IBs). Essa propriedade foi usada para analisar que proteínas celulares seriam 

recrutadas para esse outro nível de organização dessas três proteínas virais, envolvidas na transcrição. 

O complexo FLAG-N/P/M2-1 co-imunoprecipitou as proteínas celulares: Hsp70, Hsp90 (Heat shock 

proteins 70 e 90), Npm (Nucleophosmin), que podemos agrupar como chaperonas; PABPC1, YBX1, 

YBX3, ligantes de RNA; e sub-unidade pICIn do metilossomo, associada a modificação pós-tradução. 

Detalhamos a análise para YBX3, obtendo evidências adicionais de sua interação com M2-1 em 

ensaios de complementação de proteína fragmentada (Split-NanoLuc), e de co-localização por 

imunofluorescência indireta. Finalmente, utilizamos a metodologia de expressão em bactérias para 

demonstrar a interação entre M2-1 e os domínios funcionais de PABPC1, porém esses ensaios não 

foram conclusivos. 

 

 

Palavras-chave: Vírus Respiratório Sincicial Humano. Interação proteína-proteína. M2-1. YBX3. 

PABPC1. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

ARAUJO, C. L. Identifying the set of cellular proteins that interact with the protein M2-

1, and with the complex M2-1, N and P of Human respiratory syncytial virus. 2018. 92 p. 

Dissertation (Master in Microbiology). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is one of the leading causes of acute respiratory diseases, 

especially in children and infants between six months and two years of age. There is no effective drug 

or vaccine approved so far for this virus, despite decades of intensive research and large amount of 

data on it. The genome of hRSV encodes 11 proteins and the understanding of the interactions 

between these viral proteins and host proteins is essential to identify possible therapeutic targets 

against hRSV. In the lab, previously, was given focus to the interactions between cellular proteins and 

viral proteins matrix (M), nucleoprotein (N) and phosphoprotein (P). In this paper, we analyze the 

viral M2-1 (cofactor essential for transcription) protein interactions through the same strategy used in 

those experiments: fusion with FLAG (generating FLAG-M2-1) and immunoprecipitation with 

antibodies against this peptide. The co-immunoprecipitated proteins, identified by mass spectrometry, 

were: Poly (A)-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1), Y-box binding protein 3 (YBX3), and 

Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (YBX1). M2-1 is able to integrate the complex called 

similar to inclusion bodies (IB like), formed by N and P, which is similar structurally to the inclusion 

bodies found in infected cells (IBs). This property has been used to analyze which cellular proteins 

would be recruited for this new level of organization of these three viral proteins involved in 

transcription. The cellular proteins co-immunoprecipitated with the complex FLAG-N/P/M2-1, were: 

Hsp70, Hsp90 (Heat shock proteins 70 and 90), Npm (Nucleophosmin), that we can group as 

chaperones; PABPC1, YBX1, YBX3, RNA ligands; and the methylosome sub-unit pICIn, post-

translational modification-associated. We detailed the analysis for YBX3, obtaining additional 

evidence of its interaction with M2-1 in fragmented protein complementation tests (Split-NanoLuc), 

and co-localization by indirect immunofluorescence. Finally, we used the methodology of expression 

in bacteria to demonstrate the interaction between M2-1 and functional domains of PABPC1, but these 

tests were not conclusive. 

 

Keywords: Human Respiratory Syncytial Virus. Protein-protein interaction. M2-1. YBX3. PABPC1. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O Vírus Respiratório Sincicial Humano 

 

O Vírus Respiratório Sincicial Humano (hRSV) foi isolado pela primeira vez em 1956 

de um chimpanzé de cativeiro que apresentava sintomas semelhantes aos do resfriado comum, 

e posteriormente de crianças com doenças respiratórias em 1957 (MELERO, 2007). O hRSV 

pertence à ordem Mononegavirales, família Pneumovirinae, gênero Orthopneumovírus, de 

acordo com as normas do  International Comitee on Taxonomy of Virus (ICTV) (AFONSO et 

al., 2016) e é caracterizado por ser um vírus envelopado que possui como genoma uma 

molécula de RNA de fita simples não segmentada com polaridade negativa (COLLINS; 

MELERO, 2011). 

Uma das principais causas de morte de crianças com menos de cinco anos no mundo 

todo é a infecção aguda do trato respiratório inferior, sendo o hRSV o principal patógeno 

responsável por hospitalizações associadas a esse quadro (OHNO et al., 2013; ZHANG et al., 

2014). O hRSV também  é um importante patógeno no desenvolvimento de doenças 

respiratórias em idosos e imunocomprometidos (SHAPIRO et al., 2014).  

O hRSV induz a infecção aguda do trato respiratório inferior com uma variedade de 

manifestações tais como bronquiolite e pneumonia, que são acompanhadas por sintomas 

como tosse, chiado e desconforto respiratório (CANEDO-MARROQUIN et al., 2017). 

Apesar disso, atualmente ainda não há vacinas aprovadas ou drogas eficientes 

disponíveis contra o hRSV (ZHANG et al., 2014).  

1.2 Estrutura e genoma viral 

 

O genoma do hRSV tem cerca de 15 kb, sendo constituído por 10 genes na ordem 3’ 

NS1-NS2-N-P-M-SH-F-G-M2-L5’ (Figura 1). Esses genes são transcritos em 10 mRNAs, 

sendo que para M2 existem duas open reading frames (ORFs) que se sobrepõe levando à 

tradução de dois polipeptídeos, M2-1 e M2-2 e consequentemente, o genoma codifica então 

11 proteínas (COLLINS; MELERO, 2011). Na bicamada lipídica, que constitui o envelope 

viral, são encontradas a glicoproteína de ligação (anti-receptor G), a glicoproteína de fusão (F) 

e uma pequena glicoproteína transmembrana (SH) (FEARNS; COLLINS, 1999).  
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Figura 1. Mapa do genoma do hRSV, cepa A2. 

 

Mapa do genoma do hRSV, cepa A2. Está apresentado o mapa do genoma, de sentido negativo, em 

que a sobreposição das ORF’s de M2-1 e M2-2 está indicada acima do gene. Os números abaixo do 

mapa indicam o comprimentos em nucleotídeos (nt): os correspondentes da região 3’ leader (le), da 5’ 

trailer (tr) e das regiões intergênicas estão sublinhados, e o comprimento da sobreposição dos genes 

M2 e L está entre parênteses. Números em negrito e itálico sobre o mapa indicam o comprimento em 

aminoácidos das proteínas. As proteínas virais estão representadas como: G, glicoproteína de fusão; F, 

glicoproteína de fusão; SH, pequena proteína hidrofóbica; M, proteína de matriz; N, nucleoproteína; P, 

fosfoproteína; L, polimerase; M2-1, produto da primeira ORF do mRNA M2; M2-2, produto da 

segunda ORF do mRNA M2; NS1, proteína não-estrutural 1; NS2, proteína não-estrutural 2. Fonte: 

COLLINS; MELERO, 2011. 
 

Na Figura 2 está representada a partícula viral. Abaixo do envelope, na superfície 

interna da membrana, está a proteína de matriz (M), que tem papel importante na montagem 

do vírion ao formar uma ponte entre o nucleocapsídeo viral e o envelope (RODRIGUEZ et 

al., 2004;  MELERO, 2007). Além de ser um componente estrutural do vírus, a M também 

inibe a transcrição ao fim do processo de replicação, quando ocorre o brotamento (MITRA et 

al., 2012). 

 

Figura 2. Esquema da estrutura da partícula viral do hRSV. 

 

Esquema da estrutura da partícula viral. Fonte: Rega Institute for Medical Research. 

 

Recentemente foi identificado que, na estrutura da partícula viral, a M2-1 está 

localizada entre a proteína M do vírus e o complexo ribonucleoproteico (Figura 3) (KISS et 

al., 2014). 
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Figura 3. Representação esquemática da arquitetura de um vírus hRSV. 

 

Representação esquemática da arquitetura de um vírus hRSV. Estão representadas as glicoproteínas, a 

membrana viral, a camada da proteína M, a M2-1 (funcionando como linker com o RNP) e o RNP. 

Fonte: KISS et al., 2014. 

 

O complexo ribonucleoprotéico (RNP) é formado pelo RNA viral complexado com a 

nucleoproteína N (ribonucleocapsídeo helicoidal), associado à fosfoproteína P, à proteína M2-

1 e à principal unidade da polimerase viral, a proteína L. O RNP é responsável pela 

transcrição e replicação do genoma viral (SHAPIRO et al., 2014).  

O genoma do hRSV também codifica três proteínas não estruturais (NS1, NS2 e M2-

2), que são produzidas na célula infectada mas não são incorporadas na partícula viral. As 

proteínas NS1 e NS2 tem papel no bloqueio das vias de resposta e produção de interferon 

(PRETEL et al., 2013) e a M2-2 é uma proteína pequena, que se acumula durante a infecção e 

tem papel na transição da transcrição de mRNAs para a síntese de RNA genômico 

(COLLINS; MELERO, 2011). 

A RNA polimerase RNA dependente (RdRp, do inglês RNA-dependent RNA 

polymerase) é composta de duas proteínas multifuncionais, a proteína L e a fosfoproteína P. 

Tal como todos os vírus com genoma de RNA fita simples não segmentado com polaridade 

negativa, atribui-se à L do hRSV a realização de todas as funções catalíticas tais como a 

síntese de RNA, o capping, a metilação e a poliadenilação. A proteína P é um fator de 

transcrição fundamental, que viabiliza a interação entre a L e o complexo RNA-N (FIX et al., 

2011). A proteína M2-1 é um cofator também essencial, que aumenta a processividade da 

polimerase permitindo a transcrição sucessiva dos mRNAs virais e a replicação do genoma, 

tendo sido demonstrada sua interação tanto com o RNA viral quanto com P (BLONDOT et 

al., 2012). 
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Durante a replicação do hRSV é possível observar no citoplasma das células 

infectadas estruturas diferenciadas, os corpúsculos de inclusão (IBs, do inglês inclusion 

bodies). Há evidências de que as proteínas N, P, M2-1 e L, além do RNA viral, estão 

presentes nos IBs (GARCIA et al., 1993; MCDONALD et al., 2004; BROWN et al., 2005; 

CARROMEU et al., 2007), associando os processos de transcrição e replicação a essas 

estruturas. Foi mostrada também a associação de várias proteínas celulares à estrutura dos 

corpúsculos de inclusão (BROWN et al., 2005; RADHAKRISHNAN et al., 2010; LIFLAND 

et al., 2012), no entanto, a compreensão estrutural e funcional dos IBs ainda é pouco 

conhecida.  

1.3 Infecção e ciclo replicativo 

 

 A entrada das partículas virais, nas células epiteliais das vias aéreas, ocorre através da 

ligação da proteína G, que aproxima o vírus da célula e permite o contato da proteína F viral 

com a nucleolina celular, promovendo a fusão do envelope do hRSV com a membrana da 

célula hospedeira (Figura 4-1)  e a consequente liberação do nucleocapsídeo viral no 

citoplasma (Figura 4-2) (BOHMWALD et al., 2016) . 

 A transcrição do genoma viral, que ocorre nos corpúsculos de inclusão, é mediada pela 

polimerase L que, na presença de N, P e M2-1, transcreve os genes de forma sequencial. 

Devido à sua associação com a P, a L é capaz de reconhecer o promotor da região 3’ do RNA 

viral e iniciar a transcrição dos genes, de forma  guiada pelos sinais curtos de gene-start e 

gene-end, com a adição do cap 5’ e sua metilação, e dapoliadenilação da região 3’,produzindo 

assim os mRNA’s individuais (Figura 4-4) (COLLINS, MELERO 2011; BOHMWALD et al., 

2016).  

A associação de P e M2-1, junto à L, contribui para a regulação da transcrição dos 

mRNA’s, e para a processividade da atividade polimerase (CANEDO-MARROQUIN et al., 

2017). 
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Figura 4. Infecção de células epiteliais das vias aéreas pelo hRSV. 

 

Infecção de células epiteliais da vias aéreas pelo hRSV. 1: As proteínas G e F interagem com os 

receptores das células hospedeiras para iniciar a entrada. 2: O complexo RNP é lançado, pela 

separação do RNP e de M. 3: Replicação do RNA viral. 4: Transcrição e tradução das proteínas virais. 

5: A proteína M é importada para o núcleo e inibe a transcrição das células hospedeiras. 6:  A M é 

exportada do núcleo e é transportada para os domínios ricos em colesterol. 7: A M  começa a interagir 

com as proteínas de superfície e inicia a montagem. 8: o RNP interage com a M para finalizar o 

processo de montagem. 9: O brotamento das partículas virais nascentes. Fonte: BOHMWALD et al.,  

2016. 

 

 

O complexo de ribossomos da célula hospedeira então traduz as proteínas a partir dos 

mRNA’s virais  e, após um  acúmulo destas proteínas, passa a ocorrer uma mudança (com a 

ajuda da M2-2) na ação da polimerase Le esta então inicia a replicação do RNA (Figura 4-3), 

tendo em conta que L passa a ignorar os sinais de gene-start e gene-end e inicia a geração de 

cópias completas do RNA viral com a polaridade positiva. Utilizando a região trailer como 

promotor, na porção 3’do molde antigenoma de sentido positivo, a L replica o genoma 

completo de sentido negativo para a posterior montagem (Figura 4-7/8) e liberação das 

partículas virais (Figura 4-9) (COLLINS, MELERO 2011;  GRIFFITHS et al., 2017). 

1.4 Epidemiologia 

 

O hRSV é um vírus altamente contagioso, que se espalha rapidamente através da 

inalação de gotículas contendo as partículas virais ou através do contato dessas gotículas com 

a mucosa ocular.Uma das principais características deste vírus é que ele pode infectar uma 

mesmo indivíduo diversas vezes ao longo da vida, sendo que estudos epidemiológicos 
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indicam que cerca de 36% dos indivíduos podem ser re-infectados durante uma temporada 

(BOHMWALD et al., 2016).  

 As infecções por hRSV ocorrem principalmente em surtos epidêmicos anuais, durante 

o inverno em países de clima temperado e durante a estação chuvosa em países tropicais. A 

maior parte das crianças, até o primeiro ano de vida, já foi infectada pelo hRSV e 

praticamente todas elas já foram infectadas ao atingirem os 2 anos de idade (COLLINS,  

MELERO, 2011; BOHMWALD et al., 2016). 

Alguns estudos estimam que, de forma global, o hRSV gerou quase 34 milhões de 

casos de doenças do trato respiratório inferior no ano de 2005 em crianças menores de 5 anos, 

sendo que 10% delas necessitaram de hospitalização. Essas infecções geraram entre 66 mil e 

199 mil mortes, com 99% desses óbitos ocorridos em países em desenvolvimento, 

evidenciando uma maior população de crianças e os recursos reduzidos nessas regiões 

(COLLINS; MELERO, 2011). 

 

1.5 Dados anteriores do laboratório 

 

Os genes virais N, P e M foram otimizados para a expressão eficiente em células de 

mamíferos e foram sub-clonados, de modo a ter essas proteínas expressas em fusão com o 

peptídeo FLAG (SIMABUCO et al., 2009; SIMABUCO, 2009; TAMURA, 2009). Isso 

possibilitou utilizar a técnica de co-imunoprecipitação das proteínas celulares associadas a 

essas proteínas virais com anticorpo anti-FLAG, seguida de espectrometria de massas. Foram 

selecionadas as proteínas identificadas que tiveram maior porcentagem de cobertura, para 

análises posteriores confirmatórias, por co-imunoprecipitação seguida de western blotting 

com anticorpos específicos.  

As interações foram primeiro confirmadas utilizando transfecção com os vetores de 

expressão dos genes virais otimizados para expressão em células humanas, seguidas de 

imunoprecipitação com anti-FLAG, e detecção com anticorpos contra as proteínas celulares. 

Depois, extratos de células infectadas pelo vírus foram imunoprecipitados com os anticorpos 

contra as proteínas celulares identificadas, seguindo-se a detecção com anticorpos contra as 

proteínas virais. As interações confirmadas mostraram que a proteína N interage com a 

proteína do choque térmico Hsp70 e com as proteínas do metilossomo WDR77 e PRMT5; P 

interage com Hsp70 e com Tropomiosina; e M com as proteínas Nucleofosmina e 

Tropomiosina (OLIVEIRA et al., 2013). Neste estudo ampliamos as observações de interação 

hRSV-célula, utilizando a mesma estratégia para a proteína M2-1.  
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1.6 As principais proteínas celulares e virais abordadas nesse estudo 

 

Ao considerar que as proteínas virais M2-1, N e P estão presentes nos IB’s, onde 

ocorrem os processos de transcrição e replicação do vírus, pode-se afirmar que estas proteínas 

possuem  um importante papel para a compreensão do ciclo viral e das possíveis interações 

proteína-proteína que ocorrem nessas estruturas (COLLINS, FEARNS,1999; MELERO, 

2007). 

As proteínas Y-box binding protein 1 (YBX1), Y-box binding protein 3 (YBX3), poly(A)-

binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1) e poly(A)-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC4) 

foram identificadas nos experimentos iniciais de co-imunoprecipitação com M2-1 que 

realizamos e, por conta disso, optou-se por focar principalmente nessas proteínas para a 

realização dos demais experimentos ao longo do trabalho, como será discutido no item 

resultados. 

1.6.1 A proteína M2-1 

A proteína M2-1 possui 194 aminoácidos e forma um tetrâmero estável em solução 

(Figura 5). Esta proteína possui 4 domínios principais, sendo o N-terminal composto por um 

domínio de ligação ao zinco, do inglês, zinc-binding domain (ZBD), um domínio de 

oligomerização em alfa-hélice, um core domain (resíduos    5 - 177) e um C-terminal não-

estruturado (TANNER et al., 2014; TANG et al., 2001). 

 

Figura 5. Estrutura da proteína M2-1 do hRSV resolvida por cristalografia. 

 

Estrutura da proteína M2-1 do hRSV resolvida por cristalografia. Modelo de tetrâmero com o N-

terminal em destaque (A) e vista lateral (B). A M2-1 monomérica (C) é representada em diferentes 

cores: o ZBD em laranja, o domínio de oligomerização em magenta, o core domain em azul, o 

domínio não estruturado em cinza e os resíduos do vetor de clonagem em preto. Fonte: TANNER et 

al., 2014. 
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A M2-1 é reconhecida, de forma geral, como um cofator de anti-terminação da 

transcrição que previne o término prematuro do processo de transcrição e também promove o 

início da transcrição nas junções entre os genes, atuando juntamente com a polimerase viral 

(TANG et al., 2001). 

Através de experimentos com mini-replicons, foi identificado que a região 

correspondente ao zinc-binding domain (resíduos 7 até 25, também reconhecido como Cys3-

His1motif) é essencial para a função da proteína, e consequentemente para a infectividade do 

vírus. Além disso, através de análise de mutantes com deleções, ficou reconhecido que a 

região N-terminal é importante para o dobramento da proteína (MELERO, 2007). 

Também foi constatado, através de experimentos de minigenoma com mutantes, a 

importância da presença de 3 resíduos de cisteínas altamente conservados no N terminal, sem 

os quais não foi possível obter vírus viáveis após a experimentação, demonstrando a 

importância desses resíduos para a função da M2-1 e para a replicação do hRSV (TANG et 

al., 2001). 

Experimentos em células infectadas com o hRSV e em células transfectadas com 

vetores de expressão, mostraram que a M2-1 é co-imunoprecipitada com N. Essa interação 

aparentemente ocorre via RNA, pois o experimento foi sensível à presença de RNase 

(CARTEE; WERTZ, 2001), sendo que outros estudos identificaram que M2-1 se liga através 

de seu ZBD, aos mRNAs gerados durante a infecção, sem especificidade (MELERO, 2007). 

A estrutura da M2-1 mostra que o core domain, onde ocorre a ligação ao RNA, é uma 

região flexível onde há dois resíduos de serina fosforilados durante a infecção, sendo que a 

capacidade de ligação de M2-1 ao RNA aparenta ser dependente dessa fosforilação (BAILLY 

et al., 2016; TANG et al., 2001).Também é através do seu core domain que a M2-1 se liga a 

P, porém, essa ligação ocorre de forma competitiva, já que o RNA também pode se ligar a 

este (BAILLY et al., 2016). 

É reconhecido que a região que faz uma ponte (resíduos 57 a 62) entre o domínio de 

tetramerização e o core domain, também possui dois resíduos de serinas (58 e 61) que são 

fosforilados durante a infecção. Através de experimentos feitos com mutantes pela 

substituição por adeninas ou por aspartatos (“fosfomiméticos”), demonstrou-se que esses 

resíduos são essenciais para a função de antiterminação de síntese de mRNA da M2-1. Assim, 

a mudança no estado de fosforilação de M2-1, influencia tanto na sua interação com outros 

ligantes, quanto na sua ação antiterminação (TANNER et al., 2014). 

As regiões C terminal das proteínas M2-1 dos pneumovírus são heterogêneas nas 

sequências e nos comprimentos, indicando um papel menos essencial ao C-terminal dessas 
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proteínas. Experimentos de minigenoma, onde foram utilizadas construções com a deleção de 

diferentes quantidades de aminoácidos (67, 46 ou 17 aminoácidos) da região C terminal da 

M2-1, demonstraram que as proteínas truncadas com 46 e 67 aminoácidos não permitiram a 

eficiente síntese do comprimento total do mRNA com o gene repórter da  β-galactosidade. 

Também não foi possível a recuperação de vírus viáveis nessas condições (TANG et al., 

2001). 

As proteínas N, P, L e o RNA viral são os componentes virais necessários para a 

replicação virale a transcrição requer a ação coordenada das proteínas N, P, L, M2-1 sobre o 

RNA viral (COLLINS; FEARNS,1999; MELERO, 2007). Desta forma, é reconhecido que a 

proteína M2-1 não é requerida para a replicação do genoma viral, porém é de extrema 

importância para a transcrição dos mRNAs virais. Estudos in vitro demonstraram que a M2-1 

se liga preferencialmente às regiões gene end (GE) de sentido positivo e às sequências poly-A 

porém ainda não se conhece o mecanismo pelo qual a M2-1 melhora a eficiência de 

transcrição (BAILLY et al., 2016). 

1.6.2 A nucleoproteína N 
 

A proteína N possui 391 aminoácidos e sua estrutura foi resolvida através de 

expressão em bactéria, tendo sido caracterizada como arranjo em anel decamérico associado 

com o RNA bacteriano, assumindo-se que este anel possivelmente imita uma volta da hélice 

do RNP helicoidal (TAWAR et al., 2009). Os domínios N-terminal e C-terminal da N estão 

conectados através de uma região dobradiça, onde está associada  uma sequência de 7 

nucleotídeos de RNA. O arranjo dos nucleotídeos em relação à proteína N sugere que a 

passagem da polimerase pelo complexo N-RNA induz uma mudança conformacional 

temporária, que permite acesso ao RNA pela polimerase (COLLINS; MELERO, 2011). 

A nucleoproteína N, como é característico para todos os vírus da ordem 

Mononegavirales, fica em contato com o RNA viral, o protegendo de RNases e  prevenindo a 

formação de fitas duplas de RNA (GALLOUX et al., 2015; BOHMWALD et al., 2016). A 

associação da proteína N com o RNA constitui o nucleocapsídeo (NC), cuja estrutura foi 

caracterizada por microscopia eletrônica de alta resolução em organismo eucarioto, 

posteriormente à resolução por cristalografia (TAWAR et al., 2009).  Nesse trabalho foi 

descrita uma estrutura em hélice flexível com número variável de proteínas N por volta, que 

serve como molde para a síntese de RNA realizada pela RNA polimerase RNA dependente 

(BAKKER et al., 2013).  
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A proteína N é subdividida em 4 principais domínios, o braço do N-terminal (N-arm), 

o domínio  N-terminal (NNTD), a região flexível que fica em contato com o RNA, o domínio 

C-Terminal (NCTD) e o braço do C-terminal (C-arm) (Figura 6). 

Experimentos com mutantes demonstraram que a interação entre N e P aparentemente 

ocorre através do C-terminal da N, em ligação com o C-terminal da P (GALLOUX et al., 

2012), sendo que é  reconhecido que o C-terminal da proteína N, durante a síntese de RNA, 

fica exposto de forma a permitir a interação desta região com a proteína P (COLLINS; 

MELERO, 2011).  

 

Figura 6. Representação em 3D da proteína N do hRSV. 

 

 
Representação e 3D da proteína N do HRSV. O braço do N-Terminal está em azul, o braço do C-

terminal em verde, domínio N-terminal em amarelo e o domínio C-terminal em vermelho. As glicinas 

30, 252 e 361, localizadas nas junções entre os domínios, estão indicadas. Fonte: GALLOUX et al., 

2012. 

1.6.3 A fosfoproteína P 
 

A proteína P é composta de 241 aminoácidos, é estável na conformação tetramérica e 

seu domínio de oligomerização está localizado entre os resíduos 104 e 163 (Figura 7) 

(GALLOUX et al., 2012). 

As interações proteína-proteína de P são de extrema importância, já que esta proteína é 

reconhecida com um co-fator do complexo RNP e a sua interação com L é essencial, 

considerando que P pode interagir com N e permitir que a polimerase (L) tenha acesso ao 

RNA (SHAPIRO et al., 2014; COLLINS, MELERO, 2011; BOHMWALD et al., 2016). 

Dentre as diversas funções de P, é reconhecida também a sua importância nos eventos 

de alongamento dos transcritos e na adição do cap 5’por L (COLLINS e MELERO, 2011). 

A proteína P também atua como uma chaperona, prevenindo a interação da N recém-

sintetizada com o RNA celular durante o processo de formação de novas partículas virais nas 
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células infectadas (CANEDO-MARROQUIN et al., 2017). 

A região C-terminal da proteína P (resíduos 161 até 241) está envolvida na interação 

com o nucleocapsídeo através de N (GALLOUX et al., 2012) e alguns experimentos com a 

proteína P do HRSV bovino (bRSV) sugerem que nessa proteína, de forma análoga, a região 

dos aminoácidos 161 a 180 também podem participar nas interações N-P (GALLOUX et al., 

2015). 

A fosforilação da proteína P tem um importante papel na infecção viral já que a 

ausência de cinco sítios de fosforilação nesta proteína reduziu a replicação viral in vivo em 

camundongos e cotton rats, e também em células HEp-2 in vitro (BOHMWALD et al., 2016). 

 

 

 

Figura 7. Representação da estrutura primária da proteína P. 

 

Representação da estrutura primária da proteína P. Indicação da localização da sequência de 

aminoácidos denominada fragmento X (resíduos 104 até a163) resistente à tripsina, do domínio de 

ligação à L (LBD), e do domínio de ligação à N (NBD). Duas α-hélices são previstas, dentro do N-

terminal (resíduos 14 até 25) e do C-terminal (resíduos 220 até 228),sendo agrupamentos hidrofóbicos 

que caracterizam coiled coils (indicados). Fonte: LLORENTE et al., 2008. 

 

1.6.4 Proteínas YBX1 e YBX3 

 

As proteínas Y-box, do inglês Y-box proteins (YBP’s), são uma superfamília de 

proteínas reguladoras de genes que atuam como ativadoras ou repressoras da transcrição no 

núcleo, e como ativadoras ou repressoras da tradução no citoplasma (MASTRANGELO; 

KLEENE, 2000). 

Essa superfamília é representada por proteínas que possuem um domínio cold shock 

(CSD) (Figura 8) altamente conservado, que possui 43% de semelhança desde E. coli até 

humanos (DAVIES et al., 2000). O CSD é reconhecido por conter um estrutura de ligação ao 

DNA e RNA, também altamente conservada (MATSUMOTO; WOLFEE, 1998). 

O domínio C-terminal das proteínas Y-box é representado por regiões compostas de 
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aminoácidos ácidos ou básicos, alternadamente, tendo cada uma destas regiões, cerca de 30 

aminoácidos, que conferem a esse domínio a capacidade de se ligar aos ácidos nucléicos de 

forma mais fraca. Esse tipo de sequência (ácida ou básica) é uma característica comum de 

proteínas que se ligam aos complexos ribonucleoprotéicos e que se movimentam entre o 

núcleo e o citoplasma. Apesar de não ser possível identificar sequências de localização 

nuclear específicas nas proteínas Y-box de vertebrados, elas são encontradas em 

compartimentos celulares e nucleares (MATSUMOTO; WOLFEE, 1998). 

 

Figura 8. Diagrama da estrutura molecular do CSD de YBX1 de Bacillus subtilis. 

 

Diagrama da estrutura molecular do CSD de Bacillus subtilis. As folhas beta estão numeradas em 

ordem a partir do N terminal. O retângulo preto indica a superfície de ligação ao DNA. Fonte: 

MATSUMOTO; WOLFEE, 1998. 

 

As proteínas Y-box foram caracterizadas pela sua capacidade de associação com 

promotores com a sequência Y-box (CTGATTGGCCAA), encontrada nos genes de classe II 

do complexo principal de histocompatibilidade (MATSUMOTO, WOLFEE 1998; LYABIN 

et al., 2014). 

O papel fisiológico das proteínas Y-box, na ativação da transcrição, ainda não está 

definido porém evidências de experimentos in vitro demonstraram que a especificidade de 

ação dessas proteínas aparentemente está relacionada com associação na região dos 

promotores, já que as proteínas Y-box foram capazes de se ligar ao promotor de Hsp70 de 

Xenopus, ao promotor de timidina quinase do vírus da herpes e também foram capazes de 

ativar a expressão de gene repórter controlado por esses promotores, em experimentos de  

transfecção em células somáticas (MATSUMOTO;  WOLFEE, 1998). 

Duas das proteínas representantes desta família, que identificamos neste estudo, são as 

Y-box binding protein 1 (YBX-1, YB-1, Nuclease-sensitive element-binding protein 1) e a Y-

box bindin gprotein 3 (YBX-3, CSDA, DBPA, ortólogo em camundongo MSY4) (LASHAM 
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et al., 2013; LU et al., 2006).  

A proteína YBX1, a mais estudada de sua família, participa de uma grande variedade 

de eventos dependentes de RNA e DNA, incluindo a reparação de DNA, a transcrição e o 

splicing de pré-mRNA, o empacotamento de RNA e a regulação da estabilidade e tradução do 

mRNA (ELISEEVA et al., 2011). 

A YBX1 é uma proteína composta por 323 aminoácidos e que possui, como 

características principais, a habilidade de interagir com ácidos nucléicos e também de formar 

homomultímeros e complexos com outras proteínas. Esta proteína possui três domínios, sendo 

a região N-terminal um domínio rico em alaninas e prolinas (domínio A/P), o domínio cold 

shock que interage com ácidos nucléicos e o grande domínio C-terminal (CTD) com 

agrupamentos alternados de resíduos carregados positivamente e negativamente onde ocorre a 

maioria das interações com outras proteínas (LYABIN et al., 2014). É reconhecido que o C-

terminal também interage com DNA e RNA de fita simples, independentemente do domínio 

CSD (IZUMI et al., 2001). 

Alguns experimentos demonstraram que a YBX1 está envolvida com a regulação da 

transcrição, já que um aumento de YBX1 na célula ou a translocação do citoplasma para o 

núcleo, foram acompanhadas do aumento ou diminuição da quantidade de mRNA’s, 

expressão de proteínas codificadas por muitos genes responsáveis pela divisão celular, 

diferenciação e resistência a drogas. É comum associar a ação da YBX1 como sendo de um 

fator de transcrição, porém isto não pode ser considerado totalmente comprovado por que 

quando presente no núcleo, a YBX1 pode influenciar a quantidade de mRNA não somente 

pela transcrição, mas também através do processamento do pré-mRNA e da estabilidade do 

mRNA (LYABIN et al., 2014). 

A influência da YBX1 sobre a transcrição não é dada somente através da interação 

com o Y-box motif, mas também através da interação com os motifs de DNA, e por influência 

da YBX1 para a estabilização ou desestabilização da dupla fita de DNA. Diversos 

experimentos demonstraram que normalmente a YBX1 não atua somente como um fator de 

transcrição tradicional, mas sim como um co-ativador ou co-repressor dos fatores de 

transcrição (LYABIN et al., 2014). 

As proteínas YBX1 e YBX3 humanas possuem similaridade em 55% de seus 

aminoácidos na região N-terminal de ambas, sendo que a maior parte dos estudos sugere que 

a proteína YBX3 está envolvida na regulação da tradução via sequências de reconhecimento 

no RNA-alvo (SNYDER et al., 2015). 

Em camundongos, a proteína YBX3 é amplamente expressa em embriões e testículos 
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em desenvolvimento e em testículos adultos. A expressão estendida de YBX3 durante a 

espermatogênese em camundongos transgênicos inibiu a tradução de vários mRNA’s como os 

Prm1 (Protamina 1) e Prm2 (Protamina 2), resultando em esterilidade masculina dominante 

(SNYDER et al., 2015). 

 

1.6.5 As poly-A binding proteins 

 

A família das poly(A)-bindingproteins (PABP’s) apresenta uma distribuição 

predominantemente citoplasmática difusa mas essas proteínas também podem estar 

concentradas em locais onde ocorre a tradução (SMITH et al., 2014). As PABP’s se ligam 

com alta especificidade à cauda poli-A e ficam complexadas ao mRNA citoplasmático, sendo 

essas proteínas então reconhecidas por mediarem as funções da cauda poli-A e por 

acompanharem os mRNA’s desde a sua síntese no núcleo até a sua eventual destruição 

(BERNSTEIN, ROSS, 1989; ELISEEVA et al., 2013; GRAY et al., 2015). 

A distribuição celular das PABP’s pode mudar drasticamente em resposta ao stress 

celular ou à infecção viral, se tornando principalmente nuclear e/ou presente em focos 

citoplasmáticos, sendo que é reconhecido que as PABPC1 e PABP4 são transportadas entre o 

núcleo e o citoplasma (GRAY et al., 2015). A PABPC1 é amplamente expressa, enquanto a 

poly(A)-binding protein 3 (PABP3) tem a sua expressão testículo-específica (SMITH, GRAY, 

2010; GRAY et al., 2015). 

Além da interação com o mRNA devido à sua grande afinidade com a cauda poli-A, é 

reconhecido que as PABP’s interagem com muitas proteínas, envolvendo-as em eventos 

celulares (ELISEEVA et al., 2013). A região N-terminal da PABP é composta de quatro 

domínios não idênticos de reconhecimento de RNA (RRM’s), que diferem quanto à 

especificidade de ligação às proteínas e ao RNA. A região C-terminal não se liga ao RNA, 

possui uma região rica em prolinas e constitui um domínio globular (PABC) (Figura 9) 

(SMITH, GRAY, 2010; DERRY et al., 2006). 

A PABPC1 possui 636 aminoácidos e suas funções mais caracterizadas são a 

intensificação da tradução através da interação com fatores de iniciação da tradução que se 

ligam à extremidade 5’ dos mRNA’s, proteção da cauda poli-A contra a deadenilação e 

atuação no turnover de mRNA’s (SMITH et al., 2014; SMITH,GRAY, 2010). 
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Figura 9. Os domínios das PABP’s. 

 

 
Os domínios das PABP’s. Na figura estão representados os domínios compartilhados entre a PABPC1 

e PABP4. Ambas possuem quatro regiões RRM’s não idênticas, separadas do domínio globular por 

uma região linker. As linhas azuis indicam as regiões com capacidade de ligação ao RNA e as linhas 

vermelhas indicam as regiões de interação com outras proteínas. Fonte: GRAY et al., 2015. 

 

A PABPC1 é considerada uma reguladora central do destino dos mRNA’s 

citoplasmáticos, controlando as taxas de tradução e decaimento de mRNA’s, tal como 

controlando a estabilidade e tradução específica (GRAY et al., 2015). 

Experimentos com vertebrados não-mamíferos demonstraram que a PABPC4 aumenta 

a eficiência de tradução, evidenciada pela sua associação com os polissomos e a perda de 

polissomos após knockdown. Em experimentos com mamíferos a PABPC4 também foi 

relacionada com a estabilidade do mRNA, evidenciada pelo efeito de seu knockdown  sobre 

mRNA’s endógenos (SMITH et al., 2014). 

Neste trabalho fizemos experimentos com a PABPC1 e adotamos a nomenclatura de 

Domínio 1 (D1), correspondente ao RRM1; Domínios 2 e 3 (D2-3), correspondentes aos 

RRM2 e 3 juntos e Domínio MELLE, correspondente ao Domínio globular PABC (resíduos 

544 até 626). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral do projeto é expressar as proteínas virais do complexo de replicação 

N, P e M2-1, realizar ensaios para identificar proteínas celulares interagentes com M2-1 

individualmente ou com o conjunto dessas proteínas virais, e caracterizar essas interações. 

2.2 Objetivos específicos 

 

– Sub-clonar o gene de M2-1, otimizado para expressão em células humanas, no vetor 

pcDNA-FLAG e testar sua eficiência de expressão. 

– Transfectar a linhagem celular HEK293T com vetores que expressam M2-1 

isoladamente ou em conjunto com N e P, e submeter os produtos das imunoprecipitações com 

anti-FLAG à analise por espectrometria de massas. 

– Dentre as proteínas identificadas, selecionar as de interesse e realizar ensaios para 

confirmar as interações, utilizando as técnicas de Split-Nanoluc e co-expressão de proteínas in 

bacteria. 

- Verificar se há co-localização entre as proteínas celulares e virais em células 

transfectadas com vetores que as expressam, nas estruturas semelhantes a corpúsculos de 

inclusão formadas por N e P, através de microscopia de imunofluorescência. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

As técnicas de biologia molecular utilizadas neste trabalho foram baseadas em 

protocolos descritos em SAMBROOK et al., (1989), AUSUBEL et al., (1994) ou BOLLAG et 

al., (1996).  

3.1 Cepas de Escherichia coli 

 

As cepas de Escherichia coli utilizadas neste trabalho estão abaixo mencionadas. 

- DH5α: supE44 ΔalcU169 (80lacZϕM15) hsdR17 recA1 endA1 gyra96 thi-1 relA1 

(SAMBROOK et al., 1989). 

- BL21 (DE3) pLysS: células que permitem a expressão de proteínas, com alta eficiência 

de qualquer gene sob o controle do promotor T7. A bactéria BL21(DE3) é lisogênica para λ-DE3, 

que contém o gene bacteriófago T7 I, e que codifica RNA polimerase T7 sob o controle do 

promotor lac UV5. Também contém um plasmídeo, pLysS, que transporta o gene que codifica 

para a lisozima de T7. Genótipo: F- ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ(DE3) pLysS (cmR) 

(STUDIER; MOFFATT, 1986). 

- DH10B: A cepa MC1061 serviu como ponto de partida para que Hanahan e seus 

colaboradores, através de uma série de transduções P1, realocassem alelos que resultassem na 

DH10B. DH10B - F-araD139 Δ(araA-leu)7697 Δ(lac)X74 galE15 galK16 galU hsdR2 relA1 

rpsL150(strR) spoT1 deoR ϕ80dlacZΔM15endA1 nupG recA1 e14- mcrA Δ(mrrhsdRMS 

mcrBC) tonA (DURFEE et al., 2008). 

- Stellar: as células E.coli HST08 Premium Competent Cells (Stellar - ClonTech®) 

não possuem os genes mrr, hsdRMS, mcrBC e mcrA, necessários para a quebra de DNA 

exógeno metilado. De acordo com essas propriedades, essas células são úteis para diversos 

usos, tais como clonagem de DNA metilado, construção de biblioteca genética e subclonagem 

de rotina. E.coli HST08 Premium- F
-
, endA1 , supE44 , thi-1, recA1, relA 1, gyrA96, phoA , 

ϕ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA – argF) U169 , Δ ( mrr - hsdRMS - mcrBC ), ΔmcrA ,λ– 

(TANAKA, 2018). 

3.2 Otimização de códons e plasmídeos utilizados 

 

 Os vírus com genoma de RNA que possuem a sua própria RNA polimerase RNA 

dependente, responsável pela síntese de seus mRNA’s no citoplasma da célula hospedeira, 

tendem a ter genes que não estão adaptados para a expressão no núcleo celular. Sendo assim, 
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os problemas que ocorrem durante a expressão de genes virais pela Pol II, como os do hRSV, 

podem ser superados pela troca dos códons do genes virais pelos códons mais utilizados pelas 

células hospedeiras (TERNETTE et al., 2007). 

Dentre as alterações da otimização é possível citar o uso dos códons adaptados aos da 

célula, a remoção de sinais de splicing e poliadenilação prematuros, a adaptação do conteúdo 

GC ao conteúdo do genoma celular, a eliminação de sequências repetitivas e a modificação da 

estrutura secundária do RNA para minimizar o pareamento intramolecular (SIMABUCO, 

2008). 

Em vários plasmídeos utilizados neste trabalho foram subclonados genes com a 

otimização de códons para expressão em células humanas, tendo em conta que este processo 

de otimização consiste em modificar a sequência de nucleotídeos dos genes, sem alterar a 

sequência de aminoácidos codificados. 

 A descrição dos plasmídeos que utilizamos neste trabalho, será feita nos itens em que 

detalhamos construções de novos vetores, ou em procedimentos que utilizamos vetores 

adquiridos ou obtidos em trabalhos anteriores. 

3.3 Linhagens celulares 

 

As células HEK293T são originadas de rim de embrião humano e expressam o 

antígeno T do vírus SV 40. Essas células crescem em monocamadas, não apresentam as 

junções tight e não expressam as claudinas 1, 3 e 4, o que faz com que estas células sejam 

altamente transfectáveis (GRAHAM, 1973; LIN et al., 2014).  

 As células humanas HEp-2 foram originalmente isoladas de carcinoma epitelial de 

laringe contaminada com HeLa, o que gerou a linhagem atual (SCHERER, 1953). A infecção 

e o efeito citopático do hRSV são muito bem caracterizados nessas células.  

3.4 O vírus hRSV (cepa A2) 

 

O hRSV é encontrado dentro de 2 subgrupos (hRSV-A e hRSV-B), sendo que 

atualmente os dois subgrupos são classificados com base na variabilidade da sequência da 

segunda região hiper-variável do gene G (MALASAO et al., 2015). Os vírus do subgrupo A 

foram encontrados mais frequentemente na maioria dos períodos epidêmicos (CANE, 2007). 

É reconhecido que a cepa A2 (um protótipo do vírus do grupo A, originalmente isolado na 

Austrália em 1961), tem um mRNA de G de 918 nucleotídeos (SULLENDER, 2000).O vírus 
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utilizado neste trabalho foi um protótipo do subgrupo A, a cepa A2, gentilmente cedido pela 

Dra. Marilda Siqueira Departamento  de Virologia da FIOCRUZ-RJ. 

3.5 Construção do vetores pFLAG-M2-1, pShuttle-M2-1 e pM2-1-FLAG-CT 

 

À Figura 10 está apresentado o vetor pcDNA3-FLAG utilizado para a clonagem do 

gene M2-1, gerando pCDNA3-FLAG-M2-1 (Figura 11). Os procedimentos realizados nesta 

construção estão descritos nos próximos itens. 

Para a construção do vetor pShuttle-M2-1, foi feita a sub-clonagem do M2-1 nos sítios 

XbaI e AflII do multiple cloning site do vetor pShuttle, de forma similar aos procedimentos 

descritos em SIMABUCO (2009), que realizou a construção de pShuttle-N e pShuttle-P 

anteriormenre no laboratório. 

O vetor pcDNA3.1-M2-1-FLAG-CT foi encomendado à GeneArt, a partir da 

sequência de aminoácidos da proteína M2-1 (hRSV cepa A2, GI: 3089381), tal como descrito 

para a construção de pFLAG-M2-1. 

 

Figura 10. Mapa do vetor pcDNA3-FLAG. 

 

Foi utilizado o programa Vector NTI 10.3.0 para acessar a representação do mapa do vetor pcDNA3-

FLAG. Estão apresentados os principais elementos do vetor. Imagem não publicada. 
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Figura 11. Representação da Construção pcDNA3-FLAG-M2-1. 

 
 

Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para criar a representação do mapa do vetor pcDNA3-

FLAG-M2-1. Imagem não publicada.  

 

 

A partir da sequência de aminoácidos da proteína M2-1 (hRSV cepa A2, GI: 

3089381), foi solicitada a síntese do gene M2-1 à GeneArt. Este foi entregue flanqueado pelos 

sítios BamHI e EcoRI, em vetor pMAT, com otimização de códons para expressão em células 

humanas. 

Aproximadamente 3 µg do vetor pcDNA3-FLAG foram digeridas com  BamHI e 

EcoRI. O vetor  pMAT –M2-1 foi digerido com as mesmas enzimas, sob as mesmas 

condições, liberando o fragmento correspondente à sequência de M2-1.  

A digestão das amostras foi verificada por gel de agarose (Invitrogen) 1%, e a banda 

correspondente ao vetor pcDNA3-FLAG  linearizado e a sequência de M2-1  foram  

purificadas através do Quick gel Extraction & PCR purification Combo kit  (Invitrogen). A 

reação de ligação foi feita utilizando T4 DNA ligase (NEB) em temperatura ambiente. As 

bactérias DH10B eletrocompetentes foram transformadas por eletroporação com a reação de 

ligação e submetidas à moderada agitação em LB por 2 horas.  Foi feito o posterior 

plaqueamento em LB-agar com ampicilina e a incubação da placa foi feita por 16 horas a 

37°C. 

 As colônias foram colocadas para crescer em meio LB líquido por 16 horas a 37°C 

com ampicilina e a cultura celular foi sujeita à extração de DNA por lise alcalina. 
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3.6 Análise dos clones 
 

A confirmação da presença do gene M2-1 nas colônias obtidas foi feita através de 

PCR de colônia, procedimento que utiliza as colônias que foram previamente transformadas 

com a reação de ligação e crescidas em meio seletivo. Essas colônias foram coletadas e 

colocadas em um mix de PCR contendo os oligonucleotídos (apresentados abaixo) para a 

realização de amplificação de uma porção do gene M2-1, com o intuito de verificar se o gene 

de interesse estava presente (BERGKESSEL; GUTHRIE, 2013). 

Nucleotídeos utilizados: 

Sense 5’ TGCCACTTCAGCCAGAACTA3’ 

Antisense 5’ ATGCTGCCGATGTAGCTTTC3’ 

Após a análise dos produtos de PCR em gel de agarose e identificação das colônias 

positivas para a presença de M2-1(dados não apresentados), as colônias positivas 

correspondentes foram inoculadas em meio LB líquido com ampicilina e submetidas à 

preparação para extração do DNA plasmidial por lise alcalina. 

O vetor construído pCDNA3-FLAG-M2-1 (representado na Figura 11) foi sujeito à 

digestão com BamHI e EcoRI (Figura 21). Esse plasmídeo foi sequenciado utilizando os 

mesmos oligonucleotídeos citados acima, através do serviço de sequenciamento de DNA pelo 

método de Sanger, feito pelo Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-tronco 

(Instituto de Biociências - USP). 

3.7 Western Blotting 

 

Células HEK293T foram cultivadas em placas de 24 poços (cerca de 5x10
4
 células por 

poço) e transfectadas com os plasmídeos pcDNA-FLAG-M2-1 ou pcDNA-FLAG (cerca de 

0,5 µg por poço). A transfecção foi realizada com os reagentes Lipofectamina e Plus 

(Invitrogen) e após 48 horas as células foram coletadas com o tampão de amostra 1x (tampão 

de amostra 4X: Tris-HCl 240 mM, pH 6.8; glicerol 40%; dodecil sulfato de sódio 8%; azul de 

bromofenol 0,04%; β-mercaptoetanol 5%). 

Os lisados celulares foram submetidos a SDS-PAGE e após a separação, as proteínas 

foram transferidas para as membranas de nitrocelulose 0,45µm (Amersham
™

Protran
®

) através 

do método semi-seco de transferência. Posteriormente, as membranas foram incubadas em 

solução de bloqueio (5% de leite desnatado em PBS 1x com Tween 20 0,1 %) por 16 horas a 

4ºC.  

Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primários (anti-
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M2-1, da Abcam ou anti-FLAG, da Sigma) diluídos em solução de bloqueio (PBS 1X; 0.1% 

Tween 20; 5% leite) por 1 h a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 3 vezes 

com a solução de lavagem (PBS 1X; 0,1 % Tween 20) em temperatura ambiente por 15 

minutos, e posteriormente incubadas com os anticorpos secundários conjugados à peroxidase 

(Sigma) por 1 h em temperatura ambiente (anti-rabbit na membrana incubada com o anti-

FLAG e anti-mouse na membrana incubada com o anti-M2-1). 

 Foram feitas mais 3 lavagens com a solução de lavagem. Essas membranas foram 

então tratadas com SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) por 5 

minutos e  expostas a filme de raios-X, Hyperfilm (Amersham Biosciences), por 15 minutos e 

estes foram revelados em câmara escura (Figura 22). 

3.8 Ensaio de imunofluorescência (FLAG-M2-1/ N/ P) 

 

Foi realizado o ensaio de imunofluorescência para identificar a expressão das 

proteínas FLAG-M2-1, N e P. Células HEK293T foram cultivadas em placas de 96 (10
4
 

células por poço), e as transfecções (0,1 ug de plasmídeo por poço) foram realizadas com 

Lipofectamina e reagente Plus (Invitrogen) conforme as instruções dos fabricantes. As células 

foram lavadas com PBS 1X e foram fixadas com paraformaldeído 4% por 20 minutos a 4°C.  

Após a fixação as células foram incubadas com solução de permeabilização (PBS 1X; 

0.5% de Triton X100) por 30 minutos a 37°C e a solução foi desprezada em seguida. 

Posteriormente foi adicionada a solução de bloqueio (PBS 1X; 0.1% de Triton X100. 0,1% de 

BSA) e as células foram mantidas a 37°C por 45 minutos, sendo bloqueio desprezado. As 

células foram então incubadas na solução PBS-Tween-BSA (PBS 1X; 0.1% de Tween 20; 

0.5% de BSA) com os anticorpos primários monoclonais anti-M2-1 (Abcam), anti-FLAG 

(Sigma-Aldrich), anti-N (Abcam) e anti-P (Abcam), diluídos (1:200) em solução de bloqueio, 

com incubação de 16 horas a 4°C sob moderada agitação. 

 As células foram então lavadas 3 vezes com a solução de lavagem (PBS 1X; 0.2% 

Triton X100) e então incubadas em na solução de PBS-Tween-BSA com os anticorpos 

secundários conjugados anti-rabbit Alexa fluor 488 (verde),anti-mouse Alexa flúor 594 

(vermelho)(Abcam) e DAPI (1:500), diluídos 1:200 em solução de bloqueio,com incubação 

de 1 hora a 37°C. Posteriormente as células foram lavadas com a solução de lavagem 3 vezes 

e então foram analisadas no microscópio de fluorescência Zeiss. 
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3.9 As imunoprecipitações com FLAG-beads 
 

Os ensaios de imunoprecipitação foram realizados em células HEK293T, em garrafas 

de 75 cm
2 

(10
6
 células por garrafa) transfectadas com os plamídeos de interesse (6µg por 

garrafa), indicados nas legendas das tabelas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 e o controle negativo transfectado 

com o plasmídeo pcDNA-FLAG-vazio. As transfecções foram realizadas com a 

Lipofectamina 2000 e após 48 horas as células foram lavadas com PBS 1X e adicionado o 

tampão de lise celular (Cell Signaling Technology)contendo inibidor de protease (Sigma-

Aldrich)e inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich).  

Os lisados foram centrifugados a 5.000 rpm a 4°C por 10 minutos e aos sobrenadantes 

foram adicionados Anti-FLAG M2 Agarose Beads (Sigma-Aldrich), e estas foram mantidas 

sob agitação moderada a 4°C por uma hora.  

As Beads foram precipitadas por centrifugação, lavadas com TBS pH 7.6, 

ressuspendidas em TBS pH 7.6 contendo o peptídeo FLAG na concentração de 150 ng/µl e 

incubadas a 4°C por 30 minutos sob agitação moderada. Foi coletado o sobrenadante com as 

proteínas de interesse e armazenado a -20°C e foram feitas posteriores digestões em solução e 

análise por espectrometria de massas (conforme o item 3.10). 

3.10 Digestão em Solução e análise por espectrometria de massas 
 

Para realizar a análise por espectrometria de massas, as amostras de proteínas foram 

quantificadas com o Qubit Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) e submetidas à 

digestão em solução com tripsina.  

Para o procedimento de dessalinização, foram utilizadas colunas com a membrana C18 

(Thermo) e posteriormente as amostras foram secas com o Speed Vac
 
por 1 hora e meia e 

armazenadas a -20º C até o envio para análise por espectrometria de massas. 

A amostra da imunoprecipitação de FLAG-M2-1 (Tabela 1) foi sujeita à análise por 

espectrometria de massas com o LTQ-Orbitrap Velos ETD (Thermo) acoplado com o 

EasynanoLC II (Thermo) no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP, ICB-USP).  

Uma alíquota da mesma amostra de FLAG-M2-1 acima, foi também sujeita à análise 

por espectrometria de massas na Central Analítica – IQ USP (Tabela 2) com o maxis 3G 

(BrukerDaltonics), analisador ESI-QUAD-TOF (Electrospray Ionization – Time-of-flight) 

maxis. 

As amostras das imunoprecipitações de M2-1-FLAG-CT, FLAG-N, FLAG-P e do 

complexo FLAG-N/M2-1/P foram analisadas pela Central Analítica (IQ-USP) sob as mesmas 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q33211
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condições citadas anteriormente. 

A análise por espectrometria de massas fornece uma lista de proteínas que foram 

identificadas das amostras. Para a composição dos nossos resultados, foram comparadas as 

proteínas presentes nas células lisadas, após a transfecção, em relação às proteínas presentes 

na amostra controle (células transfectadas com FLAG-vazio). Somente as proteínas que não 

estavam presentes na amostra controle foram selecionadas para compor as tabelas com os 

resultados. 

O Score, apresentado nas tabelas, foi um critério de seleção para a escolha das quatro 

primeiras proteínas identificadas do pull down com FLAG-M2-1. O score representa um valor 

calculado que demonstra a chance do match (comparação entre os peptídeos identificados e a 

base de dados utilizada para comparação) não ser um falso positivo. Valor de score acima de 

70 representa um match significante (p < 0.05). 

Os resultados estão apresentados nas tabelas 3, 4, 5 e 6, respectivamente. 

 

3.11 Análise de complementação de luciferase dividida (Split-NanoLuc) para a interação      

entre M2-1 e YBX3 

 

O Split-NanoLuc consiste em um tipo de ensaio de complementação onde fragmentos 

complementares de uma luciferase repórter estão em fusão com um par de proteínas cuja 

interação se deseja testar. É reconhecido que os fragmentos da enzima repórter exibem baixa 

atividade separadamente, porém a sua atividade de luminescência é recuperada quando esses 

fragmentos são aproximados através da interação de seus parceiros fundidos (DIXON et al., 

2015). 

A NanoLuc, proteína repórter utilizada nesse experimento, é uma pequena luciferase 

de 19 kDa. É originária de um camarão de águas profundas, o Oplophorus gracilirostris, e sua 

atividade é identificada através do uso do substrato furimazine (BOUTE et al., 2016). Foi 

modificada geneticamente sendo os fragmentos de NanoLuc otimizados para os ensaios de 

split denominados 11S (corresponde aos primeiros 156 aminoácidos,com massa de 18 kDa) e 

114 (corresponde aos últimos 13 aminoácidos, com massa de 1.3 kDa) (DIXON et al., 2015). 

A partir da identificação da proteína celular YBX3 na amostra de imunoprecipitação 

de FLAG-M2-1 (Tabela 1 e Tabela 2), foi planejada a construção dos vetores pCIneo- M2-1-

114CT e pCIneo-YBX3-11SCT.O vetor pCIneo-M2-1-114CT foi construído no laboratório 

nosso colaborador Dr. Jean-François Eléouët, pela Dra. Monika Bajorek. Isso foi feito através 
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da amplificação de M2-1 por PCR e clonagem no vetor pCIneo-114CT. A construção do vetor 

pCIneo-YBX3-11SCT está descrita a seguir. 

 

3.12 Construção do vetor pCI-neo-YBX3-11S-CT 
 

Aproximadamente 3 µg do vetor pCI-neo-11S-CT (Figura 12) foram linearizados com 

as enzimas MluI e  SalI. O vetor pUC57-YBX3 foi digerido com as mesmas enzimas que o 

vetor pCI-neo-11S-CT, sob as mesmas condições, liberando o fragmento correspondente à 

sequência de YBX3. A digestão das amostras foi verificada por gel de agarose 1%, e a banda 

correspondente ao vetor pCI-neo-11S-CT linearizado e a banda de YBX3  foram  purificadas 

através do PCR clean-up Gel extraction kit (Macherey-Nagel) (dado não apresentado). 

 

 

Figura 12. Mapa do vetor pCI-neo. 

 
 

 
Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para acessar a representação do mapa do vetor pCI-neo no 

site da Promega (Ac number U47120). Imagem não publicada.  

 

  

A reação de ligação entre vetor e inserto foi feita com a ligase do Rapid DNA Ligation 

Kit (Thermo Scientific) por 30 minutos em temperatura ambiente. As bactérias Stellar 

quimiocompetentes (Clontech) foram misturadas com a reação de ligação e mantidas a 4°C 

por 1 hora e submetidas a 42°C por 1 minuto.  Foi feito a seguir o plaqueamento das bactérias 

transformadas em LB-agar com ampicilina, com incubação da placa overnight à 37°C.
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 As colônias foram colocadas para crescer em LB líquido com ampicilina por 16 horas 

à 37°C, e a cultura celular foi sujeita à extração de DNA com o Plasmid DNA Purification 

NucleoSpin
 
(Macherey-Nagel) e o DNA obtido foi sujeito à digestão com MluI e SalI (Figura 

26 em Resultados). A amostra de DNA foi submetida ao serviço de sequenciamento. 

À Figura 13 está representada a construção que foi feita. 

 

Figura 13. Representação da construção do vetor pCI-neo-HA-YBX3-11S-CT. 

 
 

Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para fazer a representação da construção pCI-neo-HA-

YBX3-11S-CT. Imagem não publicada. 

3.13 Ensaio de Split-NanoLuc 
 

Células HEp-2 foram plaqueadas em placa de 48 poços (cerca de 5x10
4
 células por 

poço) e foram feitas transfecções com a Lipofectamine 2000 (Invitrogen), com os plasmídeos 

de interesse (0,5 µg de DNA) citados nas figuras dos resultados. 

 As células foram lavadas com PBS e lisadas com o Nano-Glo Luciferase Assay Buffer 

(Promega) e mantidas sob agitação moderada por 1 hora em temperatura ambiente. As 

amostras foram então transferidas para uma placa branca de 96 poços e foi adicionado o 

Nano-Glo Luciferase Assay Substrate (Promega) em cada poço e foi feita a leitura de 

luminescência da placa com o Infinite 200 Pro (Tecan). 

3.14 Ensaios com a YFP (Yellow Fluorescent Protein) para caracterização da interação  

entre M2-1 e YBX3. 

 

O ensaio de fluorescência com a split-YFP (Yellow Fluorescent Protein) é um método 

de estudo para as interações proteína-proteína, que se baseia no princípio de que os dois 

fragmentos da proteína YFP (o N terminal, denominado como YFP1 e C terminal, 
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denominado como YFP2) não apresentam fluorescência quando expressos de forma separada 

porém, quando os fragmentos da YFP estão em fusão com duas proteínas distintas que 

possuem capacidade de interação entre elas, as porções da YFP ficam então aproximadas, de 

modo que pode ocorrer a dobragem correta das porções da YFP e o sinal de fluorescência 

pode ser gerado (THOMAS 2008, HORSTMAN et al., 2014).  

3.15 Construção dos vetores pM2-1-YFP2 e pHA-YBX3-YFP1 
 

Para a construção dos vetores pCI-HA-YBX3-YFP1 e pCI-YFP2-M2-1, 

aproximadamente 5 µg de cada um dos vetores (pCI-YFP1 e pCI-YFP2, à figura 14 está 

apresentado o vetor p-CI) utilizado para as construções foram linearizados com  EcoRI e  

SalI. Os vetores pCI-neo-HA-YBX3-11S-CT (que contém o inserto de interesse HA-YBX3) e 

pCI-neo-M2-1-11S-CT (que contém o inserto de interesse M2-1) também foram digeridos 

com EcoRI e  SalI, sob as mesmas condições, liberando os fragmentos correspondentes às 

sequências de HA-YBX3 e M2-1, respectivamente. As digestões das amostras foram 

verificadas por gel de agarose 1%, e as bandas correspondentes aos vetores e insertos foram  

purificadas através do PCR clean-up Gel extraction kit (Macherey-Nagel), (dados não 

apresentados). 

As reações de ligação foram feitas com os vetores e seus respectivos insertos, 

utilizando a ligase do Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Scientific). As bactérias Stellar 

quimiocompetentes (Clontech) foram transformadas com as reações de ligação e foi feito o 

posterior plaqueamento das bactérias em LB-agar com ampicilina, com a incubação das 

placas mantidas overnight à 37°C. 

 As colônias foram colocadas para crescer em LB líquido por 16 horas à 37°C com 

ampicilina, e as cultura celulares foram sujeitas à extração de DNA com o Plasmid DNA 

Purification NucleoSpin (Macherey-Nagel) e os DNA’s obtidos foram sujeitos à digestão com 

EcoRI e SalI (na Figura 29 em Resultados está apresentada a digestão de pYFP2-M2-1). As 

Amostras selecionadas de DNA’s foram submetidas ao serviço de sequenciamento. Na Figura 

15 está apresentada a representação da construção pCI-HA-YBX3-YFP1 e na figura 16 está 

apresentada a representação da construção pCI-YFP2-M2-1. 
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Figura 14. Mapa do vetor pCI. 

 
 

 
Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para acessar a representação do mapa do vetor pCI através 

do site da Promega. Imagem não publicada. 

 

 

 

Figura 15. Representação da construção do vetor pCI-HA-YBX3-YFP1. 

 
 
Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para fazer a representação da construção pCI-HA-YBX3-

YFP1. Imagem não publicada. 
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Figura 16. Representação da construção do vetor pCI-M2-1-YFP2. 

 
 

Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para fazer a representação da construção pCI-M2-1-YFP2. 

Imagem não publicada. 

3.16 Ensaios de imunofluorescências (HA-YBX3-YFP1 e M2-1-YFP2 em HEp-2 e HA-YBX3 e 

M2-1 em BEAS-2B) 
 

Como será comentado adiante em Resultados, a partir das transfecções feitas em HEp-

2, não foi possível identificar nenhum sinal da fluorescência de YFP (dados não 

apresentados). Optou-se então por fazer o ensaio de imunofluorescência indireta com 

anticorpos primários para a identificação de HA-YBX3 e de M2-1. 

As células HEp-2 foram cultivadas em placa de 24 poços sobre lamínulas de vidro e 

foram transfectadas com as combinações de plasmídeos descritas às legendas Figuras 30, 31 e 

32 de Resultados. 

As transfecções foram realizadas com Lipofectamina 2000 (Invitrogen) conforme as 

instruções do fabricante. As células foram fixadas com a solução de parafolmaldeído (4% 

paraformaldeído em PBS 1X), o bloqueio foi feito em solução de bloqueio PBS-Triton-BSA 

(PBS 1X, 0,2% de Triton X-100, 3% de BSA), sendo esta a mesma solução utilizada para a 

diluição dos anticorpos monoclonais anti-HA (1:1000), anti-N (1:2000) e anti-M2-1 (1:500) 

(Sigma-Aldrich),por uma hora e meia sob moderada agitação em temperatura ambiente.  

A solução de lavagem foi feita com PBS e Triton X-100 (PBS 1X; 0.2% Triton X-

100). Os anticorpos secundários anti-rabbit (Alexa fluor 568) e anti-mouse (Alexa fluor 488), 

ambos da Thermo Fisher, também foram diluídos em solução de bloqueio (1:1000, para 

ambos anticorpos). As montagens das lâminas foram feitas com NucBlue Live Ready Probes 

(Thermo Fisher) e estas lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência. 

Foi feito também um ensaio de imunofluorescência em células BEAS-2B, linhagem 
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celular de epitélio brônquico humano, considerado um modelo para estudos toxicológicos 

(GARCIA-CANTON et al., 2013), para a detecção de HA-YBX3 e M2-1, com vetores que 

não continham os domínios da YFP (experimento realizado pela Dra. Bajorek, no INRA) 

(Figura 33). 

 

3.17 Detecção de interação entre PABP, YBX3 e M2-1 in bacteria 

 

Uma maneira de estudar interações entre proteínas, é a estratégia que foi utilizada 

anteriormente para caracterizar interações entre proteínas do hRSV pelo grupo do Dr. Éleouet 

(GALLOUX et al., 2012). Para tanto, bactérias E.coli BL21 são co-transformadas com os 

vetores pGEX e pET, cada um contendo o gene de uma das proteínas que se quer testar a 

interação. Como os vetores pGEX e pET têm marcas de seleção diferentes, as bactérias co-

transformadas são semeadas em placas com os dois antibióticos. 

A partir da identificação da proteína celular PABPC1 e YBX3 na amostra de 

imunoprecipitação de FLAG-M2-1 (Tabela 1 em Resultados), foram construídos os vetores 

pGEX-GST-D1, pGEX-GST-D2-3 e pGEX-GST-MELLE e foram realizados experimentos 

de expressão desses domínios da PABP em fusão com a GST (Glutathione S-transferase) e 

também a sua co-expressão  com pET-28-M2-1 (construído pelo grupo do Dr. Jean-François 

Eléouët, BLONDOT et al., 2012). Também foi construído o vetor pGEX-YBX3, conforme 

descrito no itens a seguir. 

A técnica de expressão de proteínas recombinantes em E.coli se inicia com a 

clonagem do gene de interesse em um vetor de expressão e a posterior transformação de 

E.coli com esse vetor para gerar a expressão da proteína recombinante, que será 

posteriormente purificada (CECCARELLI; ROSANO, 2014). 

A tag GST é uma proteína que tem alta afinidade por glutationa, o que garante uma 

alta eficiência no processo de purificação, ao se utilizar diretamente o lisado bacteriano e 

fazer pull down com Glutathione Sepharose Beads (GS Beads) (GE HealthCare) 

(CHATERJEE; ESPOSITO, 2006). 

 

3.18 Construção dos vetores para a expressão de proteínas recombinantes in bacteria 
 

À figura 17 está apresentado o vetor pGEX-4T-3 utilizado para as sub-clonagens que 

deram origem a: pGEX-GST-D1,pGEX-GST-D2-3 e pGEX-GST-MELLE (Figuras 18, 19 e 

20, respectivamente) e a pGEX-HA-GST-YBX3.Aproximadamente 7 µg do vetor pGEX-4T-

3 foram linearizados com SmaI e BamHI . 
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Para fazer a amplificação dos domínios de PABPC1, foi realizada reação de PCR com 

a Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB), utilizando pCDNA-PABP e os 

oligonucleotídeos descritos o próximo parágrafo. As condições da PCR foram: I) 95°C por 2 

minutos, II) 95°C por 30 Segundos, III) 55°C por 30 segundos, IV) 72°C por 1 minuto, V) 72° 

C por 10 minutos, sendo os passos II, III e IV repetidos 30 vezes. A amplificação dos 

domínios foi verificada por gel de agarose 1% (dados não apresentados). 

A seguir estão apresentados os oligonucleotídeos utilizados. 

D1: 

Sense 5’ GAGGAGGGATCCATGGCCTCGCTCTACGTGGGGGACCTCC 3’ 

Antisense 5’ TTAGCCTACTCCACTTTTGCGAAGTGATGG 3’ 

D2-3: 

Sense 5’ GAGGAGGGATCCGGAGTAGGCAACATATTCATTAAAAATC 3’ 

Antisense 5’ TTATTTCTGAGCTCGACCAACATAAATTTG 3’ 

MELLE: 

Sense 5’ GAGGAGGGATCCCCTTTGACTGCTTCCATGTTGGCATCTGC 3’ 

Antisense 5’ TTAAACAGTTGGAACACCGGTGGCAC 3’ 

Os amplificados foram digeridos comas mesmas enzimas que o vetor pGEX-4T-3, sob 

as mesmas condições, e então a amostra foi verificada por gel de agarose 1% e a bandas 

correspondentes ao vetor pGEX-4T-3 linearizado e aos amplificados de cada um dos 

domínios foram  purificadas através do PCR clean-up Gel extraction kit (Macherey-Nagel). A 

reação de ligação entre vetor e inserto foi feita com a ligase do Rapid DNA Ligation Kit 

(Thermo Scientific), por 30 minutos em temperatura ambiente. As bactérias 

quimiocompetentes Stellar (Clontech) foram transformadas com a reação de ligação e 

posteriormente foi feito o plaqueamento dessas transformações em LB-agar com ampicilina, 

com incubação da placa overnight à 37°C. 

As colônias foram colocadas para crescer em meio LB líquido por 16 horas à 37°C 

com ampicilina, e a cultura celular foi sujeita à extração de DNA com o Plasmid DNA 

Purification NucleoSpin (Macherey-Nagel). O DNA obtido foi sujeito à digestão com BamHI 

e XhoI e o plasmídeo obtido foi submetido ao serviço de sequenciamento. 
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Figura 17. Mapa do vetor pGEX-4T-3. 

 
Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para acessar a representação do mapa do vetor pGEX-4T-3, 

no site da GE HealthCare. Imagem não publicada.  

 

 A seguir estão representados os vetores construídos. 

 

Representação esquemática do vetor pGEX-GST-D1. 

 

 

Figura 18. Representação esquemática do vetor pGEX-GST-D1. 

 
 

Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para construir  a representação do mapa do vetor pGEX-D1. 

Imagem não publicada.  
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Figura 19. Representação esquemática do vetor pGEX-GST-D2-3. 

 
 

Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para construir  a representação do mapa do vetor pGEX-D2-

3. Imagem não publicada.  

 

Figura 20. Representação esquemática do vetor pGEX-GST-MELLE. 

 
 
Foi utilizado o programa SnapGene 4.1.6 para construir  a representação do mapa do vetor pGEX-

MELLE. Imagem não publicada.  

 

3.19 Construção do vetor pGEX-GST-HA-YBX3 
 

O vetor pUC57-YBX3 (GenScript) foi digerido com as enzimas SmaI e BamHI e foi 

subclonado no vetor pGEX, seguindo os passos de sub-clonagem seguintes, conforme o item 
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3.18. O plasmídeo obtido, pGEX-HA-GST-YBX3, foi submetido ao serviço de 

sequenciamento. 

 

3.20 Purificação e co-purificação de proteínas recombinantes expressas em E. coli 
 

Com as construções feitas em pGEX, foram feitos experimentos de expressão 

individual, ou a co-expressão em conjunto com pET-28-M2-1 (construído pelo grupo do Dr. 

Jean-François Eleouet, BLONDOT et al., 2012), em bactérias BL21 quimiocompetentes. 

Foram feitas as transformações individuais com os plasmídeos, que estão citados nos títulos 

de cada imagem, nos resultados. 

O procedimento de expressão consistiu na transformação de BL21 quimiocompetentes 

com 0,1 µg de cada plasmídeo, incubadas por 1 hora a 37°C em LB sem antibióticos foram 

posterioemente plaqueadas em LB-agar com o antibiótico correspondente (ampicilina para 

pGEX e kanamicina para pET) e mantidas por 16 horas a 37°C. 

Uma colônia foi selecionada e colocada para crescer em 3 mL de LB com antibióticos 

por 16 horas a 37°C. Os 3 mL de pré-cultura foram adicionados à 250 mL de LB fresco com 

antibiótico, mantidos sob agitação à 37°C por aproximadamente 2 horas até que fosse atingida 

a OD de 0,6 e então foi adicionado o IPTG (concentração final de 0,33 mM) e a cultura foi 

mantida sob agitação por mais 3 horas a 25°C. 

A cultura foi então centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm e o precipitado foi 

ressuspendido no tampão de lise (Tris pH 7.8 50 mM, NaCl 60 mM, DTT 2 mM, EDTA 

1mM, Triton X-100 0, 2%, 1 pílula de antiprotease Roche) e então foi adicionada lisozima (1 

mg/mL). Os lisados foram mantidos sob agitação por 1 hora a 4°C.  

Foi feita a sonicação a 30W em 3 ciclos de 15 segundos de aplicação e 15 segundos de 

pausa. O lisado foi então centrifugado a 1000 rpm por 30 minutos  e o precipitado foi 

descartado. O lisado foi então incubado com as GS Beads e mantido e por 1 hora a 4°C sob 

agitação. As GS beads foram então lavadas 3 vezes com o tampão de lise (10 vezes o volume) 

e 3 vezes com PBS. 

As GS beads foram posteriormente fervidas em Laemmli buffer, analisadas por SDS-

PAGE e coradas por Coomassie blue. 

Além do pull down das GS beads a partir dos extratos bacterianos, também foi testada 

a incubação das GS beads, obtidas ao final do processo de purificação,com a proteína M2-1 

purificada seguida de pull down. 
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4 RESULTADOS  

4.1 Construção do vetor FLAG-M2-1 

 

O sistema FLAG, explorando a alta imunogenicidade desse peptídeo, é um dos mais 

utilizados para imunoprecipitação de proteínas e para identificar interações proteína-proteína 

(Terpe, 2003). O gene M2-1 foi subclonado no vetor pcDNA-FLAG, plasmídeo modificado a 

partir da subclonagem da sequencia de Flag no vetor pcDNA3 da Invitrogen conforme o 

procedimento descrito no item 3.5 de Materiais e métodos gerando o plasmídeo pcDNA-

FLAG-M2-1 (representado à na Figura 11). 

A confirmação da presença do gene M2-1 após a seleção de uma colônia e 

amplificação do plasmídeo foi feita digestão com as enzimas de restrição apropriadas (Figura 

21). Foi feito também sequenciamento de DNA (método de Sanger) pelo Centro de Pesquisa 

Sobre o Genoma Humano e Células-Tronco (IB-USP), para conferir a sequencia clonada. 

 

  

Figura 21. Análise da digestão do plasmídeo pcDNA-FLAG-M2-1. 

 
Análise do plasmídeo pcDNA-FLAG-M2-1. Está apresentada foto gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio após eletroforese. 1: Marcador (1 kb DNA Ladder RTU Kasvi). 2: pcDNA-FLAG-

M2-1 não digerido. 3: pcDNA-FLAG-M2-1 digerido com  EcoRI e BamHI. A seta branca indica 

fragmento de aproximadamente 600 bp correspondente ao gene FLAG-M2-1. 

 

4.2 Expressão da proteína FLAG-M2-1 
 

O vetor pcDNA3-FLAG-M2-1 foi transfectado em células HEK293T. A expressão da 

proteína de fusão FLAG-M2-1, próximo ao tamanho esperado, foi confirmada pelo ensaio de 

FLAG-M2-1 
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Western Blotting (Figura 22) com os anticorpos anti-M2-1 (Abcam) e anti-FLAG (Sigma), 

conforme o procedimento descrito no item 3.7. Este ensaio demonstrou a eficiência desse 

vetor e também que a presença do peptídeo FLAG não interferiu na detecção por anti-M2-1. 

 

Figura 22. Análise por Western blot da expressão da proteína FLAG-M2-1. 

 
Análise por Western blot da expressão da proteína FLAG-M2-1 na linhagem celular HEK293T. O 

procedimento de transfecção e Western Blotting está descrito no item 3.7 de Materiais e métodos 

(marcador PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo, tamanhos em kDa à esquerda). Está 

apresentado o autorradiograma e as setas indicam as bandas correspondentes à proteína FLAG-M2-1. 

Anticorpos primários utilizados anti-M2-1 (Abcam) e anti-FLAG (Sigma), como indicado. Amostras 

de extratos celulares das transfecções: 1- pFLAG; 2- pFLAG-M2-1; 3 – controle sem transfecção; 4 –

controle com reagentes de transfecção. 

 

4.3 Análise da expressão das proteínas M2-1, N e P por imunofluorescência 

 

Além da função de reguladora da transcrição, é reconhecido que em células infectadas 

a proteína M2-1 possui uma função estrutural complementar sobre a qual foi demonstrado que 

a M2-1 co-localiza com as inclusões citoplasmáticas, associando-se ao RNP através de P e 

com o domínio N-terminal de M (TANG et al., 2001, KISS et al., 2014). Os experimentos 

apresentados a seguir visam verificar se a proteína de fusão FLAG-M2-1 localiza-se nas 

estruturas IB like, tal como ocorre com a M2-1 nos corpúsculos de inclusão na infecção viral. 

Fizemos o ensaio de imunofluorescência para identificar a expressão das proteínas 

FLAG-M2-1, N e P em células HEK293T, como descrito no item 3.8 de Materiais e Métodos. 

Foi feita a transfecção apenas com um tipo de plasmídeo (pcDNA-FLAG-M2-1, ou pShuttle-

N, ou Shuttle-P), ou dois tipos de co-transfecções, a primeira com o intuito de verificar os 

IB’s like, sem a presença da M2-1 (pShuttle-N e pShuttle-P) ou a transfecção foi feita com o 

intuito de verificar os IB’s like, na presença de M2-1 (foram transfectados pcDNA-FLAG-

M2-1, Shuttle-N e pShuttle-P em conjunto). 

À Figura 23 os vetores pcDNA-FLAG-M2-1, pShuttle-N ou pShuttle-P foram 

transfectados individualmente nas células. Podemos observar que as proteínas expressas 

adquirem um padrão de dispersão no citoplasma. À Figura 24 os vetores pShuttle-N e 
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pShuttle-P foram co-transfectados nas células. Podemos observar que as proteínas expressas 

adquirem um padrão estruturado com forma arredondada, no citoplasma. Essas estruturas 

assemelham-se a estruturas presentes em células infectadas pelo hRSV, e as denominamos 

IB’s like, ou semelhantes aos inclusion bodies (CARROMEU, 2007). 

 

Figura 23. Imunofluorescência da expressão das proteínas FLAG-M2-1, N e P. 

 
Análise por imunofluorescência da expressão das proteínas FLAG-M2-1, N e P em células 

HEK293T.1: transfecção com pcDNA-FLAG-M2-1 (40x). 2: transfecção com pShuttle-N (40x). 3: 

transfecção com  pShuttle-P (40x). 4: células não-transfectadas e marcadas com anti-M2-1 (20x). 5: 

células não-transfectadas e marcadas com anti-N (20x). 6: células não transfectadas e marcadas com 

anti-P (20x). As proteínas foram identificadas com anticorpos primários específicos (Abcam) e com o 

anticorpo secundário Alexa Fluor-594 (Abcam). Os núcleos foram corados com DAPI. Ver item 3.8 

de Materiais e métodos. 
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Figura 24. Imunofluorescência da co-expressão das proteínas N e P. 

 
Análise por imunofluorescência da co-expressão das proteínas N e P em células HEK293T. 1: co-

transfecção com pShuttle-N e pShuttle-P (60x). 2: células não-transfectadas e marcadas com anti-P 

(Abcam) e com o anticorpo secundário Alexa Fluor-594 (Abcam) (60x). Os núcleos foram corados 

com DAPI. Ver item 3.8 de Materiais e métodos.As setas brancas indicam as estruturas IB like. 

 

 

À Figura 25 os vetores pcDNA-FLAG-M2-1, pShuttle-N e pShuttle-P foram co-

transfectados nas células. Podemos observar que as proteínas expressas co-localizam nos IB 

like, portanto, indicando que a presença do peptídeo FLAG em M2-1 não interfere com um 

padrão similar à co-localização nos corpúsculos de inclusão observado para M2-1 no contexto 

de infecção viral. 
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Figura 25. Imunofluorescência da co-expressão das proteínas FLAG-M2-1, N e P. 

 
Análise por imunofluorescência da co-expressão das proteínas FLAG-M2-1, N e P em células 

HEK293T. 1, 2 e 3: co-transfecção com pcDNA-FLAG-M2-1,pShuttle-N e pShuttle-P (40x).1: a 

proteína FLAG-M2-1 está marcada com o anti-FLAG, secundário Alexa flúor 488, anti-rabbit, em  

verde (Abcam). 2: a proteína P está marcada com o anti-P (Abcam), secundário Alexa Fluor-59 4, em 

vermelho (Abcam). 3: Imagens 1 e 2 sobrepostas. 4: células não-transfectadas e marcadas com anti-

FLAG (20x). 5: células não-transfectadas e marcadas com anti-P (20x).Ver item 3.8 de Materiais e 

métodos. 
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4.4 Análises por espectrometria de massas (FLAG-M2-1) 
 

Para identificação das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-M2-1, as 

amostras de proteínas obtidas por imunoprecipitação com FLAG-Beads foram processadas e 

enviadas para análise por espectrometria de massas, como descrito no item 3.10. 

Esse experimento foi feito duas vezes e as amostras enviadas para o Centro de 

Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-ICB-USP), resultados apresentados à Tabela 1, e 

para a Central Analítica (IQ-USP) resultados apresentados à Tabela 2. Selecionamos as 

proteínas presentes apenas nas co-imunoprecipitações com FLAG-M2-1 e com score mais 

alto.  

Apesar dos equipamentos e as bases de dados utilizados serem diferentes, 

encontramos duas proteínas com maior grau de confiança presentes nas duas análises, a 

poly(A)-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1) e a Y-box binding protein 3 (YBX3). 

Consideramos relevante também o achado da Nuclease-sensitive element-binding protein 1 

(YBX1), apesar de esta ter sido identificada apenas na análise do CEFAP, porém com um 

score alto.  

 

Tabela 1. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas 

com FLAG-M2-1 (análise feita pelo CEFAP). 

 

 
 

Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-

M2-1. Na análise feita pelo CEFAP, conforme descrito no item 3.10, os dados coletados foram 

pesquisados contra a base de dado de proteínas humanas Uniprot, utilizando o programa Proteome 

Discovery 1.4 (ThermoScientific). O Score é a soma da pontuação iônica de todos os peptídeos que 

foram identificados.  
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Tabela 2. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-

imunoprecipitadas com FLAG-M2-1 (análise feita pela Central Analítica). 

 
Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-

M2-1. Na análise feita pela Central Analítica do IQ-USP, conforme descrito no item 3.10, os dados 

coletados foram pesquisados contra a base de dados genérica de proteínas Uniprot(sem restrição para 

proteínas humanas) utilizando o programa Mascot (Matrix Science). A definição de score é a mesma 

da legenda da Tabela 1. Não foram fornecidos dados da cobertura. 

4.5 Análises por espectrometria de massas (M2-1-FLAG-CT) 

 

Para identificação das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com M2-1-FLAG-CT, 

as amostras de proteínas obtidas por imunoprecipitação com FLAG-Beads (a partir de células 

transfectadas como descrito no item 3.9), foram processadas e enviadas para análise por 

espectrometria de massas, como descrito no item 3.10 

A imunoprecipitação realizada com a construção M2-1-FLAG-CT (proteína M2-1 em 

fusão com o peptídeo FLAG no C-terminal, dados apresentados na Tabela 3) confirmou a 

presença das proteínas PABP1, PABP4, YBX1 e YBX3 em concordância com os dados 

encontrados anteriormente na análise pelo CEFAP (Tabela 1). Esse resultado também 

confirma a detecção de YBX1 e YBX3 na análise pela Central Analítica do IQ-USP (Tabela 

2). 
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Tabela 3. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-

imunoprecipitadas com M2-1-FLAG-CT. 

 

 
Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com M2-1-

FLAG-CT. Na análise feita pela Central Analítica, conforme descrito no item 3.10, os dados coletados 

foram pesquisados contra a base de dados genérica de proteínas Uniprot revisada (sem restrição para 

proteínas humanas) utilizando o programa Mascot (Matrix Science). A definição de score é a mesma 

da legenda da Tabela 1.  

4.6 Análises por espectrometria de massas (FLAG-N) 

 

Para identificação das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-N, as 

amostras de proteínas obtidas por imunoprecipitação com FLAG-beads (a partir de células 

transfectadas como descrito no item 3.9) foram processadas e enviadas para análise por 

espectrometria de massas, como descrito no item 3.10, com os resultados apresentados na 

Tabela 4. 

A interação da proteína N com a Hsp70 foi anteriormente identificada no contexto de 

análise por espectrometria de massas após imunoprecipitação e digestão em gel, com alto 

score na identificação da proteína Hsp70 (OLIVEIRA et al., 2013). 
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Tabela 4. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-

imunoprecipitadas com FLAG-N. 

 
 
Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-

N. Na análise feita pela Central Analítica, conforme descrito no item 3.2.1.11, os dados coletados 

foram pesquisados contra a base de dados genérica de proteínas Uniprot (sem restrição para proteínas 

humanas) utilizando o programa Mascot (Matrix Science). A definição de score é a mesma da legenda 

da Tabela 1.  

4.7 Análises por espectrometria de massas (FLAG-P) 

 

Para identificação das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-P, as 

amostras de proteínas obtidas por imunoprecipitação com FLAG-Beads (a partir de células 

transfectadas como descrito no item 3.9), foram processadas e enviadas para análise por 

espectrometria de massas, como descrito no item 3.10, com os resultados apresentados na 

Tabela 5. A interação da proteína P com a Hsp70 também foi identificada em trabalho 

anterior do laboratório (OLIVEIRA et al., 2013). 

 

 

Tabela 5. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-

imunoprecipitadas com FLAG-P. 

 
 
Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-

P. Na análise feita pela Central Analítica, conforme descrito no item 3.10, os dados coletados foram 

pesquisados contra a base de dados genérica de proteínas Uniprot (sem restrição para proteínas 

humanas) utilizando o programa Mascot (Matrix Science). A definição de score é a mesma da legenda 

da Tabela 1.  
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4.8 Análises por espectrometria de massas (FLAG-N, P e M2-1) 

 

Foram feitos experimentos preliminares de co-expressão e co-imunoprecipitação com 

diferentes combinações contendo uma das três proteínas com o FLAG no amino terminal 

(FLAG-M2-1/N/P, FLAG-N/M2-1/P, ou FLAG-P/M2-1/N). Para cada experimento foram 

feitos western blots, para verificar qual proteína com FLAG era mais eficiente em co-

imunoprecipitar as outras duas, concluindo-se que a combinação FLAG-N/M2-1/P foi mais 

eficiente (dados não apresentados). A análise por espectrometria de massas das proteínas co-

imunoprecipitadas com FLAG-N/P/M2-1 foi efetuada após análise preliminar por western 

blot, confirmando a detecção das três proteínas virais (dado não apresentado). 

Para identificação das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-N, P e 

M2-1 (co-transfecção dos três vetores que as expressam), as amostras de proteínas obtidas por 

imunoprecipitação com FLAG-Beads (a partir de células transfectadas com os plasmídeos 

descritos no item 3.9) foram processadas e enviadas para análise por espectrometria de 

massas, como descrito no item 3.10, com os resultados apresentados na Tabela 6. 

Ao comparar as proteínas celulares co-imunoprecipitadadas com FLAG-N, P e M2-1 

expressas em conjunto, em relação às proteínas que foram co-imunoprecipitadas nos quatro 

outros experimentos de co-imunoprecipitação das proteínas expressas individualmente 

(Tabelas 2, 3, 4 e 5), foi possível identificar outras proteínas celulares além das detectadas 

anteriormente. A identificação de HSP90, nucleofosmina e da sub-unidade pICIn do 

metilossomo, indica que essas proteínas virais formam uma estrutura capaz de recrutar 

proteínas celulares adicionais. 
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Tabela 6. Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-

imunoprecipitadas com FLAG-N, P e M2-1. 

 
Identificação por espectrometria de massas das proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-

N, P e M2-1. Na análise feita pela Central Analítica, conforme descrito no item 3.10, os dados 

coletados foram pesquisados contra a base de dados genérica de proteínas Uniprot (sem restrição para 

proteínas humanas) utilizando o programa Mascot (Matrix Science). A definição de score é a mesma 

da legenda da Tabela 1. 

 

4.9 Construção dos vetores e ensaios de Split-NanoLuc 

 

A identificação da proteína celular YBX3 nas amostras de imunoprecipitação de 

FLAG-M2-1, FLAG-M2-1-CT e FLAG-N/M2-1/P (Tabelas 1, 2, 3 e 6) indica que tem um 

papel importante na funcionalidade dos IB’s. Assim resolvemos analisar a interação YBX3-

M2-1 com mais detalhe. Foram construídos os vetores pCIneo-M2-1-114-CT (construído no 

laboratório do Dr. Eléouët) e pCIneo-YBX3-11SCT (construção descrita no item 3.12) com o 

intuito de realizar o ensaio de  Split-NanoLuc. A representação deste plasmídeo está 

apresentada na Figura 13 em Materiais e métodos, e a confirmação da presença da sequencia 

codificante de HA-YBX3 à Figura 26. 
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Figura 26. Digestão da construção pHA-YBX3-11S-CT. 

 
As amostras foram corridas em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain 

(Invitrogen). 1: Marcador (100 bp DNA Ladder GBR). 2: pCI-neo-HA-YBX3-11S-CT digerido com 

MluI e SalI.  

 

 

Com esses dois plasmídeos, e com as construções pP114CT e pP11SCT (proteína P do 

hRSV em fusão com as porções 114CT e 11SCT da Split-NanoLuc respectivamente), foram 

realizadas co-transfecções para análise da interação das proteínas através do ensaio de Split-

NanoLuc (item 3.13 de Materiais e métodos). 

À figura 27 na coluna 1 está apresentado o controle positivo para a interação entre 

monômeros da proteína P. À coluna 2 está apresentado o controle positivo, de interação entre 

as proteínas M2-1 e P do hRSV. À coluna 3 está apresentado o resultado obtido a partir da 

transfecção das construções descritas acima (pM2-1-114-CT e pYBX3-11S-CT). Valores 

acima da ordem de 3 unidades indicam interação específica. 

À figura 28 está apresentada uma repetição do experimento, comparando-o com 

diversas interações estudadas no laboratório do Dr. Eléouët, destacando as interações entre as 

proteínas virais N e P (seta contínua, controle positivo) e entre M2-1 e YBX3 (seta cinza). 

Este resultado é uma indicação adicional de interação entre M2-1 e YBX3. 
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Figura 27. Intensidade de luminescência em ensaio de Split-NanoLuc 

 

 
A intensidade de luminescência (eixo vertical, escala logarítimica) foi identificada em ensaio de Split-

NanoLuc. Coluna 1: P114-CT + P11S-CT (média). Coluna 2: M2-1 114-CT + P11S-CT. Coluna 3: 

M2-1 114-CT + YBX3-11S-CT (média). Metodologia apresentada no item 3.13. 

 

 

Figura 28. Intensidade de luminescência em ensaio de Split-NanoLuc com maior diversidade 

de interações. 

 
A intensidade de luminescência (eixo vertical, escala logarítimica) foi identificada em ensaio de Split-

NanoLuc. Coluna 1: P 114 + P 11S (média). Coluna 2: N 114 + N 11S (média). Coluna 3: M 114 + M 

11S. Coluna 4: M 114 + N 11S. Coluna 5: M 114 + P 11S. Coluna 6: N 114 + P 11S. Coluna 7: M 114 

+ CAV1 11S. Coluna 8: M 114 + RAB11a 11S. Coluna 9: M 114 + 11S NPM. Coluna 10: M 114 + 

11S SUMO3. Coluna 11: M 114 + SMAD3 11S. Coluna 12: M 114 + 11S TOM 22. Coluna 13: M 114 

+ TOM 22N. Coluna 14: N 114 + TAX1BP1 11S. Coluna 15: M2-1 114 + YBX3 11S. 
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4.10 Construção dos vetores pM2-1-YFP2 e pHA-YBX3-YFP1 e ensaio de 

imunofluorescência indireta 
 

Após o resultado positivo no ensaio de Split-NanoLuc, foi feita a construção dos 

vetores e pHA-YBX3-YFP1(Figura 15) e pM2-1-YFP2 (Figura 16), com a metodologia 

descrita no item 3.15. À figura 29, temos a confirmação da clonagem de M2-1 em pM2-1-

YFP2. O objetivo inicial de fazer essas construções foi de confirmar a interação entre YBX3 e 

M2-1, através da reconstituição do sinal de fluorescência da proteína amarela (YFP), 

conforme comentado no item 3.14. 

 

Figura 29. Digestão da construção pYFP2-M2-1. 

 
Está apresentado o gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). 

Amostras: 1:  Marcador (100 bp DNA Ladder GBR), 2: pYFP2-M2-1 digerido com MluI e SalI. 

 

Foram feitas as transfecções com os vetores construídos porém não foi possível 

identificar nenhum sinal da fluorescência da YFP (dados não apresentados). Optamos então 

pelo ensaio de imunofluorescência indireta, feito com as mesmas construções, para identificar 

a localização das proteínas M2-1 e HA-YBX3 nos contextos de transfecção e co-transfecção 

com pN e pP em células HEp-2. 

Nos ensaios de imunofluorescência indireta (ver item 3.16), foram feitas as co-

transfecções de pHA-YBX3-YFP1 e pM2-1-YFP2 e foi possível identificar que, quando co-

transfectadas, HA-YBX3-YFP1 e M2-1-YFP2, na ausência das estruturas similares aos 

corpúsculos de inclusão (IB like), aparecem de forma dispersa no citoplasma (Figura 30). 

Quando HA-YBX3-YFP1 foi co-transfectada com N e P, porém na ausência de M2-1 

(Figura 31), não foi possível identificar a presença de HA-YBX3-YFP1 nas IB like, sendo 

possível ver a HA-YBX3-YFP1 de forma dispersa no citoplasma nos dois campos 

apresentados (Figura 31, campos 1 e 2). 
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Figura 30. Imunofluorescência da co-expressão das proteínas HA-YBX3 e M2-1-YFP2 

 
Análise por imunofluorescência da expressão das proteínas HA-YBX3-YFP1 (em verde) e M2-1-

YFP2 (em vermelho) em células HEp-2. As células foram co-transfectadas com pHA-YBX3-YFP1 e 

pM2-1-YFP2. Estão apresentados dois campos de observação (1 e 2). Para a detecção da HA-YBX3-

YFP1 foi utilizado o anticorpo primário anti-HÁ (Sigma) e o secundário anti-mouse Alexa fluor 

488(Invitrogen). Para a detecção da M2-1-YFP2 foi utilizado o anticorpo primário anti-M2-1(Sigma) e 

o secundário anti-rabbit Alexa fluor 568 (Invitrogen).     

 

Figura 31. Imunofluorescência da co-expressão das proteínas HA-YBX3-YFP1, N e P. 

 
Análise por imunofluorescência da expressão das proteínas HA-YBX3, M2-1, N e P em HEp-2. As 

setas brancas indicam as estruturas circulares semelhantes aos corpúsculos de inclusão. As células 

foram co-transfectadas com pHA-YBX3-YFP1 + pYFP2-vazio + pN + pP (ausência de M2-1).Estão 

apresentados dois campos (1 e 2, HA-YBX3-YFP1 em verde e N em vermelho). Para a detecção da 

HA-YBX3-YFP1 foi utilizado o anticorpo primário anti-HA (Sigma) e o secundário anti-mouse Alexa 

fluor 488 (Invitrogen). Para a detecção da N foi utilizado o anticorpo primário anti-N (Sigma) e o 

secundário anti-rabbit Alexa fluor 568 (Invitrogen). 
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No contexto de co-transfecção de pYFP1-YBX3 + pYFP2-M2-1 + pN + pP, 

observamos a co-localização de HA-YBX3-YFP1 e pYFP2-M2-1 nas IB like (Figura 32, 

campo 1). Quando contrastada com anti-N, entretanto, a HA-YBX3-YFP1 aparece na região 

periférica das IB like (Figura 32, campo 2). Esse dado foi confirmado em experimento 

realizado pela Dra. Monika Bajorek, no INRA, em células BEAS-2B, com vetores que não 

expressam os domínios da YFP em fusão com  HA-YBX3 e M2-1 (Figura 33).  

 

 

Figura 32.   Imunofluorescência da co-expressão das proteínas HA-YBX3-YFP1, M2-1-

YFP2, N e P. 

 
Análise por imunofluorescência da expressão das proteínas HA-YBX3-YFP1, M2-1-YFP2, N e P em 

HEp-2. As setas brancas indicam as estruturas circulares semelhantes aos corpúsculos de inclusão. As 

células foram co-transfectadas com pHA-YBX3-YFP1, pM2-1-YFP2, pN e pP.O campo 1 apresenta a 

HA-YBX3-YFP1 em verde e pM2-1-YFP2 em vermelho. O campo 2 apresenta a HA-YBX3-YFP1  

em verde e a N em vermelho. Para a detecção da HA-YBX3-YFP1 foi utilizado o anticorpo primário 

anti-HA (Invitrogen) e o secundário anti-mouse Alexa fluor 488 (Invitrogen). Para a detecção da M2-

1-YFP2 foi utilizado o anticorpo primário anti-M2-1 (Sigma) e o secundário anti-rabbit Alexa fluor 

568 (Invitrogen). Para a detecção da N foi utilizado o anticorpo primário anti-N (Sigma) e o 

secundário anti-rabbit Alexa fluor 568 (Invitrogen).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

 

Figura 33. Imunofluorescência da expressão das proteínas HA-YBX3, M2-1, N e P em 

células BEAS-2B. 

 
 

Análise por imunofluorescência da expressão das proteínas HA-YBX3, M2-1, N e P em células 

BEAS-2B. 1: Expressão de HA-YBX3 (em verde) e M2-1 (em vermelho) em células BEAS-2B. 2: 

Expressão de HA-YBX3, N e P. 3: Expressão de  pUC-57-HA-YBX3 , pcDNA-M2-1, pCDNA-N e 

pCDNA-P. Para a detecção da HA-YBX3, foi utilizado o anticorpo primário anti-HA (Sigma) e o 

secundário anti-mouse Alexa fluor 488 (Invitrogen). Para a detecção da M2-1 foi utilizado o anti-M2-1 

(Sigma) e o para a detecção de N, o anti-N (Sigma) e o secundário anti-rabbit Alexa fluor 568 

(Invitrogen).     

4.11 Construção de vetores com os domínios de PABPC1 

 

A identificação da proteína celular PABPC1 nas amostras de imunoprecipitação de 

FLAG-M2-1, FLAG-M2-1-CT e FLAG-N/M2-1/P (Tabelas 1, 2, 3 e 6) indica que, como 

YBX3, também tem um papel importante na funcionalidade dos IBs. Decidimos utilizar a 

metodologia de análise da interação com proteínas expressas em bactérias (ver item 3.17).   

Optou-se por fazer as construções de PABP em vetores pGEX, para expressar os 

peptídeos em fusão com GST com o intuito de validar e dissecar sua interação com M2-1. Os 
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domínios da PABP estão apresentados à Figura 9 (item 1.6.5 da introdução), tendo sido feitas 

as construções dos vetores pGEX-GST-D1, pGEX-GST-D2-3 e pGEX-GST-MELLE (item 

3.18, Figuras 18, 19 e 20 respectivamente). 

Além do sequenciamento desses plasmídeos para verificar as subclonagens como 

detalhado nos itens de metodologia citados acima, foram feitas digestão de restrição de 

pGEX-GST-D1 (Figura 34), e reações de PCR com oligonucleotídeos específicos para pGEX-

GST-D2-3 e pGEX-GST-MELLE (Figura 35), confirmando as construções. 

 

Figura 34. Análise do plasmídeo pGEX-GST-D1. 

 
A amostra foi corrida em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). 1: 

Marcador (100 bp DNA Ladder GBR). 2: pGEX-GST-D1 digerido com BamHI e XhoI.  

 

Figura 35. PCR feita a partir das construções pGEX-GST-D2-3 e pGEX-GST-MELLE. 

 
As amostras foram corridas em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain 

(Invitrogen). 1: Marcador (100 bp DNA Ladder GBR). 2: produto de PCR de pGEX-GST-MELLE. 3: 

Produto de PCR de pGEX-GST-D2-3. 

 

4.12 Expressão de YBX3 ou dos domínios de PABPC1 em fusão com GST  

 

A proteína também foi subclonada  no vetor de expressão pGEX, gerando pGEX-

GST-YBX3 (item 3.19). Isso foi feito com o intuito de confirmar através de mais uma 

metodologia a interação entre YBX3 e M2-1. Com as construções obtidas em pGEX, foram 

feitos experimentos para verificar a expressão de HA-YBX3 e dos domínios da PABPC1 em 

fusão com a GST. 
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 A expressão foi feita em BL21 (ver item 3.20), com cada um dos plasmídeos 

separadamente, e os resultados apresentados à Figura 36, indicam a expressão de GST-D2-D3 

(colunas 5 e 10) e MELLE (colunas 6 e 12), de acordo com os tamanhos esperados (cerca de 

45 e 37 kDa’s, respectivamente). No entanto, não foi possível identificar o tamanho correto 

para GST-D1 (colunas 4 e 9, tamanho esperado de 38 kDa). Também não foi possível 

verificar a expressão de YBX3 (colunas 7 e 11, aproximadamente 71 kDa). As setas contínuas 

indicam a GST-D1, as setas tracejadas a GST-D2-3 e as setas pontilhadas a GST-MELLE, na 

presença e ausência de RNase, devido ao fato de que YBX3, e D1 e D2-3 de PABP interagem 

com RNA, e sua degradação  poderia afetar sua estabilidade e/ou interação com M2-1 que 

também liga RNA. 

 

  

Figura 36. Expressão dos domínios da PABP e da YBX3 em BL21, efeito da RNase. 

 
Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue, após os procedimentos descritos no item 3.20, 

com ou sem adição de RNase, como indicado. 1- Marcador de peso molecular; 2-Expressão de  

pGEX-vazio; 3- Expressão de pGEX-vazio (27 kDa); 4- Expressão de pGEX-GST-D1 (38 kDa); 5- 

Expressão de pGEX-GST-D2-3 (45 kDa); 6- Expressão de pGEX-GST-MELLE (37 kDa); 7- 

Expressão de pGE-HA-YBX3 (71 kDa); 8-Expressão de pGEX-vazio (27 kDa); 9- Expressão de 

pGEX-GST-D1 (38 kDa); 10- Expressão de pGEX-GST-D2-3 (45 kDa); 11- Expressão de pGEX-HA-

YBX3 (71 kDa); 12- Expressão de pGEX-GST-MELLE (37 kDa).  

4.13 Expressão e purificação dos domínios de PABP em fusão com a GST (com e sem RNAse) 

e incubação posterior com a M2-1 purificada 
 

Foi feita a expressão dos domínios da PABP em BL21, de acordo com os 

procedimentos gerais descritos no item 3.20, com e sem RNase durante o procedimento de 

purificação, sendo que na etapa após a lavagem das GS beads, estas foram incubadas com a 

proteína M2-1 purificada. Os dados apresentados à Figura 37 não indicam que está havendo 

captura de M2-1 (28 kDa) no pull down. 
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Figura 37. Expressão dos domínios da PABP em BL21, com e sem RNase e posterior 

incubação com a M2-1 purificada. 

 
Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue, após os procedimentos descritos no item 3.20. 

1- Marcador de peso molecular; 2- M2-1 purificada; 3-Expressão de pGEX-vazio ; 4- Expressão de 

pGEX-GST-D1; 5- Expressão de pGEX-GST-D1 ; 6- Expressão de pGEX-GST-D2-3; 7- pGEX-GST-

MELLE; 8-Expressão de pGEX-GST-D1; 9- Expressão de pGEX-GST-D2-3. 10- Expressão de 

pGEX-GST-MELLE .  

4.14 Co-expressão dos domínios da PABP com M2-1 

 

Foi feita a expressão dos domínios da PABP e também sua co-expressão com His-M2-

1 (utilizando pET-28-M2-1) em BL21, de acordo com o racional apresentado no item 3.17, e 

os procedimentos descritos no item 3.20 até o momento de sonicação das amostras, para 

verificar a expressão. De acordo com os dados à Figura 38, foi possível identificar a proteína 

M2-1 purificada (coluna 2),  a expressão de GST-D1, agora com o tamanho esperado (coluna 

4) e de GST-D2-3 e GST-MELLE (colunas  5 e 6) corretamente. Nas colunas 7, 8, 9 e 10, na 

altura aproximada de 28 kDa, foi possível identificar a expressão de M2-1 e dos domínios de 

PABPC1 nos seus respectivos tamanhos na etapa da purificação após a sonicação. 
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Figura 38. Expressão e co-expressão dos domínios da PABP e pET-28-M2-1 em BL21, 

amostras sonicadas. 

 
Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue, após os procedimentos descritos nos item 3.20 

. 1- Marcador de peso molecular; 2- M2-1 purificada; 3-Expressão de pGEX-vazio;  4- Expressão de 

pGEX-GST-D1 ; 5- Expressão de pGEX-GST-D2-3; 6-Expressão de pGEX-GST-MELLE ; 7- Co-

expressão de pGEX-vazio e pET-28-His-M2-1; 8- Co-expressão de  pGEX-GST-D1 e pET-28-His-

M2-1; 9- Co-expressão de pGEX-GST-D2-3 e pET-28-His-M2-1; 10- Co-expressão de pGEX-GST-

MELLE e pET-28-His-M2-1.As setas contínuas indicam a GST-D1, as setas tracejadas a GST-D2-3, 

as setas pontilhadas a GST-MELLE e as setas traço-ponto a M2-1. 

 

As amostras analisadas à Figura 38, foram tratadas com (Figura 39) ou sem (Figura 

40) a adição de NaCl 1M durante o processo de pull down. Os dados apresentados à Figura 

39, não indicam o pull down de M2-1 (28 kDa) pelos GS beads, em conjunto com os 

domínios da PABP (colunas 3, 4, 5, 7, 8 e 9), resultado esperado devido à dissociação 

provocada por alta concentração salina. As setas contínuas indicam a GST-D1, as setas 

tracejadas a GST-D2-3 e as setas pontilhadas a GST-MELLE. 

Os dados apresentados à Figura 39, também não indicam o pull down de M2-1 através 

dos GS beads, em conjunto com os domínios da PABP (colunas 3, 4, 5, 7, 8 e 9), apesar da 

visualização de bandas fracas nas colunas 8 e 9 na altura de 28 kDa. As setas contínuas 

indicam a GST-D1, as setas tracejadas a GST-D2-3 e as setas pontilhadas a GST-MELLE. 
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Figura 39. Co-expressão dos domínios da PABP e pET-28-M2-1 em BL21, pull down na  

presença de NaCl 1M. 

 
Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue. 1- Marcador de peso molecular; 2- Expressão 

de pGEX-vazio; 3- Expressão de pGEX-GST-D1 ; 4- Expressão de pGEX-GST-D2-3 ; 5-Expressão 

de pGEX-GST-MELLE ; 6- Co-expressão de pGEX-vazio e pET-28-M2-1; 7- Co-expressão de  

pGEX-GST-D1 e pET-28-M2-1; 8- Co-expressão de pGEX-GST-D2-3 e pET-28-M2-1; 9- Co-

expressão de pGEX-GST-MELLE e pET-28-M2-1. 

 

 

 

Figura 40. Co-expressão dos domínios da PABP e pET-28-M2-1 em BL21, pull down na 

ausência de NaCl 1M. 

 
Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue. 1- Marcador de peso molecular; 2- Expressão 

de pGEX-vazio; 3- Expressão de pGEX-GST-D1 ; 4- Expressão de pGEX-GST-D2-3 ; 5-Expressão 

de pGEX-GST-MELLE ; 6- Co-expressão de pGEX-vazio e pET-28-M2-1; 7- Co-expressão de  

pGEX-GST-D1 e pET-28-M2-1; 8- Co-expressão de pGEX-GST-D2-3 e pET-28-M2-1; 9- Co-

expressão de pGEX-GST-MELLE e pET-28-M2-1. 
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5 DISCUSSÃO 
 

Todo vírus ao multiplicar-se no interior de uma célula, necessariamente tem que fazer 

uma rede de interações com os componentes celulares para atingir esse objetivo. Assim, para 

entender melhor a replicação do hRSV, foi feita anteriormente no laboratório uma abordagem 

de co-imunoprecipitação com as proteínas M, N e P, que resultou na identificação de várias 

proteínas celulares que com elas interagem (OLIVEIRA et al 2013). É importante salientar 

que para a obtenção desses dados, essas proteínas foram expressas individualmente, em fusão 

com o peptídeo FLAG no amino terminal, e as proteínas celulares co-imunoprecipidadas 

identificadas (ver item 1.5). 

As proteínas N e P fazem parte do complexo mínimo de transcrição do vírus, junto 

com a polimerase L e M2-1 (CARROMEU et al., 2007, ver item 1.2), e no sentido de avançar 

na complementação da caracterização das proteínas celulares que interagem com o complexo 

de transcrição viral, este trabalho objetivou analisar a proteína M2-1 e o complexo formado 

por M2-1/N/P. 

Os dados obtidos, descritos em Resultados, levaram com sucesso à identificação de 

proteínas celulares que interagem com M2-1 e com o complexo formado por M2-1/N/P. 

Dentre elas, escolhemos fazer experimentos com PABPC1 e YBX3 para detalhar sua 

interação com M2-1, como discutido adiante. 

5.1 Expressão de M2-1 e análises por espectrometria de massas 
 

Inicialmente foi construído um vetor, pcDNA-FLAG-M2-1 (Figura 11), para 

expressar FLAG-M2-1 (FLAG em fusão no amino terminal), com o intuito de realizar 

experimentos de imunoprecipitação. Um ponto importante aqui é que foi utilizada a sequência 

otimizada para expressão em células humanas (item 3.2 de Material e Métodos). Essa 

otimização, como para N e P em dados anteriores do laboratório (SIMABUCO et al, 2009), 

foi efetiva para a funcionalidade desse vetor, tendo sido comprovada por ensaios de western 

blot (Figura 22) e imunofluorescência (Figura 23). 

Ao serem co-expressas, N e P do hRSV formam estruturas semelhantes aos 

corpúsculos de inclusão (IB like, Figura 24, RINCHEVAL et al, 2017). Os corpúsculos de 

inclusão (IBs) formam-se no citoplasma durante a infecção (CARROMEU, 2007; COLLINS, 

MELERO 2011). No ensaio de imunofluorescência que apresentamos à Figura 25, foi 

possível identificar a co-localização de FLAG-M2-1 nos IB like em situação de co-transfecção 

com N e P. Esse achado indica uma validade funcional à participação de proteínas celulares 
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eventualmente associadas à FLAG-M2-1, no processo de replicação do hRSV, justificado o 

investimento em experimentos de co-imunoprecipitação e análise por espectrometria de 

massas. 

Na imunoprecipitação realizada com FLAG-M2-1 (item 4.4, Tabelas 1 e 2), as 

principais proteínas celulares identificadas foram PABPC1, YBX3 e YBX1. Pelo descrito na 

literatura quanto a suas características (ver itens 1.6.4 e 1.6.5), a participação dessas proteínas 

na replicação do hRSV faz sentido. 

Porém, tendo em conta que a região N terminal é importante para o dobramento da 

M2-1 (MELERO, 2007), foi testada também uma construção de M2-1 com o FLAG no C 

terminal da M2-1 (M2-1-FLAG-CT). Esse plasmídeo foi construído pela empresa GeneArt 

(item 3.5), já com a sequência codificadora sintetizada, otimizada para códons humanos. A 

expressão de M2-1-FLAG-CT foi atestada por western blot (não apresentado). 

O resultado do experimento de imunoprecipitação de M2-1-FLAG-CT, item 4.5, 

indicou que as mesmas famílias de proteínas encontradas para FLAG-M2-1 foram 

encontradas nas proteínas co-imunoprecipitadas (Tabela 3). As principais proteínas 

identificadas foram PABP1, PABP3, PABP4, YBX1 e YBX3, confirmando a tendência de 

identificação dessas proteínas no contexto de co-imunoprecipitação com M2-1, e reforçando a 

possível validade funcional da participação dessas proteínas celulares na replicação do hRSV. 

Relembrando, o objetivo geral deste trabalho foi expressar as proteínas virais do 

complexo de replicação N, P e M2-1, e realizar ensaios para identificar proteínas celulares 

interagentes com M2-1 individualmente ou com o conjunto dessas proteínas virais, e 

caracterizar essas interações. Como mencionado anteriormente, o trabalho de análise das 

proteínas celulares co-imunoprecipitadas individualmente com as proteínas N e P já havia 

sido feito (OLIVEIRA et al, 2013). No entanto, devemos considerar as diferenças 

metodológicas daquele e do presente trabalho. Aqui utilizamos a digestão em solução das 

proteínas co-imunoprecipitadas para análise por espectrometria de massas (ver itens 3.9 e 

3.10). Naquele trabalho a abordagem foi de correr géis unidimensionais de SDS-PAGE, e 

cortar bandas de proteínas presentes nas amostras de imunoprecipitação, comparando-as a 

amostras de gel na mesma altura do controle. Essas amostras de gel é que foram sujeitas ao 

processo de digestão com protease para análise por espectrometria de massas (digestão em 

gel). Assim, repetimos as análises das co-imunoprecipitações com FLAG-N e FLAG-P. 

Nas análises por espectrometria de massas de FLAG-N e de FLAG-P feitas neste 

trabalho (itens 4.6 e 4.7), a partir da digestão em solução das amostras, foi identificada Hsp70 

(Tabelas 4 e 5), confirmando o resultado anterior. Entretanto, não houve identificação das 
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proteínas WDR77 e PRMT5 co-imunoprecipitadas com N, e de Tropomiosina 3 co-

imunoprecipitada com P como em OLIVEIRA et al., 2013. Atribuímos essa diferença à 

metodologia distinta, ressaltando que naquele caso a banda de 70 kDa foi mais proeminente 

no gel unidimensional da co-imunoprecipitação de N e P (OLIVEIRA et al., 2013, ver dados 

suplementares). Isso pode ter levado ao mascaramento da detecção de outras proteínas no 

método de digestão em solução. 

Com essas considerações, seguimos na análise feita a partir da co-transfeção do 

complexo contendo N, P e M2-1. O resultado da análise por espectrometria de massas das 

proteínas co-imunoprecipitadas com FLAG-N/P/M2-1 está apresentado à Tabela 6. As 

proteínas co-imunoprecipitadas individualmente com M2-1 (PABPC1, YBX3 e YBX1), ou N 

e P (Hsp70), foram identificadas. Adicionalmente, foi possível identificar as proteínas Hsp90, 

nucleofosmina e a sub-unidade pICln do metilossomo. Estas proteínas, bem como Hsp70, 

apareceram, ou têm correlatos identificados, em dois trabalhos anteriores: OLIVEIRA et al, 

2013 comentado acima, e MUNDAY et al, 2015 que também envolveu a participação do 

nosso laboratório. 

As proteínas PRMT5 (Proteína arginina metil transferase-5) e WDR77 (também 

denominada MEP50), são essenciais para a atividade do complexo metilossomo, e foram 

identificadas nas amostras de co-imunoprecipitação de FLAG-N (OLIVEIRA et al., 2013). 

Além disso, mais recentemente, foi caracterizado no laboratório que a própria proteína N é 

alvo de metilação em argininas, muito provavelmente por PRMT5 (OGAWA, 2016). No 

presente trabalho, em achado correlato, foi identificado um componente alternativo do 

complexo metilossomo que pode associar-se a PRMT5, a pICln (Tabela 6). 

A subunidade pICln do metilossomo (Clns1a) é uma chaperona, que 

reconhecidamente se liga às proteínas Sm no citoplasma de células humanas, ordenando e 

regulando o agrupamento da maquinaria do spliceossomo (PESIRIDIS et al., 2009). Há 

evidências de que isso se dá através do recrutamento das Sm’s pela pICln para metilação por 

PRMT5 (que catalisa a dimetilação simétrica de argininas de proteínas alvo), permitindo o 

carreamento dessas proteínas para a formação das pequenas ribonucleoproteínas nucleares 

(snRNA) (GUDERIAN et al., 2010). No caso do complexo de transcrição/replicação do 

hRSV, postulamos que pICIn poderia estar agindo também no recrutamento de PRMT5 para 

metilar N e/ou outras proteínas presentes nos IBs. 

À Tabela 6, temos a identificação de nucleofosmina (NPM) dentre as proteínas co-

imunoprecipitadas com o complexo FLAG-N/P/M2-1. A NPM é uma fosfoproteína que 

pertence à família nucleoplasmina de chaperonas, sendo que esta proteína exerce muitas das 
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suas funções no núcleo porém ela também pode se deslocar continuamente entre o núcleo e o 

citoplasma. Um número crescente de proteínas celulares foram descritas com a capacidade de 

interação com a  nucleofosmina e, consequentemente, a NPM tem recebido um papel 

relevante em diversas funções celulares, incluindo a biogênese de ribossomos, a duplicação de 

centrosomos, o reparo do DNA e a resposta ao stress (COLOMBO et al., 2011). 

Em OLIVEIRA et al., (2013), foi reportada a co-imunoprecipitação de NPM com a 

proteína de Matriz (M) expressa isoladamente, o que poderia indicar incoerência com o dado 

atual, pois M não foi co-expressa com o complexo FLAG-N/P/M2-1. No entanto, NPM foi 

detectada associada ao complexo de replicação formado pelo “sistema mini-genoma” 

(MUNDAY et al, 2015). O sistema mini-genoma consiste em expressar as proteínas L, P, N e 

M2-1 em conjunto com um mini-genoma que expressa uma proteína repórter (ex.: luciferase) 

cuja sequência codificadora é transcrita apenas por L por estar flanqueada por sinais gene-

start e gene-end, contida entre as sequências leader e trailer (COLLINS et al, 1991, ver item 

1.3). 

A associação de NPM junto ao complexo de replicação em MUNDAY et al, 2015, foi 

vista pela utilização da proteína P modificada com inserção de EGFP na região amino não 

estruturada, na posição 32 (ver item 1.5, Figura 7). Essa fusão EGFP-P foi utilizada no lugar 

de P no sistema minigenoma, e anticorpos altamente específicos contra EGFP usados para co-

imunoprecipitar o complexo de replicação e proteínas celulares associadas. NPM foi uma das 

proteínas selecionadas como interagente após a aplicação dos filtros de seleção (ver Tabela 2 

em informações suplementares de MUNDAY et al., 2015). 

Foi visto que tanto o vírus da hepatite C em MAI et al., (2006), quanto o adenovirus 

em BEVINGTON et al., (2007) recrutam a NPM durante seus processos de replicação e 

montagem. Com o resultado aqui apresentado, podemos postular que NPM teria uma 

atividade organizacional ao nível dos IBs por tratar-se de uma estrutura ribonucleo-proteica. 

Isso não é incompatível com a associação de NPM a M vista em OLIVEIRA et al., (2013), 

que nesse caso estaria atuando ao nível da montagem da partícula viral, também uma estrutura 

ribonucleo-proteica. 

À Tabela 6, temos também a identificação da proteína Hsp90 que é reconhecida como 

um das mais abundantes chaperonas, sendo importante para diversos processos celulares, tais 

como a transdução de sinal, o transporte intracelular e a degradação de proteínas (LI; 

BUCHNER, 2012). A Hsp90 também é importante no contexto de resposta celular ao stress e 

tem função essencial na homeostase celular (JACKSON, 2012). 

Em MUNDAY et al, (2015), o objetivo foi analisar o interactoma de hRSV. Um 
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conjunto de chaperonas celulares apresentou maior representatividade nos achados de co-

imunoprecipitação com L e P (sistema minigenoma), seguidos por análise de espectrometria 

de massas. Dentre elas foi feita análise mais detalhada de Hsp90 e Hsp70, e demonstrado que 

têm papel importante na replicação viral, utilizando inibidores específicos dessas chaperonas. 

Assim a identificação de Hsp70 e Hsp90 nos dados aqui apresentados é bastante significativa, 

pois estão sendo detectadas associadas a N/P/M2-1, um complexo mais simples, em 

comparação ao daquele trabalho que tem adicionalmente L e um minigenoma. Isso nos dá 

subsídios para considerar as demais interações que encontramos como significativas.  

Tendo em conta que essas proteínas apresentaram um alto score na análise por 

espectrometria de massas, foi considerada a possibilidade de que experimentos posteriores 

fossem focados na análise da interação entre a M2-1 com YBX3 e PABPC1, já que essas 

proteínas fazem parte das duas principais famílias de proteínas (as poly-(A)-binding proteinse 

as Y-box binding proteins) que se ligam ao mRNA no citoplasma de células somáticas 

(MATSUMOTO; WOLFEE, 1998). 

5.2 Ensaios de Split-NanoLuc para a análise da interação entre M2-1 e YBX3 
 

 Para analisar a interação de M2-1 com YBX3 decidimos utilizar a abordagem 

experimental de Split-NanoLuc. Esses experimentos foram feitos em colaboração com o 

grupo do Dr. Jean-François Eléouet, no Institut National de La Rechérche Agronomique, 

unidade de Jouy-en-Josas, França, durante um período de estágio. Essa metodologia é 

interessante para testar interações proteína-proteína em células, pois são obtidos 

enovelamento e modificações pós-tradução mais próximos do contexto real (DIXON et al., 

2015). 

 Como descrito no item 4.9, foi feita a construção do vetor pCIneo-YBX3-11SCT, que 

foi utilizado em conjunto com o vetor pCIneo-M2-1-114-CT construído no laboratório do Dr. 

Eléouet. Esses vetores expressam segmentos da enzima NanoLuc, que ao serem colocados em 

contato são capazes de clivar um substrato e gerar luminescência. 

As intensidades de luminescências apresentadas nas figuras 27 e 28, correspondem à 

NLR, taxa de fluorescência normalizada com relação aos controles. A NLR foi obtida a partir 

do cálculo onde o valor de fluorescência obtido (por exemplo, nas células transfectadas com 

os plasmídeos que expressam M2-1-114CT e YBX3-11SCT), foi dividido pela soma dos 

valores de fluorescência obtidos nos controles (transfecções de pCIneo-YBX3-11SCT com o 

vetor vazio pCIneo-114CT, e de M2-1-114CT com o vetor vazio-11XCT) (CASSONET et 
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al., 2011). Assumimos que NLR superiores ao valor 3 representam uma interação específica, 

tendo por base estudos de interações vírus-célula para Influenza, onde foram identificadas 

várias interações e este valor de NLR foi estabelecido como significativo (MUNIER et al., 

2013). 

À Figura 27 temos o resultado de um experimento comparando um controle positivo 

para a interação entre monômeros da proteína P (coluna 1), outro controle positivo de 

interação entre as proteínas M2-1 e P (coluna 2), e a interação entre M2-1 e YBX3 (coluna 

3).Todos os valores estão acima de 3 unidades, indicando interação.O resultado obtido indica 

que o valor médio de luminescência obtido na interação entre M2-1-114CT e YBX3-11SCT 

foi superior ao valor de luminescência obtido entre as proteínas virais M2-1 e P, que 

reconhecidamente interagem através do core domain da M2-1 (Figura 5) ligando à P 

(BAILLY et al., 2016). Assim, temos uma forte indicação de interação positiva entre M2-1 e 

YBX3. 

À Figura 28 está apresentado outro experimento comparando resultados de diversas 

construções, feitas no laboratório do Dr. Eléouet, co-transfectadas. Nesse painel temos vários 

controles positivos, destacando a interação entre as proteínas virais N e P (seta preta), dois 

controles negativos (valores abaixo da abscissa), e a interação entre M2-1 e YBX3 (seta 

cinza). Este resultado reforça a indicação de interação entre M2-1 e YBX3 utilizando a 

técnica de Split-NanoLuc. 

 

5.3 Ensaios de imunofluorescência para a análise da interação entre M2-1 e YBX3  

No sentido de confirmar a interação entre M2-1 e YBX-3, investimos em outro ensaio 

de complementação, a reconstituição do sinal de fluorescência da proteína amarela (YFP). 

Para tanto foram construídos os vetores pHA-YBX3-YFP1 (Figura 15) e pM2-1-YFP2 

(Figura 16), conforme comentado no item 3.2.4. O ensaio, no entanto, não funcionou (dados 

não apresentados, item 4.10), o que pode ter ocorrido devido a conformação inadequada de 

YPF1/2, impedindo a complementação. 

Resolvemos então utilizar esses vetores para verificar se M2-1 e YBX3 co-localizam 

pois temos o tag HA no amino terminal de YBX3 (pHA-YBX3-YFP1), permitindo a 

utilização de anticorpos primários anti-HA e anti M2-1. Num primeiro experimento, foi 

possível verificar, que quando HA-YBX3-YFP1 e M2-1-YFP2 são expressas na ausência de 

estruturas semelhantes a corpúsculos de inclusão (IB like, formados por N/P), aparecem de 

forma dispersa no citoplasma, havendo regiões de sobreposição (Figura 30). 

Quanto HA-YBX3-YFP1 e M2-1-YFP2 são expressas na presença dos IB like, temos 
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um resultado interessante. A HA-YBX3-YFP1 continua dispersa no citoplasma e fica 

excluída dos IBs (Figura 31).  

No contexto da co-transfecção M2-1-YFP2/N/P/HA-YBX3-YFP1, verificamos a 

localização de M2-1-YFP2 nos IB like (Figura 32, campo 1). Isso é esperado, pois é 

reconhecido que o processo de transcrição ocorre nos IBs e M2-1 atua em conjunto com a 

polimerase viral (TANG et al., 2001). Surpreendentemente nesse contexto, observa-se a co-

localização entre M2-1-YFP2 e HA-YBX3-YFP1 nos IB like (Figura 32, campo 1). Quando 

contrastada com a localização de N, entretanto, HA-YBX3-YFP1 aparece na região periférica 

das IB like (Figura 32, campo 2). Isso indica que M2-1 recruta YBX3 para os IB like 

formando uma região de interação localizada na superfície dessa estrutura. 

Nesse conjunto de dados, no entanto, temos tanto M2-1 quanto YBX3 em fusão com 

segmentos da YFP, o que pode estar interferindo no fenômeno. O experimento foi repetido 

mais recentemente pela Dra. Monika Bajorek, no laboratório do Dr. Eléouet, com vetores que 

não expressam os domínios da YFP em fusão com  HA-YBX3 ou M2-1. Como pode ser visto 

à Figura 33, houve uma reprodução do padrão: no campo 1, temos as proteínas HA-YBX3 e 

M2-1 dispersas; no campo 2 HA-YBX3 na presença de N/P fica fora dos IB like; e no campo 

3 HA-YBX3 na presença de M2-1/N/P aparece na região periférica dos IB like. Este dado é 

importante pois foi obtido em outra linhagem celular reforçando a indicação de que M2-1 

recruta a YBX3 para os IB like. 

 

5.4 Interação entre PABPC1 e M2-1 expressas em bactérias 

Para estudar as interações PABC1 e M2-1, optamos por expressar essas proteínas, em 

bactérias purificando-as e olhando para sua interação in vitro, ou através de estratégia de co-

expressão em bactérias, utilizada anteriormente pelo grupo do Dr. Éleouet (GALLOUX et al., 

2012, GALLOUX et al., 2015, e itens 3.17 e 3.20). Para tanto os domínios funcionais de 

PABPC1 foram sub-clonados no vetor pGEX (ver itens 3.18 e 4.11). Tentamos utilizar a 

mesma estratégia para YBX3, também subclonando-a em pGEX (ver item 3.19), porém não 

obtivemos sucesso na expressão (Figura 36, item 4.12). 

Assim, essas estratégias experimentais foram utilizadas apenas com os domínios da 

PABPC1, cuja expressão foi bem sucedida (Figura 36, item 4.12), com o intuito de validar e 

dissecar sua interação com M2-1, expressa com o vetor pET-28-His-M2-1 (item 3.20). 

A primeira estratégia que tentamos foi de purificar as GS beads associadas com os 

peptídeos compostos pelos domínios de PABPC1 em fusão com GST, tratadas ou não com 

RNAse (item 4.13), e coloca-las para interagir com M2-1 in vitro. Se ocorresse interação 
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proteína-proteína, veríamos M2-1 no pull down de amostras tratadas com RNAse. Se 

ocorresse a interação através da ligação dos dois peptídeos a RNA, veríamos M2-1 no pull 

down de amostras não tratadas com RNAse. O resultado apresentado à Figura 37 mostra que 

não houve pull down de M2-1 em nenhum caso, indicando que esta estratégia experimental 

não respondeu à questão. 

Tentamos então a estratégia de co-expressão dos dois peptídeos (estariam presentes no 

mesmo lisado bacteriano), seguida de pull down com GS beads (ver item 4.14). Verificamos 

primeiro se nos lisados bacterianos estavam presentes os dois peptídeos (uma das fusões 

GST-domínios de PABPC1 e His-M2-1), e à Figura 38 constatamos que a co-expressão 

ocorreu como esperado. 

Essas amostras foram tratadas com NaCl 1M durante o processo de pull down. Os 

dados apresentados à Figura 39 não indicam o pull down de M2-1 pelos GS beads, em 

conjunto com os domínios da PABP, resultado esperado devido à dissociação provocada por 

alta concentração salina. 

As mesmas amostras, sem tratamento com NaCl 1M durante o processo de pull down, 

foram analisadas. Os dados apresentados à Figura 40, também não indicam o pull down de 

M2-1 através dos GS beads, em conjunto com os domínios da PABP. Esse resultado indica 

que não ocorreram interações em baixa concentração salina. 

É reconhecido que a alta concentração de sal, durante o processo de purificação de 

proteínas, tem a capacidade de suprimir as interações iônicas (ATHAVALE et al., 2010) 

sendo então este procedimento adotado para garantir que as proteínas purificadas não estariam 

associadas com RNA ou entre si, tendo em conta que os RRM’s da PABPC1 têm a 

características de se ligar às fitas simples de RNA (LI etal., 2014). 

Sabe-se que a PABP1 é uma proteína que recebe diversas modificações pós-

traducionais, tais como a dimetilação de argininas e lisinas, acetilação de argininas, e as não 

usuais metilações de ácido glutâmico e de asparagina. Isso afeta o ponto isoelétrico da PABP1 

(pH 9.52 na proteína não modificada) permitindo sua distribuição em células HeLa em 

compartimentos que têm o pH entre 7.6 e 10, mostrando um comportamento compatível com 

as consequências estruturais provocadas por essas modificações pós-traducionais (BROOK et 

al., 2012). 

As modificações pós-traducionais de proteínas determinam as suas estruturas terciárias 

e quaternárias e também podem regular as suas atividades e funções (SEO; LEE, 2004), sendo 

assim, podemos especular que a ausência dessas modificações, no contexto de expressão de 

proteínas em bactérias, podem ser as responsáveis pela não-identificação da interação da His-
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M2-1 com os domínios da PABPC1.  

Finalmente, com relação a essa interação devemos mencionar dados recentes em que 

foi feita uma análise detalhada da estrutura dos IBs, utilizando além de microscopia confocal 

também a técnica de imageamento de super resolução (RINCHEVAL et al., 2017). Nesse 

trabalho foi caracterizado que os mRNAs virais concentram-se nos IBs organizados em 

subestruturas internas, e a eles estão associadas M2-1 e PABP. Isso indica a validade do nosso 

achado de co-imunoprecipitação, porém acabamos não conseguindo definir como essa 

interação ocorre, utilizando as estratégias de expressão em bactérias discutidas acima. 
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6 CONCLUSÕES 
 

Os resultados aqui apresentados permitem as seguintes conclusões: 

 

- O gene de M2-1 otimizado foi sub-clonado no vetor pcDNA-FLAG e expressou  

eficientemente a proteína de fusão FLAG-M2-1. 

- A proteína de fusão FLAG-M2-1 co-localiza nos IB like formados pela co-expressão 

de N e P. 

- As proteínas celulares co-imunoprecipitadas com FLAG-M2-1, identificadas por 

espectrometria de massas, foram: poly(A)-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1), Y-box 

binding protein 3 (YBX3), e Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (YBX1). 

- O complexo FLAG-N/P/M2-1 co-imunoprecipitou as proteínas celulares: Hsp70, 

Hsp90 (Heat shock proteins 70 e 90), Npm (Nucleophosmin), PABPC1, YBX1, YBX3, e a 

sub-unidade pICIn do metilossomo. 

- A interação de YBX3 com M2-1 foi corroborada em ensaios de complementação de 

proteína fragmentada (Split-NanoLuc), e de co-localização nos IB like por imunofluorescência 

indireta. 
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