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RESUMO

Os arbovirus (Arthropod-borne virus) sdo uma classificagdo que compreende grupos virais
cuja transmissao € realizada por vetores artropodes que infectam vertebrados. Dentre
esses, alguns arbovirus tém se mostrado de grande relevancia, devido ao grande namero
de infeccbes, como os Flavivirus dengue (DENV) e o zika (ZIKV), e os Alphavirus
chikungunya (CHIK) e o mayaro (MAYV), sendo que todos carecem de estudos
estruturais mais aprofundados objetivando tanto um maior conhecimento da biologia
molecular destes, quanto visando possiveis alvos para novos farmacos. Dentre as
possiveis proteinas alvo, as proteases virais tém se mostrado excelentes alvos. Estas
proteinas (NS3 nos Flavivirus e nsP2 nos Alphavirus) possuem a funcdo de clivar
determinadas regidoes da poliproteina viral sendo essenciais para a replicacdo. O objetivo
do presente trabalho € realizar analises in silico e in vitro das proteases dos arbovirus
ZIKV, DENV, CHIK e MAYYV visando uma melhor compreensao estrutural das proteases e
da interacdo com inibidores e substratos. Os genes da NS3 de ZIKV e DENV, e nsP2 de
MAYV e CHIK foram expressos em diversas cepas de E. coli e passaram por diversas
etapas de otimizacdo de purificacdo. Realizou-se ultracentrifugacdo analitica e
cromatografia por exclusdo molecular das proteases de ZIKV e DENV, que apontaram
uma possivel formacdo de dimero. Analises de espectroscopia de fluorescéncia da NS3
de ZIKV em presenca de aprotinina demonstraram uma reducdo na intensidade de
fluorescéncia possivelmente por maior exposi¢cao do Trp50 ao solvente, que poderia ser
explicada pela dissocia¢do dos dimeros. Screening e refinamento da cristalizacdo de das
proteases NS3 estudadas apresentaram condi¢cdes onde havia formacdo de cristal de
proteina, todavia ndo foram obtidos cristais que permitissem a resolucdo da estrutura.
Foram realizados ensaios de inibicdo da NS3 de ZIKV com inibidores da protease
homdloga DENV, os quais apresentaram capacidade inibitéria também para esta proteina
de ZIKV. Além disso, realizou-se a modelagem por homologia da protease do MAYV,
docking com peptideos que possuem os sitios de clivagem das nsP2 de CHIK e MAYV e
dindmica das principais poses. Neste experimento observou-se que as poses com
melhores scores apresentavam semelhante posicionamento de uma glicina, altamente
conservada na posicado P2 de substratos de nsP2 de Alphavirus, em uma fissura estreita.
Este posicionamento possivelmente auxilia no posicionamento do carbono da carbonila do
substrato préximo ao enxofre da cisteina catalitica desprotonada facilitando o ataque

nucleofilico, uma das primeiras etapas para a quebra da cadeia polipeptidica. Além disso,
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estabiliza os angulos diedros x1 e x2 dos residuos que compde o sitio catalitico.
ABSTRACT

The arbovirus (Arthropod-borne virus) are a classification that comprise viral groups whose
transmission is performed by Arthropod vectors infecting vertebrate hosts. Among the
arbovirus, dengue virus (DENV) and zika virus (ZIKV) of the family Flaviviridae and gender
Flavivirus, and chikungunya virus (CHIK) and mayaro virus (MAYV) of the family
Togaviridae and gender Alphavirus, have shown great relevance due to the large number
of human infecting cases. All these viruses require deeper structural studies aiming at a
much bigger knowledge of their molecular biology to develop new drugs able to counteract
their diseases. Among the protein targets, the viral proteases have been recognized as
excellent candidates. The proteins (NS3 of Flavivirus and nsP2 of Alphavirus) have a
cleavage function in specific regions of the viral polyprotein, therefore they are essential to
viral replication. The purpose of this work is to perform in silico and in vitro experiments of
ZIKV, DENV, CHIK and MAYYV proteases aiming at a better understanding of the structure
and their interaction with inhibitors and substrates. The genes of ZIKV and DENV NS3
and, MAYV and CHIK nsP2 were expressed by several E. coli strains and followed by the
optimization of their purifications. Analytical ultracentrifugation experiments and size
exclusion chromatography were performed for the ZIKV and DENV protease, where a
protein dimer was encountered. Fluorescence spectroscopy analysis of ZIKV protease in
the presence of aprotinin demonstrated fluorescence intensity reduction possibly by the
increase of Trp50 solvent accessibility, which could be explained by dimer dissociation.
So far, crystal screening and refinement of the proteases yielded crystals with poor quality,
preventing structure solution. Inhibition assays with DENV inhibitors for ZIKV NS3
protease were performed and demonstrated inhibitory capacity of the ZIKV protein. In
addition, the MAYV protein homology modeling, docking of the CHIK and MAYV nsP2
cleavage site peptides and molecular dynamics of the best docking poses were performed.
In docking experiments, it was observed that best scored poses had the substrate P2
glicine, a highly conserved residue in Alphavirus, placed in a narrow cleft at the protein
surface. This arrangement possibly helps to position the substrate carbonyl carbon near
the sulfur atom of the deprotonated catalytic cysteine, thus facilitating the nucleophilic
attack, the first step of polypeptide chain cleavage. Moreover, this contact stabilizes

dihedral angles x1 and x2 of the active site residues.
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as distancias entre estes residuos em A representadas pelo pontilhado amarelo.
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diade catalitica e alguns do sitio ativo em stick (roxo), e dominio MTase (verde).

Figura 7- Esquema com ciclos da reagcao de PCR para amplificacdo do segmento génico
de correspondente a protease nsP2 de MAYV.

Figura 8- Inibidores da protease de DENV obtidos para ensaio de inibicdo contra a
protease NS2B/NS3 de ZIKV.

Figura 9- Expressao dos genes nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3 de ZIKV a 37°C na cepa
de E. coli (A) BL21(DE3), (B) BL21(DE3) pLysE, (C) BL21(DE3) Lemo21, (d) BL21(DE3)

Rosetta. P. . marca o padréo de expressédo antes da inducdo. P. as proteinas na fracao
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insollvel e S. na sollvel.

Figura 10- Expressao e teste de solubilidade das proteina nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3
de ZIKV na cepa BL21 (DE3) de E.coli a temperatura 19°C a 1 mM de IPTG. P. |. marca o
padrdo de expressdo antes da inducdo. P. as proteinas na fracdo insolivel e S. na

soluvel.

Figura 11- (A) Expresséo e (B e C) teste de solubilidade das proteina nsP2 de MAYV na
cepa BL21 (DE3) de E.coli a temperatura 16°C a 0,2 mM de IPTG em meio LB. P. I.
marca o padrdo de expressdo antes da indugdo. Pel. as proteinas na fracdo insollvel e

Sol. na soluvel.

Figura 12- Teste de solubilidade da expressdo em meio autoindutor da protease nsP2 de
MAYV. A) Apresenta a fracdo insoluvel (Pel.) e soltvel (Sol.) das coletas referente aos
tempos 9h, 10h e 11h, B) e das referentes a 12h e 13h.

Figura 13- Andlise por gel SDS-PAGE15% da expressdo em diversas capes de E. coli da
protease nsP2 de MAYV corado por comassie (esquerda) e western blot (direita). Este foi
realizado usando tamp&o contendo 20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina,
200mM &cido glutamico, pH 7.1 e glicerol 5%. As cepas usadas foram aplicadas no gel na
seguinte ordem: BL21-Gold (DE3), C43 (DE3), Turner (DE3), SoluBL21, BL21 (DE3),
BL21 (DE3) pLysk e BL21 (DE3) PlysS. P se refere a fragdo insolivel da amostra e E a

fracao solavel.

Figura 14- Analise da expressao e purificacdo da protease nsP2 de MAYV com 1 mM de
IPTG, 25°C e 14 horas por SDS-PAGE 15%. Este foi realizado usando tamp&o contendo
20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM Arginine, 200mM Glutamic Acid, pH 7.1. A
esquerda utilizando a cepa BL21 e a direita pLysE. PC refere-se a amostra antes da
indugéo por IPTG, Pel a fracdo insolavel, Sup a fracdo soluvel, FT a fracdo que néo
interagiu com quando aplicado a coluna de niquel, os demais numeros aos tubos

coletados durante gradiente de imidazol.

Figura 15- Andlise por SDS-PAGE 15% da remocédo de cauda de histidina da proteina
nsP2 de MAYYV pela HRV3C. PC se refere a amostra antes da inducéo por IPTG, Pel a
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fracdo insoluvel e Sup a fracédo soluvel durante a etapa de expressao. Prot+HRV mostra a
proteina junto com a protease HRV3C, enquanto Prot se refere a proteina ndo tratada
para remocao da cauda. Os numeros representam os diferentes tubos coletados apds a

remocao da HRV3C por coluna de GST.

Figura 16- Andlise por SDS-PAGE 15% da expressao da protease nsP2 de MAYV usando
diferentes cepas BL21, pLysE e pLysS. Este foi realizado usando tampéo contendo 20mM
Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM Arginine, 200mM Glutamic Acid, pH 7.1. Pel se refere a
fracdo insoluvel, Sup a fracdo soluvel durante a etapa de expressdo, e FT com a amostra
gue ndo apresentou interacdo quando aplicada a coluna de niquel. Os valores referem-se

a concentragao de imidazol na qual a amostra foi eluida.

Figura 17- Clonagem do gene da fracdo protease nsP2 de MAYV nos vetores pGEX, pET
SUMO, pET28a e pET15b. (A) Amplificacdo de seguimentos génicos com adicdo de
sequéncias para os sitios de restricdo para as endonucleases Ndel, Xhol e BamHI. (B)
Digestdo dos vetores selecionados com enzimas de restricdo. (B) PCR de colbnia para

demonstrando a inser¢cao do gene nos vetores.

Figure 18- Analise da expressdo de nsP2 de MAYV pos SDS-PAGE 15% usando quatro
diferentes vetores de expressdo em bactéria E.coli, pET28a, pET SUMO, pGEX e pET
15b. PC se refere a amostra antes da inducao por IPTG, Pel a fracdo insolavel, Sup a
fracdo soltvel, FT a fragdo que nao interagiu com quando aplicado a coluna de niquel,
seguido pelas eluicdes a trés diferentes concentracdes de imidazol (50, 250 e 500 mM).

Figura 19- Espectro obtido pela técnica de CD da proteina nsP2 de MAYV apos

renaturacao por diluicdo rapida.

Figura 20- Purificacdo da protease nsP2 de CHIK. (A) Purificacdo por cromatografia
liguida de afinidade a niquel. (B) Purificagdo por exclusdo molecular. P. marca a fracao
insoltvel localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os nimeros em mM sao
referentes a concentracdo de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O p1,
p2, p3 e p4 representa fracbes de um mesmo pico que foi eluido. Purif. Se refere a
amostra purificada por cromatografia liquida de afinidade a niguel antes de ser aplicada

na coluna de exclusao molecular.
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Figura 21- Expresséao e purificacdo da proteina nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatografico da
purificacdo por gradiente de imidazol em coluna de niquel. A linha Azul se refere a
absorbancia (AU) e a linha vermelha a concentracédo de imidazol, de 0 a 500 mM. B) Gel
de poliacrilamida 15% apresentando a expresséao e purificacdo, onde PC corresponde as
células antes da inducao com IPTG, Pel e Sup ao pellet e sobrenadante ap0s a expressao
e FT a fragdo que ndo interagiu com a coluna de niquel. A numeracao 1 a 10 se refere as

fracOes eluidas durante o gradiente de imidazol da purificacéo.

Figura 22- Remocéo da cauda de histidina da nsP2 de CHIK. A) Gel SDS-PAGE 15%
referente a etapa de encubacdo com a protease HRV3C. B) Separacdo da HRV3C por
coluna de GST e de nsP2 com cauda de histidina usando coluna de niquel. GST FT 1 a 3
referem-se as proteinas que nado interagiram com a coluna de GST, GSH se refere a
eluicdo da proteinas que interagiram com a coluna de GST, e os poc¢os 50, 250 e 500 mM
referente a trés lavagens com diferentes concentracdes de imidazol da coluna de niquel
acoplada. C) Reaplicacdo da nsP2 em coluna de GSH em diferentes volumes (15, 10 e 5

pL) em coluna de GST de duas diferentes fracdes.

Figura 23- Expressao do substrato da protease nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatografico da
purificacdo por gradiente de imidazol usando coluna de niquel. O limite de deteccao é de
0,5 AU, a linha azul refere-se a absorbancia da amostra (AU) e a vermelha a
concentracao de imidazol (0 a 500 mM). B) SDS-PAGE 15% da purificagdo por coluna de
niquel. Pel e Sup referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e
centrifugacéo, FT as proteinas que nao interagiram com a coluna de niguel e os niumeros
de 1 a 9 as amostras eluidas em diferentes concentracdes de imidazol. C) Perfil
cromatografico da purificacdo por troca anioénica (HiTrap Q HP). D) SDS-PAGE 15% das
amostras purificadas na etapa de purificacdo usando coluna de troca anidnica usando
gradiente de NaCl (0 a 500 mM). Os numeros de 5 a 12 referem-se as amostras eluidas

nas diferentes concentragdes de NacCl.

Figura 24- SDS-PAGE 15% contendo o ensaio de atividade da nsP2 de CHIK. Variacao
de massa de protease de 0 a 4 pg em valores fixos de substrato. Os po¢os marcados com
No DTT né&o apresentavam DTT, todavia os dois pocgos finais apresentam uma

concentracdo de 1 mM de DTT.
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Figura 25- Andlises para a qualidade do modelo da protease nsP2 de MAYV. (A)

Diagrama de Ramachandran. (B e C) Valores de qualidade obtidos pelo software gmean.

Figura 26- Sobreposicao das proteases nsP2 dos Alphavirus CHIK (ciano, PDB 3TRK),
MAYV (rosa, modelo por homologia) e VEEV (verde, PDB 2HWK). O quadro mostra os
residuos que comp®e o sitio de atividade (C478, C/S/A482 e H548). O residuo 482 é uma
C,Se Aem MAYV, CHIV e VEEV, respectivamente.

Figura 27- Gréficos de (A) RMSD e (B) RMSF da dindmica molecular realizada com o
modelo apo da nsP2 de MAYV.

Figura 28- (A) Alinhamento mdltiplo entre diversos peptideos substratos de Alphavirus.
Glicina da posicéo P2 em vermelho e posicdo P3 em amarelo, ocupada preferencialmente
por uma alanina. (B) Posicionamento da glicina P2 em uma fissura na superficie da

protease. Peptideo em verde, glicina em laranja com raio de van der Waals.

Figura 29- Modelo da protease nsP2 de MAYV colorido por niveis de conservacdo dos
residuos. Em vermelho os residuos conservados em todos os Alphavirus analisados, em
vermelho claro residuos altamente conservados e branco residuos variaveis no
alinhamento multiplo. Os stick verdes representam uma pose calculada do peptideo
contendo o sitio de clivagem nsP2/nsP3 de MAYV, neste somente esta representada a
cadeia principal do P5-P1’. A) Modelo da regido protease da nsP2 de MAYV em interacéo
com o peptideo. B) Residuos que compreendem a fissura responsavel por reconhecer o

substrato. C) Visao da figura B apds rotacédo de 90°.

Figura 30- Variagbes dos angulos ¢ e y dos residuos P3, P2, P1, P1’ e P2’ dos substratos
peptidicos de CHIK e MAYV durante as andlises de MD. As linhas em preto referem-se

aos valores de ¢ e as em vermelho a de y.
Figura 31- Graficos de Ramachandran 2D e 3D do modelo da glicina na posi¢cdo P2 do

substrato peptidico da proteina nsP2 durante andlise por dindmica molecular de (A) CHIK
e (B) MAYV.
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Figura 32- Valores dos angulos x1 dos residuos C478, H548 e S/C482, e x2 da H548
durante as andlises de MD das nsP2 de CHIK e MAYV.

Figura 33- Posi¢des dos residuos C478 com diferentes valores dos angulos x1. Em verde

0 angulo é aproximadamente 60°, em ciano 180° e em magenta -60°.

Figura 34- Distancia em nm entre o carbono da carbonila do residuo P1 de substrato e o
atomo de enxofre da cisteina do modelo da protease Nsp2 de MAYV e da estrutura de
CHIK.

Figura 35- Interacdo entre a nsP2 de CHIK (ciano) e diferentes substratos peptidicos.
nsP2/nsP3 (roxo) e nsP3/nsP4 (cinza). Os pontos amarelos mostram a distancia entre o
atomo de enxofre da cisteina 478 e o carbono da carbonila o qual sofre o ataque

nucleofilico.

Figura 36- Purificacdo da protease NS3 de ZIKV. (A) Purificacdo por cromatografia liquida
de afinidade a niquel. (B) Purificacdo por exclusdo molecular. P. marca a fracédo insoluvel
localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os nimeros em mM séo referentes
a concentragdo de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O pl e p2,
representa fracbes de um mesmo pico que foi eluido. A. Se refere a amostra purificada
por cromatografia liquida de afinidade a niquel antes de ser aplicada na coluna de
exclusdo molecular. V.1 e V.2 representam as amostras que nédo adentraram na malha da

coluna de exclusdo molecular.

Figura 37- Purificacéo por troca idnica usando a coluna MonoQ (strong anion) da proteina
NS2b/NS3 de ZIKV.

Figura 38- Gel SDS-PAGE 12% no qual pode ser observado picos referentes a purificagao
por troca idnica da protease NS2b/NS3 de ZIKV. P1 e P2 referem-se ao pico 1 (eluido a
~180 mM de NacCl) e pico 2 (eluido a aproximadamente 230 mM de NacCl) da figura 9. O
numero 1 refere-se a fracdo ascendente do pico e 2 a fracdo descendente.

Figura 39- Analise por ultracentrifugacdo analitica da proteina NS2b/NS3 de ZIKV. (A)
Perfil de sedimentacdo da protease. (B) Coenficiente de sedimentacdo calculado em
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diferentes concentracdes de proteina.

Figura 40- Representacdo estrutural de duas possiveis conformacfes do dimero de
NS2b/NS3 da protease de ZIKV. A) Dimero observado por Lei e colaboradores (2016). B)
Dimero observado por Phoo e colaboradores (2016). Os sticks representam os residuos
gue compde a triade catalitica da protease, His51, Asp75 e Serl35. Na imagem A é
observado também dois sticks presentes nas extremidades, referentes ao residuo Cis143

responsavel pela oligomerizacéo.

Figura 41- Ensaio de inibicdo da NS2b/NS3 de ZIKV com diversos inibidores de protease.
(A) 1 hora. (B) 2 horas. (C) 3 horas. (D) 16 horas. MW- Marcador de peso molecular. -
NS2b/NS3 sozinha desordenada. Z- NS2b/NS3 sozinha. Ap- Protease com aprotinina. Be-
Protease com benzamidina. Le- Protease com leupeptina. PM- Protease com PMSF. BT-

Protease com BTCI.

Figura 42- Ensaio de fluorescéncia da protase NS2b/NS3 de ZIKV com aprotinina. (A)
Espectro de emissdo de fluorescéncia de triptofano em diferentes concentracbes de
aprotinina. (B) Emissdo de fluorescéncia maxima da proteina em presenca de
guantidades crescentes de aprotinina em relacdo a proteina em auséncia do ligante.

Curva de inibicdo da protease.

Figura 43- Interface de interacdo entre a protease NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina. A
proteina NS3 est4 em cinza, com os residuos do sitio catalitico em cinza escuro, a NS2b
em coloracdo trigo e a aprotinina em verde. As ligacbes de higrogénio estéo

representadas pelos pontilhados amarelas.

Figura 44- (A) Homodimero da NS2b/NS3 de ZIKV (5LCO) e modelo da interagédo entre o
monomero desta protease obtido através de docking proteina-proteina. NS3 (cinza), NS2b

(trigo), aprotinina (azul) e TRP50 (vermelho).

Figura 45- Cristal da protease NS2b/NS3 de ZIKV (dioxano 10%, sulfato de aménio 1,2 M,
0,1 M MES pH 6,1).

Figura 46- Expressao e purificacdo da proteina NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Lub). A) Perfil
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cromatografico da purificacdo por gradiente de imidazol usando coluna de niquel. A linha
vermelha refere-se a concentracdo de imidazol em porcentagem (0 a 500 mM). B) Andlise
por gel SDS-PAGE 15% da expressao e purificacdo utilizando coluna de niquel. Pel e Sup
referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e centrifugacao, FT
as proteinas que nao interagiram com a coluna de niquel, e 1, 2 e 3 a cada um dos picos
coletados. C) Perfil cromatogréfico da purificacdo por coluna de troca anibnica. A linha
vermelha refere-se a concentracdo de NaCl em porcentagem (0 a 1 M). D) Analise por gel
SDS-PAGE 15% da purificacdo por coluna de troca aniénica, onde os numeros 1, 2 e 3

mostram os picos coletados.

Figura 47- Gréfico de atividade especifica da protease NS2B/NS3 de ZIKV na presenca
substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC.

Figura 48- Grafico do ensaio de Michaelis-Menten da protease de NS2B/NS3 de ZIKV na
presenca substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC.

Figura 49- Ensaios de inibicdo enziméatica da protease NS2B/NS3 de ZIKV para calculo de
IC50 na presenca das moléculas A) F0174-0048, B) F0816-0342, C) F3165-0782 e D)

leupeptina.

Figura 50- Geis de expressdo SDS-PAGE 15% da protease NS2b-NS3 de DENV.
Expressdo apos transformacédo nas cepas Lemo21 (A) e DE3 (B). Pl é referente as
amostras antes da inducdo com IPTG, Exp a fracdo insoltvel e soltvel juntas, enquanto

Pel motra a insolavel e Sob a solluvel separadamente.

Figura 51- (A) Cromatograma da purificacdo por cromatografia liquida de afinidade a
metal (Ni) da protease NS2b e NS3 de DENV. (A) A amostra é referente a expressdo com
a cepa BL21 DES3. A absorbéancia (mAU) é observada pela linha azul e a porcentagem de
imidazol é vista pela linha amarela, vale lembrar que 100% se refere a concentracdo de
500 mM no tampéo. (B) Gel SDS-PAGE 15% da purificacdo por coluna de Niquel, Sol é
referente a fracdo soluvel, Pel a fracdo insolavel, P1 e P2 sao referente ao primeiro e

segundo pico enquanto a, b, e c a diferentes fragbes dos picos.

Figura 52- Purificagdo por exclusdo molecular da protease NS2b/NS3 de DENV. A coluna
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utilizada para o experimento foi a S200.

Figura 53- Andlise da proteina NS2b/NS3 de DENV em ultracentrifuga analitica por

velocidade de sedimentacéo.

Figura 54- Figura- Fotos dos pocos com cristais da placa de screening PACT++ feita com
a proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampao tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-
25% w/v Polyethylene glycol 1500; 100 mM SPG Buffer; pH 8,0 (A5) B-25% wi/v
Polyethylene glycol 1500; 100 mM TBG Buffer; pH 8,0 (All). C-20% w/v Polyethylene
glycol 6000; 100 mM MES; pH 6,0; 10 mM zinc chloride D- 20% w/v Polyethylene glycol
6,000, 100 mM TRIS; pH 8.0, 200 mM Ammonium chloride. E- 20% w/v Polyethylene
glycol 6,000, 100 mM TRIS; pH 8.0, 200 mM Lithium chloride. F- 20% w/v Polyethylene
glycol 3,350, 100 mM BIS-TRIS propane; pH 7.5, 200 mM Sodium fluoride.

Figura 55- Fotos dos pogos com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a
proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampé&o tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-
800 mM di-Sodium succinate; pH 7,0. B- 0,5 % w/v Jeffamine ED-2001; pH 7,0; 100 mM
HEPES; pH 7,0; 1,1 M di-Sodium malanate; pH 7,0. C- 1% w/v Polyehylene glycol
monomethyl ether 2000; 100 mM HEPES; pH 7,0; 1 M di-sodium succinate; pH 7,0.

Figura 56- Fotos dos pocos com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a
proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampé&o tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-
20 % w/v Polyethylene glycol 3,350, 200 mM tri-Potassium citrate; pH 8.3. B- 100 mM
MES; pH 6,5; 1 M tri-sodium citrate. C- 2M Ammonium sulfate; 100 mM MES; pH 6,5. D-
1,26 M Ammonium sulfate; 100 mM TRIS; pH 8,5; 200 mM Lithium sulfate. E- 100 mM
Sodium acetate; pH 4,5; 1 M di-Ammonium hydrogen phosphate. F- 100 mM MES; pH 6,5;
1,6 M Magnesium sulfate.
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1. INTRODUCAO

Os arbovirus (Arthropod-borne virus) sdo uma classificacdo que compreende
grupos virais cuja transmissao é realizada por vetores artropodes infectando vertebrados,
sendo na sua grande maioria virus de RNA. Dentro dessa classificacdo, que néo é
taxonbmica, algumas familias que podem ser observadas sdo: Togaviridae, Flaviviridae,
Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae, Orthomyxoviridae e Asfarviridae (CIOTA;
KRAMER, 2010; HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 2014).

Este grupo esta relacionado a uma grande quantidade de doencas em todo o
mundo como: dengue, febre amarela (YFV), encefalite de St Louis (SLEV), encefalite
japonesa (JEV), febre de oropouche, febre hemorragica de Crimeia Congo (CCHF),
meningoencefalites, encefalite equina do leste (EEL), dentre muitas outras (MELTZER,
2012). Especialmente no Brasil, em regides como a amazbnica, em torno de 200
arbovirus ja foram isolados, sendo que mais de 30 sdo patégenos humanos
(VASCONCELOS et al.,, 2001). Dentre esses, alguns arbovirus tém se mostrado de
grande relevancia, devido ao grande namero de casos, como o virus da dengue (DENV) e
o zika (ZIKV), pertencentes ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, o chikungunya
(CHIK) e o mayaro (MAYV), género Alphavirus da familia Togaviridae.

Em relacdo a incidéncia destes arbovirus, estimativas dos nameros de infec¢des
no mundo anualmente, por exemplo, somente de dengue, alcancam 390 milhées (BHATT
et al., 2013). No Brasil estes virus também tém se mostrado como um grande problema
de saude publica, de acordo com o boletim epidemiol6gico do ministério da saude, no ano
de 2019 o numero de casos provaveis de DENV chegou a mais de 1,5 milhdes, de CHIK a
130 mil e ZIKV a mais de 10 mil, e os numeros de Obito foram 754, 95 e 3,
respectivamente (BRASIL, 2019a). O ZIKV, além do grande numero de casos, foi o
agente causador de uma epidemia em 2015-2016 no Brasil responséavel por diversas
alteracbes congénitas afetando 3483 recém-nascidos constatados entre o periodo entre
2015 e 2019, sendo que 1927 casos foram confirmados somente no ano de 2016
(BRASIL, 2019b). Em relacdo ao MAYV, em estudos nas regides rurais da Amazodnia,
analises com anticorpo anti-MAYV IgG foram positivas em 119 de 270 amostras de
voluntarios (ABAD-FRANCH et al.,, 2012), indicando que este pode apresentar uma
grande incidéncia, todavia com um numero real de casos altamente subnotificado. Além
disso, as arboviroses apresentam grandes custos econémicos, apenas no ano de 2016

qguase R$ 1,5 bilhdes foram aplicados ao combate ao vetor e R$ 394 milh6es em custos
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meédicos diretos, além de gastos indiretos (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).

Quanto aos artrépodes transmissores dos virus que estdo relacionados com
doencas em vertebrados, uma grande diversidade de grupos tem sido estudada, desde as
ordens Blattodea, Hymenoptera, Orthoptera, pertencentes a classe Insecta, até ordens
como Decapoda da classe Crustacea, entre outros. Entretanto, ordens como Diptera
(classe Insecta), representadas pelos mosquitos e moscas, e Ixodida (classe Arachnida),
representada pelos carrapatos, apresentam uma grande variedade de espécies
transmissoras destes virus (CALISHER; HIGGS, 2018). Dentre os arbovirus com grande
presenca no Brasil, DENV, ZIKV e CHIK tém como principal agente transmissor
mosquitos do género Aedes, cujos dois representantes principais sdo o Aedes aegyptis e
o Aedes albopictus. Como pode ser observado na distribuicdo destes dois vetores na
figura 1, ambos apresentam distribuicdo em quase todos os continentes (KRAEMER et
al., 2015; MESSINA et al., 2016). O MAYV, dentre estes, apresenta maior diferenciacao
em relacdo ao vetor, seu principal agente de transmissdo é o mosquito Haemagogus
janthinomys, todavia ele ja foi isolado em outros géneros como Culex e Aedes (ACOSTA-
AMPUDIA et al.,, 2018), o que tem levantado a discussdo de sua capacidade de

disseminacdo e prejuizo a saude publica.
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Figura 1- Predigé'da area de distribuicdo dos vetores (A) Aedes aegypti e (B) Aedes

albopictus baseado em banco de dados de ocorréncia (KRAEMER et al., 2015).

Os Flavivirus séo virus envelopados que possuem um genoma de RNA fita simples
com polaridade positiva o qual contém cap na regido 5 e um tamanho aproximado de 11
kb (BOLLATI et al., 2010; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Este é traduzido para uma
poliproteina a partir de uma Unica open reading frame (ORF), a qual € composta por um
total de 10 genes, sendo 3 estruturais (C, PrM e E) e 7 ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A separacdo dessas proteinas ocorre pela acdo de
proteases enddgenas, como furinas e signalases, e pela protease viral denominada NS3.
A composicdo dos Flavivirus pode ser observada na figura 2 (CHONG et al.,, 2019;
FAHEEM et al., 2019). A montagem final deste virus apresenta um envelope contendo 90
homodimeros das proteinas estruturais E e M que se organizam em uma simetria

icosaédrica. Estas proteinas E s@o responsaveis pela entrada do virus na célula através
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do processo de endocitose mediada por receptor, tem sido observado que os Flavivirus
podem usar multiplos receptores para a entrada na célula. O pH baixo realiza uma
alteracdo conformacional nesta proteina estrutural formando 60 trimeros, conduzindo para
a fusdo na membrana da célula hospedeira e liberacdo do material genético no interior
celular (MARZINEK et al., 2016; SMIT et al., 2011).
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Figura 2- Composicdo da poliproteina dos Flavivirus. A) Representacdo das regides
transmembrana da poliproteina indicando com setas os locais de clivagem. B) Divisao das
proteinas estruturais e ndo estruturais com exemplos de imagens de estruturas resolvidas
do Flavivirus DENV (FAHEEM et al., 2019).

Os Alphavirus formam um género que compreende virus envelopados icosaédricos
com um genoma de aproximadamente 12 Kb composto de uma fita tnica de RNA com
duas ORFs com cap 5 e cauda poli A. A primeira ORF codifica quatro proteinas nao
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), produzida nas fases iniciais da infeccdo. Apos a
clivagem e separacdo dessas proteinas nao estruturais, cinco proteinas estruturais (C,

E3, E2, 6k e E1) sdo traduzidas a partir de um RNA subgendmico gerado através de uma
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segunda ORF na fase tardia da infeccdo. A protease nsP2 possui um papel fundamental
no processamento e separacao das proteinas ndo estruturais, sendo esta uma etapa um
fundamental no processo de replicacao viral. (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 2014;
LEUNG; NG; CHU, 2011; RUPP et al., 2015). Estas informacdes estdo representadas na
figura 3. A entrada do virus na célula se da também por endocitose mediada por receptor
pela formag&o de pocos e vesiculas de clatrina, através do contato da proteina E2 tendo
como um dos possiveis receptores a proteina transmembrana NRAMP (STILES; KIELIAN,
2011). Entretanto, em estudos tém-se observado a penetracdo do virus mesmo na
auséncia de exposicdo a pH baixo, além da presenca do virus da floresta de Semliki
(SFV) tanto em vesiculas cobertas por clatrina quanto em descobertas, o que tem levado
a hipétese da entrada também por vias alternativas (HASE; SUMMERS; COHEN, 1989;
HERNANDEZ; LUO; BROWN, 2001).

Stop
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5'@ W 3
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I P123 |,f ~ “of termination
| P123 RdRp nsP4 | i
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v v DLP Subgenomic RNA
e nsP2 1sP3
|1 nsP1 “ protease“; s M RdRp l151:.4|
¥V By nsP2 protease Q By furin
V By capsid

By signal peptidase
Figura 3- Composicao da poliproteina de Alphavi:us com esquematizacdo dos momentos
de processamento do genoma durante o a infeccao viral. As setas coloridas marcam as
proteinas responsaveis por processar cada regido (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES,
2014).

Dentre as proteinas que compde a poliproteina viral as proteases tém se mostrado
excelentes alvos de estudo visando a busca por inibidores para possiveis tratamentos do
virus. De acordo com a classificacdo da Enzyme Comission (EC), sdo pertencentes as
classes das hidrolases, as quais catalisam a quebra de ligagbes quimicas utilizando
moléculas de agua. Além disso, estas apresentam subclasses que sdo divididas entre
grupos que hidrolisam cadeias peptidicas proximas a regido aminoterminal

(aminopeptidases), carboxiterminal (carboxypeptidases), ambas conhecidas como
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exoproteases, e as que clivam na porgcdo central (proteinases ou endoproteases)
(GARCIA- CARREON; TORO; NAVARRETE, 1997). Este ultimo grupo por sua vez €&
classificado em pelo menos sete classes que apresentam residuos com diferentes
caracteristicas quimicas responsaveis pela clivagem, sendo estas: serino, cisteino,
aspartico, metaloproteases e mais recentemente descritas, asparagino, glutamico e
treonino proteases (RAWLINGS et al.,, 2018). Entre essas, duas classes de grande
diversidade e importancia sdo as serino e cisteino proteases.

Ambos as classes apresentam mecanismos com varias caracteristicas em comum.
Primeiramente a presenca de um residuo que sera responsavel pelo ataque nucleofilico e
outro residuo bésico, o qual atuara como aceptor do hidrogénio. A serina ou cisteina
atacam o carbono da carbonila do substrato formando um estado de transicdo com um
intermediario tetraédrico caracterizado por um oxianion estabilizado por ligacdes de
hidrogénio na cavidade do oxianion. Em seguida, ocorre a quebra da ligacdo peptidica, a
acilagédo da enzima e a liberagdo do primeiro produto (R’'NH2). Uma molécula de agua
reage com o carbono da carbonila liberando o segundo produto (RCOOH) da enzima em
uma etapa chama de desacilacdo e assim regenera a enzima (CSTORER; MENARD,
1994; JAMES C. POWERS et al., 2002).

As serino proteases compreendem um terco de todas as enzimas proteoliticas
conhecidas e estdo representadas em todos os dominios (Bacteria, Archeae e Eukarya),
além de estarem presentes também nos virus. No banco de dados de proteases
MEROPS, este grupo apresenta 12 clas e 38 familias, sendo que algumas familias ainda
nao foram atribuidas a nenhum cla (“MEROPS - the Peptidase Database”, [s.d.]). Este
grupo de proteases € caracterizado por ter uma serina como principal residuo do seu
mecanismo catalitico, cujo grupamento hidroxila é responsavel pela realizacdo do ataque
nucleofilico ao carbono da carbonila da ligacéo peptidica do substrato (WALKER; LYNAS,
2001). O mecanismo mais conhecido das serino proteases utiliza outros dois residuos
cataliticos, uma histidina, responsavel por remover um préton da serina, e um aspartato,
que estabiliza e orienta a His através de uma ligacdo de hidrogénio (HEDSTROM, 2002).
Um esquema desse mecanismo pode ser observado na figura 4. Todavia, vale lembrar
gue existem variacdes neste mecanismo, tal que algumas serino proteinases apresentam
diades cataliticas, outros residuos cataliticos como lisinas e glutamatos, e variagdes nos
sitios ativos, variagfes estas que garantem diferentes graus de especificidade (DI CERA,
2009).
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Figura 4- Mecanismo de catalise de serino proteases (WALKER; LYNAS, 2001).

As cisteino proteases, por sua vez, de acordo com o banco de dados MEROPS
apresentam 9 clas e 78 familias, mas ha familias ainda nao atribuidas a clas (“MEROPS -
the Peptidase Database”, [s.d.]). Este grupo, também presente em todas as classes dos
organismos Vvivos, possui familias altamente abundantes, como a da papaina e da USP-
14 (ubiquitin-specific peptidase 14). Na papaina, cisteino protease com o mecanismo de
catalise melhor compreendido, observa-se uma triade catalitica com uma cisteina, uma
histidina e uma asparagina. Todavia, existe variacdes em vérias familias dessa proteina
(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016).

As proteases virais tém grande importancia no ciclo de vida viral, estas séo
responsaveis por catalisar a quebra da poliproteina viral permitindo a liberagdo em
diversas proteinas e, em alguns casos, o processamento de pré-proteinas do capisideo

para proteinas maduras. Para estas proteases, em geral, ndo sao conhecidos homélogos
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celulares, que somente apresentam baixa identidade com sua sequéncia, mesmo em
casos onde o dobramento proteico € similar, 0 que esta relacionado em parte com a sua
especificidade distinta aos substratos (TONG, 2002). Este grupo de proteinas tem sido
assim alvo de diversos farmacos, sendo que o0s principais exemplos de éxito sao
inibidores de proteases do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) para os quais
ja se tem aprovado uma série de drogas (SIENCZYK, 2013).

Em se tratando de endoproteases arbovirais, a da hepatite C (HCV), a do virus do
oeste no Nilo (WNV) e até mesmo as dos sorotipos da DENV ja tém sido utilizadas em
testes e experimentos com inibidores de proteases (BEHNAM et al., 2015; HARTMAN et
al., 2015). Todavia, algumas destas proteases, como a NS3 dos Flavivirus ZIKV e nsP2
dos Alphavirus CHIK e MAYV, carecem de estudos estruturais mais aprofundados para
maior conhecimento de sua biologia molecular visando possiveis alvos para novos
farmacos.

As estruturas de NS3 presente nos virus do género Flavivirus, virus DENV (codigos
do PDB 2WHX, 2FOM, 3U1ll e 4M9F) e ZIKV (cbédigos PDB 5GXJ, 5H4l, 5LCO, 5T1V,
5TFN, 5YOD, 5YOF, 6JPW, 5H6V, 5GJ4, 5GPI, 5TFO, 5ZMQ, 5ZMS, 5Z0B e 6UM3),
apresentam dominios com funcdes diferentes. O dominio N-terminal apresenta uma
funcdo de serino protease, hd uma espécie de linker e o C-terminal tem funcdo de RNA
helicase, podendo essa regido ser dividida em subdominios com uma helicase
dependente de ATP e uma RNA trifosfatase. Na proteina NS3 do virus de sorotipo 4
(DENV4), por exemplo, que possui um total de 618 residuos de aminoacidos, o dominio
com atividade protease vai dos residuos 1 ao 168 (esta regido é rica em folhas-B), o linker
do 169 ao 179 e o dominio RNA helicase do 180 ao 618 (apresenta varias estruturas
secundarias, tanto hélices a quanto folhas B), sendo que esses dominios sdo altamente
flexiveis entre si, por causa do linker (LUO et al., 2008, 2010; NOBLE et al., 2012).

Quanto ao sitio ativo do dominio serino protease da proteina NS3, este € marcado
pela presenca de uma triade catalitica, da qual fazem parte trés residuos de aminoacidos:
uma histidina na posicéo 51 (His51), um acido aspartico na posi¢cdo 75 (Asp 75) e uma
serina na posi¢do 135 (Serl35). Entretanto, para que a proteina fique ativa € necessario
também uma ligagdo ndo covalente com uma regido da NS2B, uma proteina
transmembrana que possui provavelmente trés hélices fazendo passagem pela
membrana do reticulo endoplasmatico. Essa Ultima proteina parece se enrolar em torno
da NS3, fazendo uma estrutura “tipo cinto” (“belt-like”), e seu grampo formado por folhas 3

(beta hairpin) atua também no sitio ativo (NOBLE et al., 2012). Além disso, a proteina
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NS3 apresenta regides como GLFG, um loop hidrofébico que tem se mostrado importante
para realizacdo de contatos com a membrana (LUO et al.,, 2010). Um exemplo dessa

estrutura pode ser visualizado na figura 5.

Figura 5- Estrutura da serino protease NS3 de DENV3 (3U1l) (ciano). A NS2b (verde)
necessaria para a atividade da proteina se posiciona em volta da estrutura em forma de
cinto. Os residuos do sitio ativo sdo visualizados em stick (His51, Asp 75 e Ser135) e com

as distancias entre estes residuos em A representadas pelo pontilhado amarelo.

A regido do sitio catalitico dessa protease apresenta algumas regifes importantes
para o reconhecimento do substrato. Os residuos P2 e P1 do substrato sdo compostos
por residuos basicos variando entre os diversos sitios de Flavivirus entre Lisinas e
Argininas, residuos como o D129 e F130 comp®e o subsitio S1 o qual interage com o P1,
enquanto o N152 e G153 mostram-se importantes no reconhecimento do P2. O P1’ em
geral é composto por residuos pequenos como glicina, serina ou treonina, sendo
acomodado no subsitio S1’ em que ocorre em uma fissura entre a fita B 1 e uma pequena
hélice formada pelos residuos 50 — 53. Outra regido importante é a cavidade do oxianion,
composto pelos residuos G133 e S135, a qual ndo é sempre formada na estrutura sem o
substrato (ALESHIN et al., 2007; NOBLE et al., 2012; SALAEMAE et al.,, 2010;

30



SHIRYAEV; STRONGIN, 2010).

Por sua vez, a protease nsP2, presente nos virus do género Alphavirus CHIK
(cédigos do PDB 3TRK e 4ZTB) e MAYV (ndo possui estrutura resolvida no banco de
dados PDB), apresenta um conjunto de dominios semelhantes a NS3, ou seja,
primeiramente, na porcdo N-terminal, ha dominios de RNA helicase, nucleosideo-
trifosfatase e uma RNA trifosfatase. A porgcéo que se localiza no C-terminal apresenta dois
subdominios, o primeiro € a protease que composta por 7 hélices a e 4 fitas B, onde se
localizam os residuos com compfe a diade catalitica (Cys478 e His548). O outro
subdominio apresenta similaridade com a super-familia das metiltransferases (MTase)
dependentes de S-adenosil-metionina (SAM), todavia acredita-se que esta €
biologicamente inativa, ou seja, sua funcdo é pouco entendida. Este ultimo subdominio
apresenta estrutura secundaria com 5 hélices a e 1 folha B composta por 7 fitas
(NARWAL et al., 2018; RUSSO et al., 2010; RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006).

O estudo da proteina nsP2 de alphavirus havia demonstrado estas proteinas como
uma cisteina-protease tipo papaina, com uma diade catalitica no sitio ativo (composto por
uma cisteina e uma histidina), e capaz de reconhecer diferentes sitios de clivagem
(RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006). Entretanto, estudos estruturais da nsP2 de CHIK
parecem indicar de fato uma diade, porém com a possibilidade de intercambiar a cisteina
(Cys478) por uma serina (Ser482), ou seja, analises com a proteina mutada para somente
um dos residuos apresentava funcdo normal, mas no caso da mutacdo de ambos
residuos havia perda de funcdo. Além disso, estes novos dados tém alterado a
classificacdo dessa proteina anteriormente tida como uma cisteina-protease tipo papaina,
pois além da diade intercambiavel, residuos importantes como um triptofano com
importante funcdo catalitica no mecanismo da papaina, na nsP2 apresentam uma
orientacdo que inviabiliza sua participacdo na catalise. Todavia, € necessario analisar se
as proteases de outros Alphavirus também apresentam essas caracteristicas da CHIK,
sendo assim, estudos posteriores se mostrariam de extrema relevancia para corroborar 0s
dados encontrados, pois 0 entendimento destes mecanismos cataliticos € de importancia
para obtencdo de compostos inibidores dessas proteases (SAISAWANG et al., 2015b). A

estrutura dessa proteina pode ser observada na figura 6.
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Figura 6- Estrutura da nsP2 de CHIK (3TRK). Dominio protease (ciano) com residuos da

diade catalitica e alguns do sitio ativo em stick (roxo), e dominio MTase (verde).

Em relacdo ao reconhecimento do substrato por esta proteina, tem-se sugerido que
0 motivo de especificidade a glicina (GSM) tenha um papel importante neste evento. Este
motivo esta presente em dois grandes clas de cisteinoproteases: CA, exemplificados nas
enzimas Tymovirus endopeptidase e Ubiquitin-specific peptidase 14, e CE, African Swine
Fever virus processing peptidase e Adenain. A composicdo desses motivos em geral
apresenta residuos aromaticos volumosos que interagem com essa glicina. Nos
Alphavirus este sitio de contato entre substrato e proteina estd posicionado entre os
subdominios protease e Mtase. Outra caracteristica desta regido € a presenca de um loop
flexivel entre as fitas 1 e 2 da protease, o qual atua possivelmente como um portao
controlando a entrada do substrato, dentre os residuos que compde este esta a His548,
um dos que formam a diade catalitica (GOLUBTSOV; KAARIAINEN; CALDENTEY, 2006;
NARWAL et al., 2018; RUSSO et al., 2010; RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006).

Como forma de exemplificar o potencial dos inibidores de protease pode-se citar o
caso dos inibidores de protease aspartica de HIV, a qual € de grande importancia para a
maturagdo viral. A primeira molécula aprovada com esta funcdo foi o saquinavir, que
ocorreu no ano de 1995 nos EUA, entretanto atualmente conta-se com um total de 10
moléculas aprovadas, das quais, as que sao categorizadas como de segunda geracao,

tem como base design cepas resistentes aos primeiros inibidores (LV, 2015;
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WEBER,2021).

Recentemente a importancia dos inibidores de protease tem sido amplamente
demonstrada durante a pandemia de COVID-19, a qual ja foi responsével por mais de 350
milhdes de casos e mais de 5 milhdes de morte em todo o mundo. Dentre esta grande
lista de compostos estudados buscando inibir diferentes alvos proteicos ja se encontram
bastante avancados nos testes de aprovagao para terapia antiviral como o rendesivir que
atua inibindo a RNA polimerases dependentes de RNA (KOKIC. 2021), e o Molnupiravir,
gue se incorpora no RNA viral impedindo a replicacdo (WHITLEY, 2021). Entretanto, os
inibidores de protease tem sido outro grupo amplamente estudado, apresentando um total
de 24 patentes para a protease 3CLpro (CHIA, 2022), tendo como exemplo o
PAXLOVID™ que associa um inibidor de protease PF-07321332 e o ritonavir o qual se
encontra em fase 2/3 de testes, o qual ainda ndo possui registro em 6rgaos reguladores
como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e U. S. Food and Drug
Administration (FDA), entretanto ja tem sido realizados pedidos de uso emergencial deste
medicamento (BRASIL, 2021).

Vérias sao as formas de selecionar novos farmacos que funcionam como inibidores
para as proteases virais, alguns exemplos sdo: abordagens baseadas em estruturas,
baseadas em fragmentos, reposicionamento de medicamentos, exploracdo de produtos
naturais, design de inibidores hibridos, métodos in silico, triagem de alto desempenho
(HTS), entre outros (LOPEZ et al., 2016). Um tipo de abordagem que tem apresentado
bons resultados na triagem e escolha de moléculas como farmacos é o fragment
screening. Esta técnica consiste em utilizar uma biblioteca de fragmentos de compostos
com baixo peso molecular, em geral até 250 Da, com objetivo de gerar moléculas para
serem usados como farmacos (BAKER, 2013; MURRAY; VERDONK; REES, 2012).
Dentre as técnicas para analise dos fragmentos em interacdo com a proteina alvo a
cristalografia de raios X tem se mostrado altamente relevante. Sua realizacdo requer o
uso desses fragmentos para o soaking em cristais da proteina alvo ou para a co-
cristalizacdo. Além desta, outras andlises biofisicas podem ser utilizadas
complementarmente como a ressonancia plasmoénica de superficie (SPR), e a
espectrometria de massas e calorimetria, entre outros (ERLANSON, 2012). Varias
moléculas ja tém sido testadas através dessa metodologia apresentando bons resultados
(MURRAY et al., 2015; SMITH et al., 2015) e muitos desses compostos selecionados a
partir dessa metodologia ja se encontram em testes clinicos (BAKER, 2013).

Outro meétodo que tem apresentado grande importancia na descoberta de novos
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farmacos é o de andlises in silico. Apesar destes métodos ndo substituirem as avaliacdes
biolégicas as quais os compostos precisam ser submetidos, estes incrementam as
chances de sucesso de identificar novos compostos por permitir explorar o espacgo
guimico de forma mais completa (LAVECCHIA; DI GIOVANNI, 2013; LOPEZ et al., 2016).
Devido a essa caracteristica estas técnicas sdo amplamente utilizadas nos estagios
iniciais dos processos de busca por novas drogas. Além disso, estas andlises permitem
reduzir o namero de compostos que seriam sintetizados e testados por diversas
ferramentas in vitro, 0 que reduz significativamente os custos da busca por novas
moléculas (GIMENO et al., 2019).

Sendo assim, diversas técnicas in silico e in vitro tém sido utilizadas conjuntamente
visando otimizar processos e/ou diminuir custos. Além disso, elas podem ser usadas
conjuntamente para predizer modelos biolégicos ou criar hipoteses que visem explicar
dados observados em experimentos laboratoriais (LI et al., 2018). Dessa forma, o
presente trabalho objetiva o uso de ferramentas in silico e in vitro para analises estruturais
das proteases dos arbovirus DENV, ZIKV, CHIK e MAYV, além das interacdes destas
com diversos ligantes, visando uma melhor compreenséo das interacdes dos inibidores

com seus respectivos substratos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os arbovirus tém apresentado grande incidéncia em todo o mundo e inclusive no
Brasil. Quanto aos virus levantados para este trabalho, no caso do DENV, estima-se que
no mundo ocorram anualmente 22000 mortes em decorréncia dele e em nosso pais
aproximadamente 1,5 milhdes de casos foram reportados somente no ano de 2013
(CHRISTO, 2015), no ano de 2021 até a semana epidemioldégica 39 ocorreram
aproximadamente 500.000. O CHIK tem afetado pessoas na india, sudeste de Asia,
Europa e Américas, tanto central quanto sul, alcancando somente na ilha de Reunido
300000 casos, e no Brasil, s6 em 2021, foram quase 85.794 casos confirmados até a
semana epidemiologica 39 (ABRAHAM et al., 2016; GERARDIN et al., 2016; BRASIL,
2015a). O ZIKV no Brasil tém sido correlacionado com um grande aumento no numero de
casos de microcefalia e no ano de 2021 ocorreram 5.361 casos de infeccdo (BRASIL,
2015b; BRASIL, 2016). Por ultimo, todos os virus citados anteriormente sdo transmitidos
pelo mesmo vetor, 0 mosquito Aedes aegypti, que esta amplamente distribuido em todas
as regides do Brasil.

Esse grande numero de casos em varias partes do mundo se deve ao fato de que
grande parte da populacdo mundial se encontrar em areas de risco, ou seja, em locais
favoraveis ao desenvolvimento do vetor (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). Assim, € de
grande relevancia estudos que gerem conhecimentos relacionados a esses patdgenos
virais.

Além disso, estudos estruturais de proteases virais sao de grande importancia, pois
ao analisarmos essas estruturas podemos compreender de modo mais aprofundado como
ocorrem as interacdes dessas proteinas com 0s seus substratos, 0 que nos permite
entender melhor o processo de acao viral na infeccdo da célula hospedeira. Outro ponto
gue demonstra a relevancia do presente trabalho € o fato do MAYV nédo apresentar
nenhuma estrutura resolvida e depositada no banco de dados PDB.*

Quanto ao estudo de interacdo das proteinas com inibidores ou ligantes, esta é
uma area de suma importancia, ainda mais se tratando de inibidores de proteinas de um

patdgeno com tamanha incidéncia. A partir desses estudos € possivel entender como

1 O ZIKV, que a dois anos atrds ndo apresentava nenhuma estrutura depositada no
PDB, devido ao surto e a grande divulgacdo nas midias nacionais e internacionais, atualmente conta

com 126 estruturas, sendo que 16 sdo da protease NS3.
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ocorre a inibicdo a nivel estrutural, e isso, por sua vez, permite buscar farmacos
especificos para combater esse virus.

Quanto a inibidores virais sendo utilizados como farmacos, isso ja € uma realidade
contra patdégenos do virus da AIDS (HIV), onde até o ano de 2010, um total de 9
moléculas ja haviam sido aprovadas para uso clinico (WENSING; VAN MAARSEVEEN;
NIJHUIS, 2010). Isto demonstra que a selecdo de inibidores para proteases virais € uma
realidade possivel.

Estas doencas também apresentam grande incidéncia em paises como o Brasil,
nao apresentando muitos casos de infeccdo nos paises mais ricos como Estados Unidos,
com 435 casos em 2020 (CDC, 2020), e na Europa. Dessa forma, estas doencas
negligenciadas precisam ser estudadas por pesquisas nacionais visando o melhor
entendimento da doenca.

Por fim, a busca de moléculas que realizam a inibicdo da protease desses virus,
acarretando a parada do ciclo de infeccao viral, é de grande importancia devido ao fato de
atualmente n&o existir nenhum tipo de tratamento para essas infecg¢des virais, as quais
sdo tratadas somente com medicamentos para reducdo dos sintomas da contaminacao.
Dessa forma, este e outros estudos que abarquem este assunto se mostram

extremamente relevantes.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho € realizar estudos estruturais e funcionais das

proteases dos Flavivirus DENV e ZIKV, e dos Alphavirus CHIK e MAYV, bem como da

interacdo destes com ligantes variados através de ferramentas in silico e in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1. Alphavirus

1- Obter os plasmideos das proteases virais nsP2 de CHIK e MAYV.
2- Expressar 0s genes e purificar as proteinas em questao.

3- Realizar testes de atividade das proteases purificadas.

4- Realizar experimentos biofisicos diversos para anélise estrutural.

5- Realizar screening das condicfes de cristalizacdo das proteases.

6- Fazer a modelagem por homologia da protease nsP2 de MAYV.

7- Realizar experimento de in silico do contato entre a nsP2 de CHIK e MAYV com

peptideos contendo os sitios de clivagem destas proteases.

8- Realizar experimentos de dinamica molecular das poses com melhores scores.

9- Analisar interacdes e sitios de reconhecimento.

3.2.2. Flavivirus

39

1- Obter os plasmideos das proteases virais NS3 de ZIKV e DENV.
2- Expressar 0s genes e purificar as proteinas em questéo.

3- Realizar testes de atividade das proteases purificadas.

4- Realizar experimentos biofisicos diversos para andlise estrutural.
5- Realizar screening das condicfes de cristalizacdo das proteases.

6- Analisar a inibicdo da protease em testes com diversas moléculas.



Camille Monet and a Child in the Artist’s Garden in Argenteuil
1875 65x74cm oil/canvas
Claude Monet

4. Metodologia

40



4. METODOLOGIA
4.1. EXPERIMENTOS IN VITRO
4.1.1. Obtencéo dos genes

Os genes das proteases virais de CHIK, MAYV e ZIKV selecionadas foram
comprados da empresa GenOne em plasmideos de expressdo pET-2l1a, sendo
selecionados os sitios de restricdo Ndel e Xhol presentes nos proprios plasmideos. Na
construcdo da NS3 do Flavivirus ZIKV adicionou-se cauda de histidina na porcao N-
terminal, seguido de um sitio para a protease de HRV3C, com sequéncia LEVLFQGP. O
plasmideo da protease NS3 de ZIKV foi construido para expressa uma porcao da proteina
NS2b (48-95), um linker de sequéncia GGGGSGGGG e o dominio protease (1-170),
construcdo que sera chamada no presente trabalho de ZIKV-NS3-Bra. Os plasmideos das
proteases nsP2 dos Alphavirus de CHIK e MAYYV, por sua vez, foram montados com 0s
dominios protease e MTase (469-798), possuindo também cauda de histidina na porgao
N-terminal, seguido de um sitio para a protease de HRV3C, com sequéncia LEVLFQGP.

O plasmideo da protease NS3 de DENV (SILVA, 2012) foi obtido com a professora
Dra. I1zabela Marques Dourado Bastos, do laboratério de Interacdo Patdogeno-Hospedeiro
na Universidade de Brasilia. Outros dois plasmideos foram obtidos com o professor Dr.
Rolf Hilgenfeld, no Instituto de Bioquimica da Universidade de Libeck, Alemanha. O
primeiro foi um plasmideo da protease NS2b/NS3 de ZIKV, com construcdo similar a
realizada no Brasil, todavia apresentando as mutacdes em dois residuos Arg95 da fracao
NS2b para Ala e Arg29 da NS3 para Gly (LEI et al., 2016), que tiveram como objetivo
evitar uma possivel autoprotedlise. Esta montagem sera chamada no presente trabalho
como ZIKV-NS3-Lub. O segundo plasmideo foi referente ao substrato de clivagem da
nsP2 de CHIK, o qual era constituido por uma tioredoxina seguida do sitio de clivagem

localizado entre as proteinas nsP3 e nsP4 de CHIK.

4.1.2. Clonagem da protease nsP2 de MAYV
4.1.2.1. Amplificacéo

O plasmideo com a sequéncia do gene da protease nsP2 de MAYV que foi
comprado para expressao em pET-21a foi usado em reacdo de PCR como material molde
para amplificacdo do segmento génico desejado. Os primers foram obtidos na empresa

Eurofins Scientific, os quais tinham como objetivo amplificar a sequéncia génica e,
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concomitantemente, adicionar sequéncias para diferentes sitios de restricdo. Foram entao
confeccionados trés primers, dois foward com adicdo do sitio de clivagem para BamHI e
Ndel, e um reverse com Xhol. Sendo assim, foram amplificadas duas amostras diferentes,
uma acrescentando os primers com os sitios de Ndel e Xhol, e outra com BamHI e Xhol.

Os passos da reacao completa podem ser observados na figura 7.

1- 98°C -5 min

2- 98°C — 30 sec

3- 65°C — 30 sec —» 30x
4- 68°C — 70 sec

5- 68°C — 10 min

6- 4°C—- oo

Figura 7- Esquema com ciclos da reacao de PCR para amplificagcdo do segmento génico

de correspondente a protease nsP2 de MAYV.

O produto gerado pela amplificacdo teve seu tamanho confirmado através de gel
de agarose 1%. Apés isso as bandas dos géis referentes ao produto foram cortadas e o
material genético extraido com uso do GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisher
Scientific) de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A tabela 1 apresenta a

sequéncia dos primers utilizados para a reacgao.

Tabela 1- Sequéncia de aminoacidos dos primers utilizados para amplificacdo da

sequéncia génica da protease nsP2 de MAYV.

Nome Sequéncia (numero de aminoéacidos)

MAYV-nsP2-BamHI-F CGCGGATCCGACGTCTTTCAGAACAAGGCGAAA (33)

MAYV-nsP2-Ndel-F  |GGAATTCCATATGGACGTCTTTCAGAACAAGGCG (34)

MAYV-nsP2-Xhol-R |[CCGCTCGAGTTATTAGGTACCAGCATAGATGCTA (34)

4.1.2.2. Digestéao e ligacéo

As amostras obtidas através da amplificacdo por PCR e os vetores escolhidos
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foram digeridos com o uso das enzimas de restricdo segundo os sitios adicionados. Os
vetores escolhidos foram pET-15b, pET-28a, pET-sumo e pGEX, onde os dois primeiros
foram tratados com Ndel e Xhol, e os dois ultimos com BamHI e Xhol. A enzima de
digestdo Ndel foi incubada com as amostras por 2 horas, enquanto BamHI e Xhol por 40
minutos, sendo a temperatura das reacgfes 37 °C. ApOs esse tempo estas foram
submetidas a uma temperatura de 80 °C por 10 minutos visando a desativacdo das
enzimas de restricdo. Apos a digestao, os vetores foram submetidos a gel de agarose 1 %
e em seguida as bandas do gel foram cortadas e o material genético extraido usando o
GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisher Scientific) de acordo com o protocolo
estabelecido pelo fabricante.

Os produtos de PCR e os vetores digeridos foram ligados usando a enzima DNA
ligase T4. A proporcao de vetor para produto de PCR foi de aproximadamente 1/5, onde
foram adicionados 80 ng de cada um destes na reacdo. A reacao ocorreu por 30 minutos
a 22 °C e, apoés essa etapa, as amostras foram armazenadas em gelo. As amostras foram
utilizadas para a transformacao em células competente DH5a, de acordo com protocolo
posteriormente apresentado. As placas de meio YT contendo as células transformadas

foram armazenadas em estufa overnight a 37°C.

4.1.2.3. PCR de colbnia

Cinco colbnias de cada uma das placas referentes as diferentes construcdes (pET-
15b, pET-28a, pET-sumo e pGEX) foram selecionadas e tiveram uma parte separada
para andlise por PCR de colbnia. Estas células selecionadas foram colocadas em tubo
eppendorf e a elas foram acrescentados 150 pmol dos primers foward e reverse, 1 %
DMSO, 1X AccuPrime™Pfx Reaction Mix, 2,5 U AccuPrime™Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen), com o uso de agua milli-Q para completar até o volume final de 100 pL. Os
tempos utilizados em cada etapa da PCR sdo os mesmos previamente citados na sec¢ao

de amplificag&o. O resultado foi analisado através de gel de agarose 1 %.

4.1.3. Preparo de células competentes

Em fluxo laminar, adicionou-se 100 pL da célula em um tubo falcon com 5 mL de
meio LB liquido (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L, pH 7), e esta foi

incubada a 37 °C, overnight, em shaker a 200 rpm. No dia seguinte, retirou-se 1 mL do
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pré-indculo que foi adicionado em Erlenmeyer (125 mL) com 25 mL de meio LB, e
incubou-se a 37 °C, 200 rpm, até atingir a O.D. (600 nm) de 0,3.

Apbs isso, colocou-se as células em gelo por 15 minutos seguido de centrifugagéo
a 5000 g por 10 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido
em 10 mL CaCl2 100 mM (estéril), seguido de mais 15 minutos de incubagédo em gelo e
centrifugacdo na mesma condicdo da anterior. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de CaCl2 com 15 % de glicerol (estéril), que se aliquotou 100 pL

em microtubos (1,5 mL).

4.1.4. Transformacao

Realizou-se a transformacéo das células competentes em fluxo laminar, adicionou-
se 100 ng/uL do plasmideo em 100 pL destas células, que foram mantidas por quarenta
minutos em gelo. Submeteu-se as células a um choque térmico ao coloca-las por noventa
segundos a 42 °C e, apos isso, elas foram retornadas ao gelo. Adicionou-se 900 uL de
meio LB liquido ao tubo e as mesmas foram deixadas em shaker, a 200 rpm, por um
periodo de uma hora a 37 °C.

Preparou-se uma placa de Petri contendo meio LB sélido (peptona 10 g/L, extrato
de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e 10 g/L de Agar, pH 7) com o antibi6tico canamicina 50
pg/mL e 34 pg/mL de cloranfenicol, para células competentes com resisténcia a este
antibiético. Um total de 100 pL com células foi plaqueado nas placas contendo LB soélido e

antibidtico, e estas ficaram a 37°C overnight.

4.1.5. Otimizacao da expressao e purificacao

OtimizagOes da expressao das proteases virais do presente trabalho foram feitas
nas cepas de E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3),
Rosetta (DE3) e pGro (DE3), as quais estavam disponiveis no Laboratério de Biofisica
Molecular da Universidade de Brasilia. Além disso, para a nsP2 de MAYV foram testadas
adicionalmente as cepas SoluBL21, C43 (DE3), Turner (DE3) e BL21-Gold (DE3), no
Instituto de Bioquimica da Universidade de Liubeck, Alemanha. As diferentes
caracteristicas das cepas utilizadas podem ser observadas na tabela 2. Foram feitos
testes também em diferentes temperaturas (entre 16 °C e 37 °C) e concentracfes de

IPTG (0,1 mM a 1 mM) para algumas das cepas.
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Tabela 2- Caracteristicas das cepas de E. coli utilizadas durante a etapa da otimizacéao da
expressédo das proteases de ZIKV, DENV, CHIK e MAYV.

Cepas de E. coli Caracteristicas

BL21 (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.

Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

BL21 (DE3) pLysE |T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.
Producéo da Lisozima T7 (em maior quantidade que a pLysS).

Resisténcia a cloranfenicol.

BL21 (DE3) PlysS |T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.
Produgéo da Lisozima T7 (em menor quantidade que a pLysE).

Resisténcia a cloranfenicol.

Lemo21l (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.

Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

Expressdo da T7 RNA polimerase modulada indiretamente por
ramnose.

Resisténcia a cloranfenicol.

Rosetta (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.

Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

Aumento da expressdo de proteinas eucarioticas que possuem
codons raros para E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA).

Resisténcia a cloranfenicol.

pGro (DES3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.
Resisténcia a cloranfenicol.

Expressao das chaperonas groES-groEL modulada por arabinose.

SoluBL21 (DES3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

Aumento da producéo de proteinas recombinantes soluveis.*
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C43 (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.

Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

Resisténcia a cloranfenicol.

Producéo da lisozima T7.

Mutacdes que conferem resisténcia a morte celular por proteinas

toxicas.*

Turner (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.
Possui uma delecdo na Lac Y que permite a entrada uniforme de

IPTG no interior da célula.

BL21-Gold (DE3) |T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5.
Deficiente nas proteases Lon e OmpT.

Aumento da eficiéncia de transformacéo.*

* Nao foram encontrados detalhamento dos mecanismos moleculares que conferem as

caracteristicas especificadas.

Para a obtencdo do pré-indculo, selecionou-se uma coldnia isolada das placas
obtidas durante a etapa de transformacgao, a qual era inserida em um tubo falcon (15 mL)
contendo 5 mL de meio LB acrescidos de canamicina (Kan) ou ampicilina (Amp) na
concentracdo de 50 ug/mL e foi ainda adicionado 34 pg/mL de cloranfenicol de acordo
com as marcas de selecdo especificas de cada plasmideo e cepas, as quais cresceram
overnight a 37 °C a 200 rpm. A lista dos plasmideos utilizados e suas respectivas marcas

de selecao podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3- Lista de plasmideos utilizados das proteases arbovirais e suas respectivas

marcas de selecdo e tamanho da proteina produzida

Proteina Plasmideo Marca de selecdo Tamanho (~kDa)
pPET-15b Amp 26,1
ZIKV-NS2b/NS3
pET-21a Amp 25,9
DENV-NS2b/NS3 PET-19b Amp 29,2
MAYV-nsP2 pPET-15b Amp 38,3
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pET-21a Amp 38,2

pET-28a Kan 38,3

PET-Sumo Kan 47,5

pGEX Amp 62,3

CHIV-nsP2 pET-21a Amp 38,7

Substrato CHIk pCDNA Amp 19,6
nsP3/nsP4

As otimizacdes ocorreram em duas etapas, primeiramente 1 mL do pré-inéculo foi
transferido para um Erlenmeyer (125 mL) com 25 mL de meio LB. Incubou-se as células a
37 °C, 220 rpm, até atingir a O.D. (600nm) de 0,6. ApOs se atingir os valores de O.D.
desejados, a expresséo foi induzida pela adicado de IPTG, todavia 1 mL era separado para
analise posterior em gel SDS-PAGE 12%. A expressdo ocorria em incubadoras
refrigeradas de acordo com a temperatura da expressao desejada. A segunda etapa, era
0 escalonamento para frascos Erlenmeyers com volume de 1 L com 200 — 500 mL de
meio LB.

Para a preparacdo das amostras de expressdo para a etapa da purificacéo,
centrifugou-se utilizando-se a centrifuga 5430 R (Eppendorf). Sonicou-se as amostras, em
gelo, utilizando o equipamento Sonifier 450 (Branson). Filtrou-se as amostras do
sobrenadante com um filtro de seringa de 0,45 pm. Agua ultrapurificada, etanol 20 %, e
tampdes foram filtrados em filtro 0,22 um usando bomba a vacuo, WP6111560 (Millipore),
e desaerados em banho ultrassom (Quimis).

Utilizou-se o sistema de cromatografia AKTAprime plus (GE healthcare) e a coluna
HisTrap HP 1 mL (GE Healthcare) para a cromatografia de afinidade a metal (niquel) com
objetivo de purificar proteinas com cauda de histidina. Passou-se na coluna um total de
dez volumes de etanol 20 %, 4gua e tampdo de ligacdo, e em seguida foi injetada a
amostra, coletou-se aliquotas da fracdo ndo adsorvida. Durante toda a purificacao
mantevesse um fluxo de 1 mL/minuto, com um limite maximo de pressao de 0,5 MPa. As
etapas de purificacdo e refinamento variaram entre as diferentes proteinas e serdo

detalhadas a sequir.

4.1.5.1. NS2b/NS3 de ZIKV
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As diferentes construcdes das proteases de ZIKV foram expressas usando
diferentes condi¢cbes. Primeiramente a construcdo ZIKV-NS3-Bra foi expressa em meio
LB usando frascos Erlenmeyer de 1 L preenchidos com 500 mL. Apés inducdo com 1 mM
de IPTG, a proteina foi expressa a 19 °C por um tempo total de 16 horas. Centrifugou-se
por 15 minutos a 8000 rpm para se formar o pellet de células. A amostra foi
ressuspendida em 40 mL de tampéo A (50 mM de NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,5) e as
células lisadas em sonicador Sonifier 450 (Branson) (duty cicle 30, output control 3 por 15
minutos).

A purificagdo usando coluna de afinidade a metal mobilizado (niquel) foi realizada
equilibrando-se a coluna HisTrap HP (1 mL) no mesmo tampé&o da lise. A eluicéo foi
realizada com tampéo B contendo 50 mM de NaH2POs, 300 mM NaCl, 500 mM de
imidazol, pH 7,5, sendo que foram feitas lavagens contendo 50 mM, 125 mM, 250 mM e
500 mM de imidazol.

Uma segunda etapa de purificacao foi realizada utilizando-se duas metodologias de
purificacdo. A primeira foi a coluna Superdex S75 increase (GE Healthcare), para a qual a
amostra foi concentrada usando-se o0s concentradores Vivaspin® Turbo 4 10 kDa
(Sartorius). A coluna foi equilibrada em tampéo A e a amostra injetada a um fluxo de 0,5
mL/min e os picos coletados para analise posterior. A segunda foi utilizando-se a coluna
de troca aniénica (Mono Q 4.6/100 PE- strong anion), na qual a coluna e a amostra foram
colocadas em tampdo 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, utilizando-se o0s concentradores
anteriormente citados. Realizou-se a eluicdo por gradiente de NaCl (0 — 500 mM) em um
volume total de 30 mL a um fluxo de 1 mL/min.

A proteina correspondente a construcdo ZIKV-NS3-Lub foi expressa de acordo
com artigo previamente publicado (LEI et al., 2016), com alteracdes. A protease foi
expressa em frasco Erlenmeyer de 1 L com 500 mL meio LB. Apds a cultura ser inoculada
e alcancar 0,6 de O.D. adicionou-se 0,5 mM de IPTG, e a expressao ocorreu por 12 horas
a 20 °C a 220 rpm. As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 °C e
ressuspendidas em tampao contendo 25 mM Tris-HCI, 5 % glicerol, pH 8,5 e lisadas em
sonicador por 15 minutos de tempo ativo usando a seguinte configuracdo: 30 %
amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3 segundos de descanso. A amostra foi
centrifugada por 40 minutos a 12000 rpm, 4 °C e purificada por cromatografia de afinidade
a metal (niquel) usando a coluna HisTrap HP (1 mL), através gradiente de imidazol de 50

mL em fluxo de 1 mL/min, variando a concentracdo de imidazol de 0 a 500 mM.
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Uma segunda etapa de purificacdo por troca anidnica foi realizada utilizando a
coluna HiTrap Q FF. A proteina passou por uma etapa para remocéao do imidazol presente
na amostra, e apoés isso foi aplicada na coluna e eluida por gradiente de NaCl de 0 a 500

mM em fluxo de 1 mL/min por 100 mL.

4.1.5.2. NS2b/NS3 de DENV

A expressao e purificacdo da protease de DENV foi feita de acordo com trabalho
previamente realizado (SILVA, 2012) com modificacdes. As células ao atingirem uma O.D.
de aproximadamente 0,6 foi adicionado 1 mM de IPTG em frascos Erlenmeyer (1 L)
preenchidos com um volume total de 500 mL. A expressao ocorreu a 37 °C por trés horas.

As amostras foram ressuspendidas em tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,9, NaCl 500
mM e lisadas em sonicador com 0s seguintes parametros: amplitude 30, tempo de
processamento 2 minutos, 10 segundos de funcionamento por 50 segundos parado. Apds
isto, esta foi centrifugada a 12000 rpm, a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
injetado na coluna de cromatografia liquida de afinidade a niquel HisTrap HP (1 mL). A
eluicdo foi realizada apds etapa de equilibracdo com tampéo A contendo Tris-HCI 20 mM,
pH 7,9, NaCl 500 mM, pH 7,5, sendo que foram feitas lavagens com tampao de eluicao
(Tris-HCI 20 mM, pH 7,9, NaCl 500 mM, pH 7,5, 500 mM de Imidazol) nas concentracdes
50 mM, 125 mM, 250 mM e 500 mM de imidazol.

Seguiu-se para uma etapa de refinamento da purificacdo, para esta utilizou-se a
coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada em tampéao
A, e a amostra foi aplicada em um fluxo de 0,5 mL/min. Os picos foram coletados e
analisados em gel SDS-PAGE 12 %.

4.1.5.3. nsP2 de MAYV

A protease de mayaro teve sua expressdo testada em varias cepas de E. coli
devido a sua grande dificuldade de expresséo soluvel. As cepas de E. coli foram estas:
BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3), Rosetta (DE3) e pGro
(DE3). Os testes variaram a temperatura entre 37 °C, 25 °C, 19 °C ou 16 °C, e a
concentracéo de IPTG entre 0,1 e 1 mM. Os primeiros testes foram realizados em tampao
50 mM NaH2POa4, 300 mM NacCl, com pH 7,5. Além disso, monitorou-se a solubilidade da

protease durante as primeiras horas de expresséo.
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Outro teste foi realizado utilizando-se meio auto-indutor 1 % peptona, 0,5 % extrato
de levedura, 25 mM NazHPOa4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4CIl, 5 mM Na2SOa4, 2 mM
MgSOs, 0,5 % glicerol, 0,05 % glicose e 0,2 % a-lactose. As células cresceram a 37 °C
até atingir uma O.D. de 0,6, ap0s isso tiveram a temperatura reduzida para 18 °C. Foram
coletadas amostras nos tempos 9, 10, 11, 12 e 13 horas de expressdo. As amostras
foram ressuspendidas em tampao Tris-HC| 20 mM, 100 mM NacCl e pH 7,5. Estas foram
lisadas e submetidas a teste de solubilidade, conforme descrito na secéo (4.1.8).

Um segundo teste de expressdo dessa protease foi realizada no Instituto de
Bioquimica da Universidade de Lubeck, Alemanha. Uma outra condicdo de tampao foi
testada baseada em condicbes de expressdo de outras proteases de Alphavirus
homoélogas (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a), a composicao foi de 20 mM Tris-
HCI, 200 mM NacCl, 200 mM arginina, 200 mM acido glutamico, pH 7,1 e glicerol 5 %. O
meio de cultura utilizado foi o0 meio YT 1x. Nestas novas condi¢cdes foram testadas as
cepas BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, SoluBL21, C43 (DE3), Turner
(DE3) e BL21-Gold (DE3). As temperaturas testadas foram 25°C e 16°C, usando-se a
concentracdo de 1 mM de IPTG.

As cepas BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLyskE e BL21 (DE3) PlysS apresentaram uma
banda em tamanho proxima ao esperado em gel SDS-PAGE 15 % e foram entdo
escalonadas para expressao em maior quantidade em que foram usados Erlenmeyer de 5
L com 1 L de meio YT 1x. As células cresceram a 37 °C até atingir a O.D. de 0,6, entédo
reduziu-se a temperatura a 25 °C e foram induzidas com 1 mM de IPTG, com um tempo
de expresséao de 14 horas.

Centrifugaram-se as células a 7500 rpm por 15 minutos, a 4°C e seguiu-se para a
etapa de lise em sonicador com o0s seguintes parametros: 30% amplitude, ciclos de 2
segundos de lise e 3 segundos de descanso. As amostras foram ressuspendidas no
tampdo anteriormente citado. As amostras foram centrifugadas em ultracentrifuga por 1
hora, a 40000 rpm a 4°C. As amostras foram purificadas por cromatografia liquida de
afinidade a niquel (Histrap 5 mL, GE Healthcare), onde foi utilizado gradiente de imidazol
(0 a 500 mM), com fluxos de 1 mL/min durante a inje¢édo e 3 mL/min durante o gradiente.
Os picos foram analisados em gel SDS-PAGE 15 %.

Devido ao insucesso de expressdo dessa proteina na fracdo solavel, quatro
diferentes construcdes dela foram montadas, como previamente descrito (pET-15b, pET-
28a, pET-sumo e pGEX). As quatro construgbes foram expressas de acordo com 0S

protocolos de expressao e o preparo para purificacdo foi mantido como anteriormente
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citado. A purificacdo ocorreu por cromatografia liquida de afinidade a niquel (Histrap 1 mL,
GE Healthcare) onde a eluicdo se deu em trés etapas com 50 mM, 250 mM e 500 mM de
imidazol. O resultado da purificacao foi analisado em gel SDS-PAGE 15%.

4.1.5.4. nsP2 de CHIK

A protease de CHIK foi expressa em meio YT. As células cresceram a 37 °C, até
atingirem a densidade otica de 0,6. A expresséao foi induzida por IPTG na concentracao
final de 1 mM, a 18 °C por 16 horas, sob agitacdo constante a 150 rpm.

As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 °C e
ressuspendidas em tampao contendo 20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 200 mM arginina e
200 mM &cido glutamico, pH 7,1 e lisadas em sonicador por 15 minutos de tempo ativo
usando a seguinte configuracdo: 30 % amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3
segundos de descanso. A amostra foi centrifugada por 1 hora, em rotagcdo de 40000 rpm
a 4 °C em ultracentrifuga e o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 pm. A
proteina foi purificada por cromatografia de afinidade a metal (niquel) usando-se a coluna
HisTrap HP (1 mL), através gradiente de imidazol de 50 mL em fluxo de 1 mL/min,
variando-se a concentracao de imidazol de 0 a 500 mM.

A proteina purificada foi estocada overnight com a protease HRV3C visando a
remocao da cauda de histidina, em que a protease de CHIV foi colocada em concentracao
10 vezes superior. Adicionou-se 1 mM de DTT na amostra. ApOs isso a protease foi
purificada em coluna de GST acoplada a coluna de niquel. As colunas foram equilibradas
em tampao de lise, e ap0s a aplicacdo foram coletadas as proteinas que néo interagiram
com ambas as resinas. As proteinas que interagiram com as respectivas colunas foram
eluidas separadamente, a coluna de GST usando tampao contendo GSH 20 mM, Tris 50
mM, DTT 1 mM e pH 8, e a coluna de niquel usando-se tampé&o de lise contendo 500 mM
de imidazol. Esta etapa foi realizada duas vezes visando-se a obtencdo de maior nivel de

pureza proteica.

4.1.5.5. Substrato de nsP2 de CHIK

A expressao do substrato da protease de CHIK foi realizada em meio autoindutor
com a composicao: 928 mL ZY-Medium, 1 mL MgSOa4 1 M, 20 mL 50x 5052 e 50 mL 20x
NPS, onde ZY-Medium era composto de 10 g peptona e 5 g extrato de levedura, o 50x
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5052 (1L) por 250 g glicerol, 25 g glicose e 100 g a-lactose, e 0 20x NPS por 0,5 M
(NH4)2SO4, 1 M KH2PO4 e 1 M Na2HPOas. Realizou-se um pré-indculo em meio LB
overnight a 37 °C e 10 mL deste foram inoculados em meio autoindutor. A temperatura foi
reduzida para 16 °C quando a densidade celular do meio atingiu um valor de 0,6, e foi
mantida a uma rotacéo de 130 rpm overnight.

As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 °C e
ressuspendidas em tampao contendo Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 e 5 % de glicerol.
Estas foram lisadas em sonicador por 15 minutos de tempo ativo usando a seguinte
configuracéo: 30 % amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3 segundos de descanso. A
amostra foi centrifugada por 1 hora, em rotacéo de 40.000 rpm a 4 °C em ultracentrifuga e
o0 sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 pm. Esta foi submetida a
cromatografia de afinidade a metal (niquel), em que a coluna (HisTrap HP 1 mL) foi
equilibrada em tampao de lise e a amostra foi aplicada na coluna e eluida mediante um
gradiente de imidazol. Este ocorreu por um volume de 50 mL no fluxo de 1 mL/min, numa
variacao de 0 até 500 mM de imidazol.

Visando o aumento do nivel de pureza proteica, esta foi submetida a uma etapa de
purificacdo por troca anidnica (HiTrap Q HP). A coluna foi equilibrada em tampéo
contendo 20 mM de Tris, pH 8 e 5 % de glicerol e a proteina foi aplicada apés etapa de
remocdo de sal em amicon ultra-4 10K. A proteina foi eluida ap6s gradiente de NaCl por
um volume de 100 mL em fluxo de 1 mL/min, em que ocorreu a variacdo da concentracao
de NaCl entre 0 e 500 mM.

4.1.6. Renaturacao

4.1.6.1. Purificacdo em condicbes desnaturantes

A expressdo da protease nsP2 de MAYV foi realizada por 16 horas a 19 °C
induzida por 1 mM de IPTG em meio LB. A presenca da proteina em corpos de inclusédo
foi confirmada por gel SDS-PAGE 12%. As células foram entdo centrifugadas a 8000 rpm
durante 20 minutos na centrifuga refrigerada CR22N (Hitachi) para remog¢édo do meio de
cultura, ressuspendidas em tampao de lise (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e
congeladas a -20 °C.

A amostra foi lisada em sonicador (Branson Sonifier 450) (duty cicle 30, output
control 3 por 15 minutos), e o pellet foi separado por centrifugagédo 10.000 rpm durante 30

minutos em centrifuga refrigerada (Hitachi CR22N). Este foi entdo ressuspendido em
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tampéao de desnaturacao | (ureia 8 M, Tris 10 mM e NaH2PO4 100 mM, pH 8,0) e incubado
em gelo por 3 horas. A etapa de centrifugacao foi entdo repetida visando obtencao do
sobrenadante para purificagdo por cromatografia liquida de afinidade a metal (Ni) em
condi¢cBes desnaturantes.

A coluna de niquel foi equilibrada em tampé&o de desnaturacédo | e a amostra foi
injetada. Apds esta etapa realizaram-se sucessivas lavagens com tampao de
desnaturacao Il (ureia 8 M, Tris 10 mM e NaH2PO4 100 mM, pH 8,0, 500 mM de Imidazol).

As diferentes fracfes eluidas foram entdo analisadas em gel SDS-PAGE 12%.

4.1.6.2. Renaturacéo por diluicao rapida

Com a fracdo eluida seguiu-se a etapa de renaturacdo, em que a amostra foi
titulada em tampéo de renaturacdo (Tris 50 mM, pH 7,5, L-arginina 0,5 M, CaClz 20 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Brij 58 a 0,05 %, glutationa oxidada 0,05 mM e glutationa
reduzida 0,5 mM) no fluxo de 0,1 mL por minuto. Esta foi incubada sob agitagao por 72
horas a temperatura ambiente. A amostra foi entdo concentrada utilizando-se

concentrador de centrifuga com membrana vertical Vivaspin Turbo 10000 MW (Sartorius).

4.1.6.3. Analise de estrutura secundaria por dicroismo circular

Realizou-se também a analise estrutural das amostras apdés a etapa da
renaturacao através de dicroismo circular (CD). Utilizou-se o espectropolarimetro Jasco J-
815, o qual estava equipado com aparelho Peltier de controle de temperatura. A proteina
nsP2 de MAYYV foi analisada a uma concentracao de 0,11 mg/mL, em cubeta de quartzo
de caminho o6ptico 0,1 cm e na faixa de comprimento de onda de 190-260 nm. A protease
estava em tampéo tris HCI 2 mM pH 7,5. Obtiveram-se assim valores de elipsidade, os
guais foram convertidos para valores de elipsidade molar utilizando-se a equacao abaixo:

6] = 115.a.(10.C.Iy2 (1)

Na presente equacao a referi-se ao sinal dicroico em miligraus, C a concentracdo da
amostra (mg.mL™) e |, por sua vez, é o caminho 6ptico da cubeta em cm.
Os graficos foram gerados utilizando-se o programa OriginPro 8.1. Os valores de

porcentagem da estrutura secundaria foram obtidos a partir da deconvolugdo dos dados
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de elipsidade molar utilizando o programa CDNN utilizando-se duas bibliotecas de
espectros: “23 basespectra” e “33 basespectra’. As demais estruturas e modelos tiveram
sua porcentagem de estrutura secundéria calculada usando-se o servidor 2struc (KLOSE;
WALLACE; JANES, 2010).

4.1.7. Analise por gel SDS-PAGE 12 %

O gel SDS-PAGE 12 % é preparado em duas partes, um gel separador e um
concentrador. No primeiro utilizou-se, para cada gel, 2 mL uma solucédo de poliacrilamida
(29 % acrilamida e 1 % bis-acrilamida), 1,7 mL de &gua destilada, 1,25 mL de tampao
Tris-HCI (pH 8,8), 50 uL de PSA 10 %, 3 pL de TEMED e 150 pL de SDS 10 %. No
segundo as quantidades de reagente foram 415 pL da solucdo da mesma solucdo de
poliacrilamida, 1,75 mL de agua destilada, 340 yL de tampao Tris-HCI (pH 6,8), 25 pL de
PSA 10 %, 3 uL de TEMED e 75 pL de SDS 10 %.

Quanto a preparacdo das amostras, estas foram centrifugadas, em mini spin plus
(Eppendorf), a 14500 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em tampdo de amostra 1x (60 mM Tris-HCI pH 6.8, SDS 2 %, B-
mercaptoetanol 5 % e azul de bromofenol 0,01 %), em seguida ferveu-se em banho maria
por dez minutos. Realizou-se a corrida do gel na cuba de eletroforese Mini-PROTEAN
Tetra System (BIO-RAD) com a fonte EPS 301 (GE healthcare) em tampao de corrida
(Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM e SDS 0,1 %). Nos primeiros vinte minutos, durante a
entrada da amostra no gel e passagem pelo concentrador, utilizou-se a corrente elétrica
de 25 mA e ap0s isso, 45 mA durante toda a corrida, com a tenséo elétrica de 200 V. Os
géis foram corados com uma solucdo corante (50 % etanol, 25 % acido acético, 24,5 %
agua destilada e 0,5 % comassie brilliant blue R-250) por duas horas para marcacao das

proteinas, e descorados em &cido acético 20 %.

4.1.8. Teste de solubilidade

As amostras foram centrifugadas a 14500 rpm por dois minutos, o sobrenadante foi
descartado e as amostras ressuspendidas em 150 pL de tampao de lise. Sonicaram-se as
amostras utilizando-se o Branson Sonifier 450 por um minuto (duty cicle 50 % e output
control 5). Apds isso, as amostras foram mais uma vez centrifugadas conforme os

paréametros anteriormente citados, o sobrenadante foi transferido para outro microtubo
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(1,5 mL) e adicionaram-se 50 puL de tampdo de amostra 4x, o pellet, por sua vez, foi
ressuspendido em 200 pL de tampéao de amostra 1x. Em seguida, ambas amostras foram
fervidas e analisadas em gel SDS-PAGE 12 %.

4.1.9. Western Blot

Para esta analise um gel SDS-PAGE 15 % foi corrido, mas né&o foi corado com a
solucéo corante de comassie brilliant blue R-250. Uma membrana de PVDF e seis papéis
de filtro foram brevemente embebidos em metanol 100 %, em seguida, em tampao CAPS
(10 mM CAPS em metanol 10 % pH11). Para a transferéncia foram empilhados trés
papéis de filtro, seguidos pelo gel, a membrana de PVDF e mais trés papéis de filtro. Este
foi submetido a 35 mA por 40 minutos.

A membrana foi submetida a duas lavagens de 10 minutos em tampé&o TBS (10
mM Tris-HCI, pH 7,5 e 150 mM NaCl), etapa que foi seguida por 1 hora de imersédo em
tampéao de bloqueio (3 % BSA em TBS). Duas outras lavagens foram feitas com tampéo
tween/triton (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NacCl, 0,05 % tween e 0,2 % triton) e mais
duas com tampéo TBS, todas estas por 10 minutos cada.

Uma etapa de imersséo overnight em tampédo de bloqueio acrescido do anticorpo
tetra-his (Cat No./ID: 34670, Qiagen) em uma propor¢cdo de 1:5000 foi realizada.
Seguiram-se mais trés etapas de lavagem por 10 minutos, as duas primeiras com tampao
tween/triton e a ultima com o TBS. A membrana foi entdo imersa em uma solucéo
contendo Anti-Mouse 1gG (Product No. A4312, Sigma) diluido em tampao de bloqueio em
uma proporgcao de 1:10000 por 1 hora, seguida por quatro lavagens de 10 minutos em
tampao tween/triton. A membrana foi entdo corada usando-se uma solucéo de 44 uL NBT
(7,5 % em 70 % de dimetilformamida) e 33 uL BCIP (5 % em 100 % de dimetilformamida)
em 10 mL de solugdo tampé&o (100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl e 5 mM MgCla.

4.1.10. Testes de atividade e inibicao
4.1.10.1. Chikungunya

A construcao para expressao do substrato para o teste de atividade da protease de
CHIK foi obtido com o professor Dr. Rolf Hilgenfeld no Instituto de Bioquimica da
Universidade de Libeck, Alemanha. Este consiste em uma tioredoxina seguida do sitio de

clivagem entre as proteinas virais nsP3/4 acrescida de cauda de histidina no sitio C-
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terminal.

Na realizagdo do ensaio as proteinas tiveram a concentragdo fixada do substrato (1
Hg) mas variada a massa da protease nsP2 (0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,5, 2, 3 e 4 ug) na
presenca e auséncia de DTT 1 mM (0 e 1 pg). As amostras foram incubadas durante 2
horas a 30 °C, em tampao 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl e 1 mM EDTA, e apos

isso analisadas em gel de agarose 15 %.

4.1.10.2. Zika
4.1.10.2.1. Teste de inibicdo por gel SDS-PAGE 15 % (ZIKV-NS3-Bra)

Realizou-se um teste de inibicdo preliminar onde a proteina NS3 foi colocada em
proporpocao 1:2 em relacdo aos inibidores (Aprotinina, Benzamidina, Leupeptina, PMSF e
BTCI), em que a proteina se encontrava em uma concentracdo de 20 uM. A proteina
sozinha e com os inibidores foram mantidos a temperatura ambiente em quatro
microtubos que tiveram suas reacdes paradas em diferentes tempos: 1 hora, 2 horas, 3
horas e 16 horas por adicdo de tampé&o de amostra 1x (60 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 2 %,
B-mercaptotanol 5% e azul de bromofenol 0,01%) e subsequente aquecimento a 95 °C.

Todas as amostras foram analisadas em gel de agarose 15%.

4.1.10.2.2. Ensaios de atividade e inibicdo enzimética (ZIKV-NS3-Lub)

Os ensaios de atividade e inibicdo da protease de NS2b/NS3 ZIKV foram feitos
utilizando-se o substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC (Peptides International), diluido
em DMSO 100%. Um segundo estoque foi feito com DMSO 1%, sendo esta concentracao
usada durante os experimentos, para este processo este foi diluido em agua Milli-Q
obtendo-se uma concentragao final de 200 uM. Os ensaios foram feitos em microplacas
de 96 pocos utilizando-se tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 8,5 e 5 % de glicerol. As leituras
das microplacas foram feitas no equipamento SpectraMax M2e (Molecular Devices),
fixando-se a temperatura a 37°C com agitacéo inicial de 5 segundos e coleta de dados a
cada 30 segundos durante 30 minutos. Para a realizacdo do experimento foi fixado o
comprimento de onda de excitacdo e emisséo, 380 nm e 460 nm, respectivamente. Todos
0os experimentos foram realizados em triplicatas. O processamento e preparacdo dos
graficos foram realizados com o programa OriginPro v2015 (OriginLab Corporation,

Northampton, MA, USA). A atividade enzimatica foi determinada a partir da determinacao
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das velocidades iniciais. Para isso, as variacbes da intensidade de emissdo de
fluorescéncia em relagdo ao tempo foram convertidas a unidades de atividade enzimética
katan (kat) ou a mois do produto 7-amino-4-metilcoumarina (AMC) formado utilizando uma
curva de padréao (OLIVEIRA, 2018).

4.1.10.2.2.1. Influéncia da concentracdo de enzima na atividade enzimatica

No ensaio manteve-se fixa a concentracdo inicial ndo limitante de substrato (50
MM) e variou-se a concentragdo da enzima (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 nM) nas
mesmas condigbes experimentais anteriormente descritas. A atividade enzimética foi
determinada e correlacionada linearmente com a concentragdo da enzima para
determinar o intervalo de concentracdo 6timo da enzima para 0s experimentos. Da
correlacdo linear foi determinada a atividade especifica da enzima como a taxa de

variacao da atividade enzimatica em relacdo a quantidade de enzima no ensaio.

4.1.10.2.2.2. Grafico de Michaelis-Menten

Os parametros cinéticos da enzima (Km e Vmax) foram determinados a partir do
grafico de Michaelis-Menten. Para tal fixou-se a concentracdo de proteina em 20 nM e
variou-se a concentra¢ao de substrato (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140 e 160
MM). Os dados obtidos foram utilizados para construcdo do grafico. Os parametros

cinéticos foram calculados a partir da equacao de Michaelis-Menten.

Vo = Vmax [S] / (Km + [S]) (2)

onde Vo é a velocidade inicial da reacéo, Vmax € a velocidade méaxima da reacéo, [S] € a
concentracdo do substrato e Km é a constante de Michaelis-Menten que pode ser
entendida como a concentracdo do substrato na qual a atividade da enzima é igual a
metade da velocidade maxima, ou seja, Vmax/2.

Além disso, calcularam-se os valores de Kcat € de eficiéncia catalitica (EC) da

protease NS3, utilizando-se as equacdes a baixo:

Kcat = Vmax/[Et] (3)
EC = Kcat/Km (4)
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onde [Et] representa o valor da concentracao de enzima em nM.
4.1.10.2.2.3. Ensaios de inibicao da atividade enzimatica

A atividade inibitéria foi calculada mediante a determinacdo da metade do valor da
méaxima concentracéo inibitoria (ICso) dos inibidores da NS2b/NS3 de DENV previamente
testados (SILVA, 2012). Foram obtidas 4 moléculas (F0174-0048, FO745-1098, F0816-
0342 e F3165-0782) da empresa Life Chemicals (Ontario, Canadd) (figura 8). Durante os
ensaios foram mantidas as concentracdes de proteina e substrato fixas, respectivamente
20 nM e 200 uM, enquanto variou-se a concentragao do inibidor de 400 uM a 0,39 pM.
Além disso o teste foi realizado com o inibidor Leupeptina nas mesmas concentracées. A
partir dos graficos construidos, foi possivel calcular o valor da concentracdo inibitéria
média (IC50), a qual representa a metade do valor da maxima concentracao inibitéria. Os
graficos de atividade enzimética em presenca de quantidades crescentes do inibidor

foram ajustados ao modelo de fungéo sigmoidal de Boltzmann para calcular o IC50.

Q i~ Qﬂ
_</ >/
F0174-0048 ():5:0 F0745- 1093/% \/\/\/\
693,86 g/mol 724,98 g/mol
O D

C o
O NJ@/ |

o]

: HN
F0816-0342 F3165-0782
873,01 g/mol 578,61 g/mol

Figura 8- Inibidores da protease de DENV obtidos para ensaio de inibicdo contra a
protease NS2B/NS3 de ZIKV.
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4.1.11. Ensaios de fluorescéncia

Foram feitas varias medidas de fluorescéncia da protease NS2b/NS3 de ZIKV
(construcdo ZIKV-NS3-Bra) utilizando-se o espectrofluorimetro (Jasco FP-6500)
incrementando-se a concentracdo de aprotinina. As propor¢cdes de proteina/ligante foram
1/0,2, 1/0,5, 1/1, 1/2, 1/4, 1/6, 1/8, 1/10, 1/15 e 1/20. Foi feita uma varredura entre os
comprimentos de onda entre 300 nm e 450 nm e o comprimento de onda de excitacao
utilizado foi de 295 nm. Para analise retirou-se a contribuicdo do tampédo e os valores

referentes a aprotinina. Os gréaficos foram gerados no software Origin.

4.1.12. Ultracentrifugacédo analitica

Nos experimentos de ultracentrifugacdo analitica utilizou-se a analise de
velocidades de sedimentacéo (UCA-SV) em que foram realizadas centrifugacfes a uma
velocidade de 35.000 rpm em uma ultracentrifuga analitica ProteomelLab XL-A/XL- |
(Beckman Coulter, EUA), equipada com um rotor de titanio An-60 Ti de quatro posicdes
(Beckman, EUA). Equilibrou-se o rotor a 20 °C na camara de vacuo antes do ensaio, e
utilizou-se células de aluminio padrdo com uma peca central de duplo canal e janelas de
guartzo. Adquiriram-se os dados de absorbancia a 215 nm e 280 nm com resolucéo radial
de 20 ym, em intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra. Foram realizadas
andlises para as proteases de Flavivirus ZIKV (ZIKV-NS3-Bra) e DENV. Para a primeira
as amostras de proteinas pura foram mantidas em tampéo 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 230
mM de NaCl e foram colocadas em trés células com diferentes ODzsonm 0,75, 1,12 e 1,50.
Utilizou-se o software SEDENTERP (http://www.rasmb.bbri.org) para estimar o volume
especifico parcial da proteina (u) no valor de 0,73014 e 0,726087, a densidade (p) no
valor de 1,00910 e 1,0029 e a viscosidade (n) da solugdo calculado em 0,01031 e
0,01002, para ZIKV e DENV respectivamente. As varreduras radiais coletadas foram
analisadas usando o modelo de analise de distribuicdo continua do Coeficiente de
Sedimentagao [c(s)] pelo software SEDFIT v14.7. A distribuicdo de MW e c(s) das
proteinas foram calculadas utilizando-se o modelo global de analise de espécies do
software SEDPHAT.

4.1.13. Screening e refinamento de cristalizagéo
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Os ensaios de cristalizagdo foram iniciados utilizando-se uma metodologia de
screening ja estabelecida no Laboratorio de Biofisica Molecular da Universidade de
Brasilia com o equipamento mosquito (TTP labtech) em placas de 96 pocos na
metodologia de gota pendurada por difusdo de vapor, com trés gotas por poco variando-
se suas composicfes misturando-se proteina e as solu¢des de cristalizacdo nas seguintes
propor¢gées 200 nL + 100 nL, 100 nL + 100 nL, e 100 nL + 200 nL. As etapas de
refinamento ocorreram em placas de 24 pocos na metodologia de gota sentada por

difusdo de vapor.

4.1.13.1. Zika

Foram realizados testes da proteina de NS2b/NS3 de ZIKV na concentracao de 2,1
mg/mL utilizando-se os kits Crystal Screen 1 e 2 (Hampton) e da protease de ZIKV (4
mg/mL) com aprotinina, na proporgdo 1/1, com os kits JBScreen JCSG++ 1, 2, 3 e 4, todo
em placa de 96 pocos utilizando-se a técnica de difusdo de vapor por gota suspensa
(hanging drop).

No experimento com somente a protease, obtiveram-se cristais na condicao
Dioxano 10 %, sulfato de amoénio 1,6 M e 0,1 M MES pH 6,5. Assim, realizou-se
refinamento da condi¢cdo utilizando-se placas de 24 pocos em que variaram-se as

concentracfes de sulfato de aménio entre 1,2 M e 2,2 M e o pH entre 6,1 e 6,7.

4.1.13.2. Dengue

As placas da etapa de screening para a protease NS2b/NS3 de DENV foram feitas
usando-se os kits JBScreen JCSG++ e PACT++. Foram utilizadas as concentracdes da

protease de DENV a 2,5 mg/mL e 17 mg/mL.

4.1.13.3. Chikungunya

O screening da condicéo de cristalizacdo da protease nsP2 de CHIK foi feito com
duas concentragbes de proteina, 7,33 mg/mL e 12 mg/mL, mediante o uso de amicon
ultra 15. Utilizaram-se os kits de cristalizacdo Salt RX, PEG RX e PEG/ion (Hampton
Research). Foram usadas placas de 96 pocos utilizando-se o equipamento Crystal
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Gryphon (Art Robbins Instruments) e a técnica de difusdo de vapor por gota pendurada.

As placas foram armazenadas em temperatura ambiente.

4.1.14. Coleta de dados e refinamento

As coletas de dados de difracdo dos cristais de proteina foram realizadas em dois
diferentes equipamentos. Na primeira foi utilizado o difratbmetro D8 Venture (Bruker),
equipado com o detector Photon Il e sistema de anodo rotatorio microfocus TXS de cobre.
Este se encontra localizado no Laboratorio de Biofisica Molecular da Universidade de
Brasilia. Na segunda, foi utilizada a linha MX2 no Laborat6rio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS), situado em Campinas, que esta equipada com um detector Pilatus 2M (Dectris).

4.2. EXPERIMENTOS IN SILICO

4.2.1. Modelagem por homologia

Realizou-se a modelagem por homologia da proteina nsP2 de MAYV com o
programa Modeller (WEBB; SALI, 2016). A selecdo das proteinas homdlogas foi feita
através de alinhamentos contra o banco de dados do PDB (Blast), na qual foram
escolhidas as cadeias A, sendo as Unicas cadeias disponiveis, das estruturas 2HWK
(dominios protease e MTase da nsP2 de VEEV, com resolucdo 2,45 A e 42,5% de
identidade) e 3TRK (dominios protease e MTase da nsP2 de CHIK, com resolucéo 2,40 A
e 64,4% de identidade). Para o alinhamento mdultiplo foi utilizado o software Clustal
Omega. Dentre os modelos gerados selecionou-se um que apresentasse bons valores
tanto de MolPDF e DOPE score. Em seguida, foi gerado o diagrama de Ramachandran
para andlise das posi¢des dos angulos @ (phi) e y (psi), usando o site RAMPAGE. Além
disso, utilizou-se o QMEAN (BENKERT; KUNZLI; SCHWEDE, 2009) para analise de
gualidade do modelo.

4.2.2 Docking proteina-peptideo

Experimentos de docking foram realizados com a proteina rigida, ou seja, somente
o ligante teve a possibilidade de fazer a rotacdo dos angulos torcionais entre seus
atomos. Foram selecionadas as a estrutura de CHIK (3TRK) e MAYV (modelo). Foram

desenhados peptideos com os sitios de clivagem que tinham 10 residuos de aminoéacidos,
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da posicdo P6 a p4’, sendo que estes possuem os sitios de clivagem especificos para
cada protease em questdo. Os sitios sdo referentes as sequéncias entre as proteinas
virais nsP1-nsP2, nsP2-nsP3 e nsP3-nsP4 e podem.

Tabela 4 — Sequéncia dos substratos das proteases nsP2 de MAYV e CHIK.

P6P5P4P3P2P1 / P1'P2'P3'P4' sequéncia do substrato

Virus

nsP1l/nsP2 nsP2/nsP3 nsP3/nsP4
MAYV EFRAGA/GVVE LQAAGC/APAY LGRAGA/YIFS
CHIK EDRAGA/GIIE VTRAGC/APSY LDRAGG/YIFS

O programa utilizado para a execucdo e as analises de docking foi o AutoDock
Vina (TROTT; OLSON, 2010). Antes de realizar este experimento in silico prepararam-se
tanto a proteina quanto o ligante para a execucdo, para isso utilizou-se o pacote
MGLTools, o qual define as protonacfes dos residuos. Primeiramente realizou-se a
preparacao da proteina/receptor, sendo assim, retiraram-se todas as moléculas de agua
da estrutura, e adicionou-se os hidrogénios polares (se estes ndo estdo presentes no
arquivo do PDB), e selecionou-se o volume em que foi feita a procura das poses (grid
box) (CHIK - center_x =-0.684, center_y = 25.548, center_z = 26.326, size_x = 26, size_y
= 34 e size_z = 30 e MAYV - center_x = -5.27, center_y = 0.667, center_z = 50.812,
size_x = 26, size_y = 34 e size_z = 30), onde os valores de size sdo medidos em A, o
gual compreende toda a regido do sitio ativo.

ApoOs isso, realizou-se a preparacdo do ligante, ao carregar o composto no
programa, automaticamente é detectada a carga do ligante, além disso, cada atomo
presente na molécula é classificado e as ligacfes passiveis de rotacdo detectadas. Para
realizacdo dos experimentos selecionou-se um valor de exhaustiveness fixa de 8, com
valor do num_modes de 20, relacionado ao niumero de poses selecionados no arquivo de
saida, e o energy_range igual a 10. As analises das poses foram feitas utilizando-se o
programa Pymol para gerar as imagens.

Os calculos de afinidade de ligacdo entre a proteina e os substratos foram feitos
pelo proprio AutoDock Vina. Este valor de energia livre de interagdo, com unidades de

kcal/mol, é obtido usando-se somente os dados intermoleculares, conforme a equacao

(5).
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Sl=g(C1 - Cintral)zg(cinterl) (5)

Nesta equacdo, s € a afinidade (energia livre de interacdo), g uma funcdo nao
linear, e cCinra € Cinter €Std0 relacionados as contribuicbes obtidas entre as proprias
moléculas e entre as diferentes moléculas (ligante e proteina), respectivamente. O valor
de c, soma dos valores das interacdes intermoleculares e intramoleculares, pode ser

obtido pela equacéao (6).
c= 2i<j ftitj (Tij) (6)

Aqui, por sua vez, é observada a soma de um par de atomos i e j, sendo t o tipo do
atomo, r as distancias interatdmicas e f um conjunto de funcbes de interacdo obtido a

partir da equacéo (7).
fitj (rij) = htitj(dij) (7)

Nesta ultima equacéo, d esta relacionado a distancia entre as superficies de dois
atomos, i e j, onde r;j é subtraido dos valores dos raios de van der Waals dos atomos i e j.
Por sua vez, h € a soma de determinados pesos de trés diferentes interacdes, um termo
hidrofébico (gauss 1 com peso de -0,0356), um termo de ligacdo de hidrogénio (gauss 2
com peso de -0,00516), e um de repulséo (0,840), conforme as equacdes (8), (9) e (10).

gauss; (d)=e‘(d/°'5‘&)2 (8)

gauss, (d)=e‘((d‘3/:\)/215\)2 (9)

repulsion(d)=d%ifd<0

10
repulsion(d) = 0,ifd = 0 (10)

4.2.3. Dinamica molecular (MD)

A dinamica molecular foi realizada com o programa Gromacs (PRONK et al., 2013),

versao 5.1, com o campo de forgca gromos 54A7 (SCHMID et al., 2011). As estruturas
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utilizadas foram as mesmas usadas nos experimentos de docking, ou seja, para a nsP2
de CHIK a 3TRK e para a de MAYV a modelada. Executaram-se algumas dinamicas das
proteinas sem ligante (50 ns) e com os peptideos referentes aos sitios nsP3-nsP4 de
CHIK e nsP2-nsP3 (100 ns), as quais foram selecionadas por serem as poses com maior
proximidade do carbono da carbonila do residuo P1 e o enxofre da cisteina catalitica e por
bons resultados de score no docking.

ApGs isso, definiu-se a caixa peridédica, um dodecaedro com distancia minima de
0,7 nm entre a proteina e as bordas da caixa, e foi feita a solvata¢do, usando o modelo de
agua spc216, que levou a presenca em torno de 60.000 moléculas de solvente por MD.
Foi realizada a adicdo de ions, em geral oito ions de Na*. Realizou-se a minimizacéo de
energia com o algoritmo steepest descent.

Duas fases de equilibracdo foram feitas, a primeira era relacionada a temperatura
(200 ps), na qual o sistema alcancou o valor de 300 K e ficou estavel. Em seguida foi feita
a segunda etapa de equilibracdo, a de presséo (200 ps). A etapa da MD produtiva foi feita
logo depois utilizando-se versao compativel com GPU.

Os dados de RMSD e RMSF foram gerados por programas internos do Gromacs,
gmx rms e gmx rmsf, respectivamente, e os graficos foram gerados pelo programa Grace,
utilizando a interface gréafica do usuario (GUI) xmgrace.

Gerou-se também, usando o programa gmx rama, os angulos ¢ e y dos residuos
da proteina durante a dindmica, os quais foram filtrados usando-se o comando grep do
terminal linux para selecionar somente os valores referentes aos residuos P3, P2, P1, P1’
e P2’ do substrato e, assim, um grafico de Ramachandran foi gerado. Um script foi escrito
para retirar as casas decimais dos valores de angulos @ e @ e dar o numero de repeti¢coes
dos mesmos, visando a confeccdo de um grafico de Ramachandran 3D feito no programa

Origin, este ultimo foi feito somente para a glicina na posicdo P2. Além disso, foi gerado

um grafico com os valores dos angulos y1 dos residuos C478, H548 e S/C482, e X2 da
H548, visando ver a variacdo dos mesmos na presenca e na auséncia dos substratos.

Estas analises foram feitas tanto para CHIK quanto para MAYV.

4.2.4. Docking proteina-proteina

O experimento de docking proteina-proteina, NS2b/NS3 de ZIKV com o inibidor de
protease aprotinina, foi realizado utilizando o web server ClusPro (KOZAKQV et al., 2017).
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O servidor faz um docking de corpo rigido selecionando 1000 resultados, agrupa os
resultados préximos e seleciona os melhores scores para uma etapa de refinamento
visando remover problemas como possiveis clashes, sendo selecionadas ao final dez
poses. Estas foram sobrepostas ao PDB 3U1J (NOBLE et al., 2012), o qual apresenta a
protease do Flavivirus DENV3 em interacdo com aprotinina, para se selecionar a pose
mais proxima da encontrada interagindo com esta proteina homologa. Os célculos de
superficie molecular acessivel do residuo W50 foram feitos utilizando-se o servidor WHAT
IF (VRIEND, 1990).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns dos genes das proteases dos diferentes arbovirus aqui estudados (NS3 de
ZIKV e DENV, e nsP2 de CHIK e MAYV) foram expressos, e este processo foi otimizado
para a obtencdo de uma maior quantidade de proteina na fracdo soluvel. Primeiramente,
as construcdes obtidas foram transformadas em diversas cepas de E. coli, e crescidas em
placas de petri contendo meio LB com antibiéticos para os quais os plasmideos presentes
ofereciam resisténcia (tanto os inseridos na transformacdo, quanto os presentes em
algumas cepas), etapa na qual se selecionou somente micro-organismos com o0
plasmideo para expressar nosso gene de interesse.

Realizou-se a expressdo a 37°C e a indugdo com 1 mM de IPTG visando em
primeiro lugar verificar o correto funcionamento da transformacdo e a presenca da
proteina heteréloga na fracdo soluvel. As bandas de expressdo das proteinas podem ser
observadas na figura 9, todavia, estas estavam localizadas nas na fracdo insoluvel por
estarem presentes nas amostras de pellet. A cepa BL21 (DE3) apresentou expressao de
todos os genes (figura 9A), entretanto somente o nsP2 de CHIK apresentou expressao
em outras cepas, BL21 (DE3) pLysE e Lemo2l (figura 9B e C). Em cepas como a
BL21(DE3) Rosetta ndo foram observadas presencas claras de bandas de expressao das

proteases (figura 9D).
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Figura 9- Expressao dos genes nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3 de ZIKV a 37°C na cepa
de E. coli (A) BL21(DE3), (B) BL21(DES3) pLysE, (C) BL21(DE3) Lemo21, (d) BL21(DE3)
Rosetta. P. I. marca o padrdo de expressdo antes da inducdo. P. as proteinas na fragéo
insolavel e S. na solavel.

Objetivando-se obter as proteinas expressas na fragdo solUvel a temperatura do
experimento foi reduzida para 19°C. Observou-se que a protease tanto de CHIK quanto
de ZIKV nessa nova condicdo de expressdo puderam ser observadas em solugdo em
guantidades significativas, entretanto a de MAYV ndo se mostrou com 0 mesmo Sucesso,

como se observa na figura 10.
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Figura 10- Expressao e teste de solubilidade das proteinas nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3
de ZIKV na cepa BL21 (DE3) de E.coli & temperatura 19°C a 1 mM de IPTG. P. |. marca o
padréo de expressdao antes da inducdo. P. as proteinas na fracdo insolivel e S. na

soluvel.

As etapas de otimizacdo da expressdo e purificacdo, bem como as diversas
andlises realizadas para cada uma das proteinas anteriormente citadas, séo tratadas de

forma especifica a seguir.

5.1. ALPHAVIRUS
5.1.1. Experimentos in vitro
5.1.1.1. Mayaro

A primeira etapa foi a transformacao de diversas cepas de E. coli com o plasmideo
pET-21a contendo o gene da nsP2 de MAYV utilizando-se a metodologia de choque
térmico. O experimento apresentou um resultado positivo, ou seja, diversas colbnias de
diferentes cepas cresceram em meio LB sélido contendo antibiético a uma temperatura de
37°C. Confirmou-se que a protease de MAYYV foi entdo expressa a 37°C durante 6 horas a
uma concentracdo de 1 mM de IPTG, porém, na fracdo insollvel, o que ocorreu também a
19°C.

Na otimizacdo da expressédo, dentre as tentativas de obtencdo dela na fracao

soluvel realizou-se reducdo de temperatura para 16°C e de concentragdo de IPTG para
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0,2 mM. A expressao foi realizada por oito horas e aliquotas foram coletadas a cada hora
para posterior teste de solubilidade. Este experimento tinha como objetivo observar se
nos momentos iniciais de expressao a baixa concentracdo de IPTG e temperatura era
possivel encontrar uma condicdo para producdo da proteina soluvel. Observou-se a
expressdo crescente da proteina heteréloga (figura 11A), todavia a maior parte da
amostra ainda foi observada no pellet (Figuras 11B e 11C).

. MAYY
Lagder - sl — Ladder 1 2h 3h 4h
A) kDa) P th 2h 3 4h  5h 6h Th 8h tkDa) 2L Pel. Sol.  Pel. Sol.  Pel. Sol.  Pel. Sol
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C Ladder Sh 6h 7h 8h
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144

Figura 11- (A) Expresséo e (B e C) teste de solubilidade das proteina nsP2 de MAYV na
cepa BL21 (DE3) de E.coli a temperatura 16°C a 0,2 mM de IPTG em meio LB. P. I.
marca o padrdo de expressdo antes da inducdo. Pel. as proteinas na fracdo insoluvel e
Sol. na solavel.

Foram realizados outros testes alterando-se o meio de cultura usado durante a
expressdo. Utilizou-se também o meio autoindutor visando obter alguma condi¢do de
expressdo onde a protease fosse expressa de modo soluvel. Este meio de cultura ndo
possui a presenca da molécula andloga de alolactose, o IPTG. A expressdo ocorre

através da reducédo dos niveis de glicose e a ativacdo do operon Lac pela presenca de
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lactose, 0 que leva ao consequente desacoplamento do repressor Lac que bloqueava a
regido promotora do operon em questéo. Este meio, em geral, apresenta maior produgéo
da proteina alvo e densidade celular por volume de cultura. Além disso, 0 mesmo possui
menor taxa de formacdo de corpos de inclusdo, possivelmente devido a uma taxa de
crescimento mais lenta (FAUST; STAND; WEUSTER- BOTZ, 2015; KRAUSE;
NEUBAUER; NEUBAUER, 2016; STUDIER, 2005). Todavia, como pode ser observado na
figura 12, durante o teste de solubilidade n&o foram observadas bandas claras de

expressao na fracao soluvel.
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Figura 12- Teste de solubilidade da expressdo em meio autoindutor da protease nsP2 de
MAYV. A) Apresenta a fracdo insoltvel (Pel.) e solavel (Sol.) das amostras coletadas nos
tempos 9h, 10h e 11h, B) e das referentes a 12h e 13h.

Devido a ndo obtencdo da proteina na fracdo soluvel, foram feitos novos testes de
expressao utilizando-se diferentes cepas com o0 mesmo plasmideo pET-21a anteriormente
utilizado, além disso, mudando-se a composicao do tampéao de lise de acordo com alguns
estudos anteriormente publicados (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a). Este novo
tampdo € composto por 20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM &cido
glutdmico, pH 7,1 e glicerol 5%. Foi também alterado o meio de cultura para meio de LB
para YT. A protease foi expressa a pela adicdo de 1 mM de IPTG quando a densidade de
células no meio atingiu a O.D. de 0,5, as quais foram mantidas overnight por 14 horas a
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temperatura de 25°C. Apesar disso, ndo foi observado nenhuma banda significativa na
fracdo soluvel. Todavia, em analises de western blot usando anticorpos com
especificidade para cauda da histidina foram observadas bandas na fragdo sollvel em
tamanhos aproximados ao esperado em algumas cepas como: BL21, pLysE, pLysS e

C43, como pode ser observado na figura 13.
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Figura 13- Analise por gel SDS-PAGE 15% da expressao em diversas capes de E. coli da
protease nsP2 de MAYV corado por comassie (esquerda) e western blot (direita). Este foi
realizado usando-se tampado contendo 20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina,
200mM &cido glutamico, pH 7.1 e glicerol 5%. As cepas usadas foram aplicadas no gel na
seguinte ordem: BL21-Gold (DE3), C43 (DE3), Turner (DE3), SoluBL21, BL21 (DE3),
BL21 (DE3) pLysk e BL21 (DE3) PlysS. P se refere a fracéo insoltvel da amostra e E a

fracdo solavel.

Alguns componentes do tampéao utilizado poderiam explicar uma possivel producéo
da proteina heterdloga na fracdo soltvel. Arginina e acido glutdmico foram alguns dos
componentes utilizados no tampéao, estes tém sido apresentados em estudos como tendo
a capacidade de inibir a agregacao e precipitacdo, aumentarem a estabilidade da
amostra, protegem de degradacdo proteolitica, além de auxiliarem na renaturacdo de
proteinas. Uma das possiveis formas de acéo € através da interagdo com cadeias laterais
carregadas na proteina e também por auxiliar a cobrir residuos hidrofébicos expostos com
porcOes alifaticas, o que poderia inibir a agregagdo. Observou-se também que o
dipeptideo ArgGlu em anélises com lisozima e BSA gerou efeitos de hidratacdo

preferencial, podendo ser outra possibilidade de explicagdo para as propriedades
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apresentadas por estas moléculas. Todavia, altas concentracdes de Arginina, acima de
0,5 M, parecem realizar efeitos inversos, levando a desestabilizacdo e diminuindo a
temperatura de melting (GOLOVANOV et al., 2004; KITA et al., 1994; SHUKLA; TROUT,
2011).

O glicerol foi outro componente utilizado no tampéao de lise, o qual atua induzindo a
compactacdo da proteina, reduz a flexibilidade (GONNELLI; STRAMBINI, 1993) e
estabiliza conformacdes intermediarias da proteina (MISHRA; BHAT; SECKLER, 2007),
aumentando assim a estabilidade da proteina. O modo pelo qual essa molécula atua tem
sido alvo de diversos estudos que tém indicado que sua atuacdo como estabilizador se
daria através da preservacdo da hidratacdo da proteina devido a fenébmenos como o da
hidratacao preferencial e do volume-excluido, o qual excluiria preferencialmente o glicerol
da camada de solvatacdo da proteina criando uma tendéncia de minimizacdo da
superficie proteica (HIRAI et al., 2018). Outra sugestdo é que atue através da reducéo do
namero e do tamanho de espacos na estrutura proteica que poderiam acomodar
moléculas de a4gua (PRIEV et al.,, 1996). Além disso, este poliol inibe a agregacdo de
proteinas impedindo tanto a exposi¢ao parcial do ndcleo hidrofébico quanto a reducéo do
contato proteico. Isto foi observado durante analises por dindmica molecular de proteinas
na presenca de glicerol, na qual algumas superficies hidrofébicas favorecem o contato
com orientacdes anfifilicas desta molécula (VAGENENDE; YAP; TROUT, 2009).

Devido a presenca dessas bandas foram selecionadas as cepas BL21 e pLysE
para expressao em maiores volumes de meio de cultura e purificagcdo por cromatografia
liguida de afinidade a niquel, cujos resultados podem ser observados na figura 14. Em
ambos os casos, pode ser observada uma banda na fracdo soluvel ap6s a eluicdo com
imidazol, todavia, a banda ndo se mostrou no tamanho esperado, visto que o tamanho da
proteina é de 38,2 kDa, e as bandas observadas se aproximam mais do tamanho de 25
kDa.
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Figura 14- Analise da expressao e purificacdo da protease nsP2 de MAYV com 1 mM de
IPTG, 25°C e 14 horas por SDS-PAGE 15%. Este foi realizado usando tampéao contendo
20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM &cido glutdmico, pH 7.1. A
esquerda utilizando a cepa BL21 e a direita pLysE. PC refere-se a amostra antes da
inducdo por IPTG, Pel a fracdo insoluvel, Sup a fracdo soluvel, FT a fracdo que néao
interagiu quando aplicado na coluna de niquel, os demais niumeros a fragfes coletadas
durante gradiente de imidazol.

Mesmo com essa diferenca de tamanho as amostras foram concentradas e
passou-se para a etapa de remoc¢ao da cauda de histidina utilizando a protease HRV3C.
As amostras conjugadas foram entdo submetidas a cromatografia liquida usando coluna
de GST para remoc¢do da HRV3C. Entretanto, ndo foi observada uma diminuicdo do

tamanho da banda apds essa etapa. Este resultado pode ser observado na figura 15.
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Figura 15- Analise por SDS-PAGE 15% da remocdo de cauda de histidina da proteina
nsP2 de MAYV pela HRV3C. PC se refere a amostra antes da inducao por IPTG, Pel a
fracao insoluvel e Sup a fracdo soltvel durante a etapa de expressao. Prot+HRV mostra a
proteina junto com a protease HRV3C, enquanto Prot se refere a proteina ndo tratada
para remocao da cauda. Os numeros representam os diferentes tubos coletados apos a
remocao da HRV3C por coluna de GST.

O mesmo método de expressao e purificacdo, em que se utilizou um novo tampéao,
foi realizado na temperatura de 18°C para as cepas que apresentaram bandas na fracao
solivel. Todavia, observou-se padrdo muito similar de expressdo com a banda mais
visivel em um tamanho préximo a 25 kDa (figura 16).
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Figura 16- Analise por SDS-PAGE 15% da expresséo da protease nsP2 de MAYV usando
diferentes cepas BL21, pLysE e pLysS. Este foi realizado em tampé&o contendo 20mM
Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM &cido glutamico, pH 7.1. Pel se refere a
fracdo insoluvel, Sup a fracdo solavel durante a etapa de expressédo, e FT com a amostra
gue nao apresentou interacdo quando aplicada a coluna de niquel. Os valores referem-se

a concentracdo de imidazol na qual a amostra foi eluida.

Devido ao fato de ndo serem obtidos resultados claros da expressao da protease
nsP2 de MAYV foi entdo realizada a confeccdo de quatro outras construcfes, na qual
foram usados os vetores de E. coli pGEX, pET SUMO, pET28a e pET15b. Para isto foram
obtidos primers objetivando amplificar o gene da protease em questdo adicionando-se
novos sitios de restricdo nas extremidades do gene, sendo estes BamHI e Xhol para
pGEX e pet SUMO, e Ndel e Xhol para pET15b e pET28a. Estas foram entdo submetidas
as etapas de amplificacdo do segmento génico da protease de MAYV (figura 17A),
clivagem pelas enzimas de restricdo tanto dos vetores (figura 17B) quanto do material
genético, ligacdo, transformacgéo de cepas de E. coli. Selecionaram-se algumas colbnias
com o objetivo de confirmar a insercdo do gene no plasmideo através da técnica de PCR

de col6nia (figura 17C).

76



A B BamHI-Xhol Ndel-Xhol

6000 -
gg% ) Ndel-Xhol ~ BamHI-Xhol PGEX PET SUMO PET15b pET28a
2000 6000
1500 = gg 00
500
1000  — — —— — 2000
750 1500
500 1000
750
250 500
250
Cc pET15b pET28a
pGEX pET SUMO
- v
L e W O e W s - e wme-

Figura 17- Clonagem do gene da fracdo protease nsP2 de MAYV nos vetores pGEX, pET
SUMO, pET28a e pET15b. (A) Amplificacdo de seguimentos génicos com adicdo de
sequéncias para os sitios de restricdo para as endonucleases Ndel, Xhol e BamHI. (B)
Digestéo dos vetores selecionados com enzimas de restricdo. (B) PCR de colbnia para

demonstrar a insercdo do gene nos vetores.

As novas construcdes foram entédo inseridas em cepa de E. coli BL21 DE3 visando
testar a expresséo da protease, em meio YT a 18°C com 1 mM de IPTG por 16 horas.
Todavia, durante estes testes iniciais de otimizacdo nao foram observadas em gel SDS-

PAGE 25% bandas claras de expressao dessa proteina, figura 18.
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Figure 18- Andlise da expressdo de nsP2 de MAYV por SDS-PAGE 15% usando quatro
diferentes vetores de expressao em bactéria E.coli, pET28a, pET SUMO, pGEX e pET
15b. PC se refere a amostra antes da inducao por IPTG, Pel a fracdo insollvel, Sup a
fracdo soluvel, FT a fracdo que nao interagiu com gquando aplicado a coluna de niquel,

seguido pelas elui¢des a trés diferentes concentracdes de imidazol (50, 250 e 500 mM).

Outra técnica que foi utilizada visando obter a proteina soltvel foi a renaturacéo. As
proteinas presentes na fracdo insolivel passaram pelo processo de desnaturacdo com
ureia 8 M seguido de purificacdo em condi¢cdes desnaturantes e renaturacdo por diluicdo
rapida. Apos essas etapas, a proteina obtida nesse processo foi submetida a analise pela
técnica de CD. Este experimento visava analisar a renaturacdo proteica por meio da

estrutura secundaria da nsP2. Estes resultados podem ser vistos na figura 19.
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Figura 19- Espectro obtido pela técnica de CD da proteina nsP2 de MAYV apos

renaturacao por diluicdo rapida.

O espectro da protease nsP2 demonstra a presenca de estruturas secundarias na
proteina renaturada, com destaque para o comprimento de onda 208 nm, sendo
caracteristico de folha-, e o 222 nm, caracteristico de a-hélice. A partir da deconvolucao
do espectro foi possivel obter a composicao de estrutura secundaria da proteina. Estes
dados e a comparacdo dos mesmos com proteinas homélogas podem ser observados na
tabela 5.

Tabela 5- Porcentagem de estrutura secundaria de proteases de Alphavirus e da
deconvolucédo dos dados do espectro da protease nsP2 de MAYV.
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Secundary structure

Protein Helix (%) Sheet(%) Other(%)
nsPZMAYVmodel 33.7 20.1 46.1
nsP2ZMAYVCirDic23 17.1 34,2 93.5
nsP2MAYVCirDic33 13.2 31.3 54.7
nsp2CHIK (3trk) 31.2 19.4 49.4
nsP2VEEV(2hwk) 32.2 19.1 48.8

A partir dos dados obtidos por CD, pode observar-se uma consideravel diferenca
entre os padrfes de estrutura secundaria da protease nsP2 renaturada e outros estruturas
de Alphavirus depositadas no banco de dados PDB e para o modelo estrutural calculado
neste trabalho. E possivel observar um decréscimo na porcentagem de a-hélices, e um
acréscimo na de folhas-B e outros. Apesar de serem observadas anadlises de CD da
porcao protease ou da proteina nsP2 completa para alguns Alphavirus (COMPTON et al.,
2017; RAUSALU et al., 2016) ndo foram encontradas na literatura valores de estrutura
secundéria para comparacdo com os dados obtidos no presente trabalho. Todavia, 0s
dados aqui obtidos parecem indicar que a porgcédo protease em questdo nao apresentou
um dobramento correto apds ensaio de renaturacdo, mas Sa80 necessarias outras
diferentes analises, como testes de atividade, para confirmacédo da capacidade catalitica

da enzima renaturada.

5.1.1.2. Chikungunya

Na etapa de purificagdo por cromatografia liquida de afinidade a niquel do gene
nsP2 de CHIK, a amostra foi ressuspendida em tampdo A (50 mM NaH2PO4, 300 mM
NaCl e pH 7,5) e aplicada na coluna. Realizaram-se lavagens com solu¢bes com
concentracdo de imidazol crescentes (50 mM, 100 mM e 250 mM), mas a proteina em
guestdo foi eluida somente na lavagem com 500 mM de imidazol. O pico de eluicdo da
proteina foi dividido em quatro tubos falcon, com diferentes concentragdes de proteinas
(figura 20A). As amostras purificadas foram submetidas a uma etapa de purificagcao por

exclusdo molecular, ilustrado na figura 20B.
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Figura 20- Purificacdo da protease nsP2 de CHIK. (A) Purificacdo por cromatografia

liguida de afinidade a niquel. (B) Purificagdo por exclusdo molecular. P. marca a fracao
insolavel localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os nimeros em mM sdo
referentes a concentracdo de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O
pl, p2, p3 e p4 representa fracdes de um mesmo pico que foi eluido. Purif. Refere-se a
amostra purificada por cromatografia liquida de afinidade a niquel antes de ser aplicada

na coluna de exclusdao molecular.

Nos géis SDS-PAGE 12% das purificac6es foi observado que bandas mais fracas
se localizavam acima da banda da proteina heteréloga, sendo assim essas bandas foram
cortadas e levadas para analise por MALDI para confirmagédo da identidade e pureza da
proteina. Todas as quatro bandas analisadas, em todas elas somente peptideos
referentes a proteina nsP2 de CHIK foram identificados.

Entretanto, a mesma metodologia foi testada outras vezes mas nao foram obtidos
0s mesmos resultados de purificagdo, sendo assim, outra condi¢do foi usada, na qual
variou-se o tampéo de lise e ligacdo, a nova composi¢cao usada continha 20mM Tris-HCI,
200mM NacCl, 200mM arginina e 200mM acido glutamico, 5% glicerol e pH 7,1, o qual se
baseou em trabalhos previamente publicados tanto de proteases de chikungunya quanto
de proteinas homélogas (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a). Os resultados da

expressao e purificacdo podem ser observados na figura 21.
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Figura 21- Expresséo e purificacdo da proteina nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatografico da
purificacdo por gradiente de imidazol em coluna de niquel. O limite de detec¢éo é de 0,5
AU, a linha Azul se refere a absorbancia (AU) e a linha vermelha a concentracdo de
imidazol, de 0 a 500 mM. B) Gel de poliacrilamida 15% apresentando a expressdo e
purificacdo, onde PC corresponde as células antes da indu¢cdo com IPTG, Pel e Sup ao
pellet e sobrenadante apos a expressao e FT a fracdo que néo interagiu com a coluna de

niquel. A numeracéo 1 a 10 se refere as fragdes eluidas durante o gradiente de imidazol

da purificacao.

Como a proteina apresentava um bom grau de pureza seguiu-se para a etapa da
remocdo da cauda de histidina utilizando a protease HRV3C, a remoc¢ao foi entdo
analisada em gel de agarose 15% (figura 22A). Visando realizar a separacao da nsP2 de
CHIK, seguiu-se de uma purificacdo em coluna de GST, para retirada da HRV3C, e de
niquel acopladas. Devido a permanéncia de uma pequena banda referente a protease
HRV3C a etapa da aplicacdo da amostra em coluna de GST teve de ser repetida. Os

resultados destas duas Ultimas etapas podem ser vistos na figura 22B e C.
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Figura 22- Remocgao da cauda de histidina da nsP2 de CHIK. A) Gel SDS-PAGE 15%
referente a etapa de incubacdo com a protease HRV3C. B) Separacdo da HRV3C por
coluna de GST e de nsP2 com cauda de histidina usando coluna de niquel. GST FT 1a 3
se referem as proteinas que nédo interagiram com a coluna de GST, GSH se refere a
eluicdo das proteinas que interagiram com a coluna de GST, e os poc¢os 50, 250 e 500
mM se referem a trés lavagens com diferentes concentracdes de imidazol da coluna de
niquel acoplada. C) Reaplicagdo da nsP2 em coluna de GSH em diferentes volumes (15,
10 e 5 pL) aplicados no gel apés purificacdo em coluna de GST de duas diferentes

fracOes.
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Com a purificacdo da proteina otimizada, seguiu-se para a producdo do substrato
da mesma objetivando a andlise de atividade da protease. O substrato composto por uma
tioredoxina seguido do sitio de clivagem entre as proteinas nsP3/nsP4 da protease de
CHIK foi purificado inicialmente por cromatografia liquida em coluna de niquel, figura 22A
e B. A etapa seguinte foi de refinamento da purificacdo, na qual foi utilizada uma coluna
de troca anionica (HiTrap Q HP), figura 23C e D.
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Figura 23- Expressédo do substrato da protease nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatografico da
purificacdo por gradiente de imidazol usando-se coluna de niquel. O limite de detecgéo é
de 0,5 AU, a linha azul refere-se a absorbancia da amostra (AU) e a vermelha a
concentracao de imidazol (0 a 500 mM). B) SDS-PAGE 15% da purificagdo por coluna de
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niquel. Pel e Sup referem-se ao pellet e ao sobrenadante obtidos durante as etapas de
lise e centrifugacdo, FT as proteinas que nao interagiram com a coluna de niquel e os
nameros de 1 a 9 as amostras eluidas em diferentes concentra¢des de imidazol. C) Perfil
cromatografico da purificagdo por troca anionica (HiTrap Q HP). D) SDS-PAGE 15% das
amostras purificadas na etapa de purificacdo pela coluna de troca anidénica usando
gradiente de NaCl (0 a 500 mM). Os numeros de 5 a 12 referem-se as amostras eluidas
nas diferentes concentragdes de NacCl.

Realizou-se a etapa da analise de atividade da protease nsP2 de CHIK
anteriormente purificada, onde variou-se a massa da protease mantendo-se fixa a do
substrato na presenca e auséncia de DTT. Observou-se que a protease em questao
apresenta atividade contra o substrato, este que apresenta um dos sitios de clivagem da
nsP2 de CHIK, entre as proteinas nsP3 e nsP4. Este resultado indica que a proteina
apresenta o dobramento correto, o qual permite a clivagem da cadeia polipeptidica em
sitio especifico. O gel contendo o resultado do ensaio pode ser observado na figura 24.

No DTT I1mMDTT
=0 1:0.2. 1:0:4 1:0:6: 1:0:8; 1:1 115 12  1:3 1.4 1:0 1
116.0
66.2
45.0
nsP2  mmp — ——-— - G 350 -
25.0
Substrate mmp 184
Cleaved mmp " - =4 e
Substrate

Figura 24- SDS-PAGE 15% mostrando o ensaio de atividade da nsP2 de CHIK. Variacéo
de massa de protease de 0 a 4 pg com valores fixos de substrato. Os po¢cos marcados
com “No DTT” ndo apresentavam DTT, todavia os dois pocos finais apresentam uma

concentracéo de 1 mM de DTT.

Diferentes tipos de testes de atividade ja foram utilizados para diversas proteases
de Alphavirus, alguns dos quais ndo apresentaram bons resultados. Em se tratando de
substratos peptidicos para CHIK, ndo foi possivel observar a atividade proteolitica da
proteina quando substratos eram tripeptideos (SAISAWANG et al., 2015a). Resultados
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semelhantes foram obtidos para SFV, onde construcdes de substratos com menos que 10
aminoacidos do sitio de clivagem ndo eram digeridas pela protease. Este trabalho
apresentou construgdes semelhantes a usadas no presente trabalho onde o sitio de
clivagem foi acoplado a uma tiorredoxina (MERITS et al., 2001). Além disso, a mesma
ideia foi utilizada ao acoplar com a proteina de ligacdo a maltose (MBP) para as proteases
de SFV, virus da encefalite equina venezuelana (VEEV) e virus Sindbis (SIN) (ZHANG,;
TOZSER; WAUGH, 2009). Outros substratos chamados de FRET substrates foram
construidos com 17 e 25 residuos correspondendo a regido dos sitios de clivagem destas
proteases flanqueados por proteinas fluorescentes ciano (CFP) e amarela (YFP) (HU et
al., 2016). Estes resultados parecem indicar a grande importancia para a atividade desta
endo-protease de regifes mais distantes do sitio de clivagem, sendo necessario estudos
dos aminoacidos que compdem estes locais e de suas interacbes com a protease.

Pode ser observado que a protease apresenta melhor atividade na presenca de
ditiotreitol (DTT), pois ndo € observada mais a banda referente ao substrato enquanto
esta € parcialmente encontrada na auséncia desta molécula. O DTT é amplamente
utilizado com a funcéo de reduzir pontes dissulfeto, auxiliando assim na manutencao da
estabilidade e prevenir agregacdo da proteina (ALLIEGRO, 2000; ULLAH et al., 2016).
Outro fator que pode auxiliar na explicacao desse resultado é o fato de cisteino proteases
poderem ser inativadas durante seu armazenamento devido a oxidagéo do seu grupo tiol
por moléculas como peroxido de hidrogénio (H202), didéxido de nitrogénio (NO2),
hidroperoxidos organicos, ou por alguns radicais como carbonato, peroxil, fenoxil, entre
outras moléculas. Sendo assim, a adicdo de agentes redutores visando uma melhora na
atividade dessas proteases parece se mostrar viavel, o que € corroborado pelos
resultados de nosso trabalho (KLEIN; ANSTEE, 2014; TURELL; ZEIDA; TRUJILLO,
2020).

Outra molécula presente no tampéo, todavia presente em todas as amostras
analisadas no teste de atividade, era o EDTA. Ele atua como um quelante com alta
afinidade para realizar complexos com ions metélicos (OVIEDO; RODRIGUEZ, 2003).
Metais pesados e seus derivados apresentam capacidade de inibir a atividade de tiol-
proteases (KLEIN; ANSTEE, 2014; NOLLET et al.,, 2012). De forma mais especifica,
testes com a protease de CHIK na presenca de alguns ions metalicos ja foram realizados.
Pastorini e colaboradores mostraram que a atividade da protease foi inibida na presenca
de 2mM de Zn e Cu, além da resisténcia a inibicdo por EDTA. Todavia, Saisawang e

colaboradores observaram a atividade da fragéo protease e da proteina completa, para os
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trés deferentes sitios de clivagem (nsP1/2, nsP2/3 e nsP3/4) na presenca de Co, Cu, Mg,
Ni e Zn. Para a grande maioria dos sitios ndo foi observada diferenca entre as duas
construcdes, somente para Zn € que pareceu aumentar a atividade da nsP2 completa e
reduzir a atividade somente da fracao protease para o sitio nsP3/4, e Co que demonstrou
um incremento na atividade de clivagem do sitio nsP1/2 e uma reducdo no nsP2/3,
entretanto ndo foi observada a inativacdo da protease (PASTORINO et al., 2008;
SAISAWANG et al., 2015a). Sdo necessarios mais testes na presenca desses ions para
verificar a capacidade de inibicdo dos mesmos para proteases de CHIK e para outros
Alphavirus. Devido a esta possibilidade de inibicdo, a presenca de EDTA no experimento
visou uma atividade 6tima da protease.

O modelo de teste de atividade usado no presente trabalho, apesar de demonstrar
a atividade da protease heteré6loga, ndo permite comparacdes em termos de eficiéncia de
clivagem com resultados anteriormente publicados devido a impossibilidade de calcular os

parametros cinéticos enzimaticos.

5.1.2. Experimentos in silico

Realizou-se uma modelagem por homologia da proteina nsP2 de MAYV, a Unica
dentre as proteases em questdo sem nenhuma estrutura depositada no banco de dados
PDB. Para este fim selecionaram-se duas estruturas depositadas no PDB, uma de CHIK
(3TRK) e outra do VEEV (2HWK). Além das estruturas, para a confeccdo do modelo,
utilizou-se alinhamento multiplo o qual esta presente em anexo.

Varios foram os critérios para selecdo do modelo e analise da qualidade do
mesmo. Primeiramente utilizaram-se os scores presentes no proprio modeller (molpdf
8613.64062 e DOPE score -38694.914062), sendo que o modelo selecionado obteve
valores bons de ranqueamento para ambos. Além disso, em relagcdo as andlises de
gualidade, tanto no diagrama de Ramachandran, 96,9% dos residuos tiveram seus
angulos Phi (¢) e Psi (y) em regibes favoraveis, somente (0,3% em regides
desfavoraveis), o residuo A727 localizado em uma regido de loop do dominio Mtase
distante da regiao do sitio ativo. Quanto ao gmean, o modelo apresentou bons resultados.
Estes dados podem ser vistos na figura 25. Além disso, a figura do modelo sobreposto as

estruturas cristalograficas usadas para confec¢cdo do modelo pode ser visto na figura 26.
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Figura 25- Analises para a qualidade do modelo selecionado da protease nsP2 de MAYV.

(A) Diagrama de Ramachandran. (B e C) Valores de qualidade obtidos pelo software

gmean.
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Figura 26- Sobreposicdo das proteases nsP2 dos Alphavirus CHIK (ciano, PDB 3TRK),
MAYYV (rosa, modelo por homologia) e VEEV (verder, PDB 2HWK). O quadro destaca os
residuos que compde o sitio ativo (C478, C/S/A482 e H548). O residuo 482 éuma C, S e
A em MAYV, CHIV e VEEV, respectivamente.

O modelo da protease de MAYV ainda foi submetido a dindmica molecular, sem
nenhum ligante por um tempo de 50 ns. A proteina apresentou uma estabilizacdo dos
valores de RMSD durante a dindmica a partir do tempo de 35 ns quando comparado as
posicdes iniciais da MD (figura 27A). Foi analisada também a movimentacéo das diversas
regibes da proteina através da andlise de RMSF (figura 27B), onde constatou-se que,
excluindo-se as extremidades que apresentam valores maiores, 0s residuos entre 658 a
668, os quais representam um grande loop em uma regiao acessivel ao solvente presente
no dominio Mtase, apresentaram um valor de RMSF mais alto. Todavia as regides da
protease, as demais importantes para interacao no sitio ativo e as estruturas secundarias

gue compde esta protease se mantiveram relativamente estaveis.
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Figura 27- Graficos de (A) RMSD e (B) RMSF do dinamica molecular realizada com o
modelo apo nsP2 de MAYV.

Realizou-se um alinhamento multiplo entre diversos peptidios com sitios de
clivagem das proteases nsP2 de variados Alphavirus. Nesse alinhamento observou-se
gue a glicina posicionada na posi¢do P2 dos substratos € conservada em todos os sitios
(figura 27A). Além disso, a alanina na posicdo P3 também apresentou um alto grau de
conservacao. A importancia dessa glicina ja foi levantada em artigos anteriores, frisando a
alta conservacao da posicdo P2 do substrato em cisteino proeases e apontando que esta
glicina se localiza em VEEV entre W478 e 1542, o que dificultaria o posicionamento de
residuos maiores (HU et al., 2016).

O modelo da nsP2 de MAYV e a estrutura da CHIK (3TRK) foram submetidos ao
experimento de docking contra diversos peptideos com 10 aminoéacidos (P6-P4’), os quais
apresentavam os sitios de clivagem especificos das proteinas em questdo (nsP1/nsP2,
nsP2/nsP3 e nsP3/nsP4). Esta quantidade de aminoacidos na composi¢do dos peptideos
foi escolhido devido a resultados experimentais anteriores onde néo foi possivel observar
clivagem dos substratos compostos por tripeptideos (SAISAWANG et al., 2015a) e nem
em construcdes de substratos com menos que 10 aminoacidos do sitio de clivagem
(MERITS et al., 2001). Sendo assim, seria possivel observar importantes interacdes que
poderiam ocorrer em regides mais distantes do residuo que sofre o ataque nucleofilico.
No resultado desse experimento observou-se que poses dentre 0s maiores valores de
score alcancados posicionavam a glicina P2 do substrato em uma fissura bastante

estreita na superficie dessa proteina, como pode ser observado na figura 28B.
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Figura 28- (A) Alinhamento multiplo entre diversos peptideos substratos de Alphavirus.

Glicina da posicéo P2 em vermelho e posicdo P3 em amarelo, ocupada preferencialmente
por uma alanina. (B) Posicionamento da glicina P2 em uma fissura na superficie da
protease nsP2 de CHIK (3TRK). Peptideo NSP1/nsP2em verde, glicina em laranja com
raio de van der Waals representado por esferas.

Um alinhamento multiplo de proteases nsP2 dos Alphavirus foi realizado (anexo),
com objetivo de observar regides altamente conservadas. Observou-se que alguns
residuos que compde a fissura onde a glicina P2 se localiza séo conservados em todas as
sequéncias (C478, W479, S513, H548 e W549), outros altamente conservados (A475,
A511, Y512, Y544, L669/670, M702/703 e M706/707) e também por residuos variaveis
nas diferentes sequéncias (K476/N476, N547 e D668/E669) (figura 28). Estes residuos
que foram selecionados MAYV/CHIK estavam distantes até 5 A dos residuos conservados
P3 e P2 dos substratos. Observa-se assim que ndo somente a posicao os substratos se
mostram conservados, mas 0 sitio onde esses parecem se posicionar também se
apresenta altamente conservado nos Alphavirus. Sendo assim, ndo somente dois
residuos seriam responsaveis por acoplar a glicina P2, mas outros residuos altamente
conservados sd0 necessarios para constru¢cdo de um arcabouco para o posicionamento
do substrato, em especial da glicina conservada P2. Estes dados foram observados
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também durante o docking e dindmica molecular.

Figura 29- Modelo da protease nsP2 de MAYV colorido por niveis de conservacdo dos
residuos. Em vermelho os residuos conservados em todos os Alphavirus analisados, em
vermelho claro residuos altamente conservados e em brancos residuos variaveis no
alinhamento multiplo. Os stick verdes representam uma pose calculada do peptideo
contendo o sitio de clivagem nsP2/nsP3 de MAYV, representada apenas pela cadeia
principal do P5-P1’. A) Modelo da regido protease da nsP2 de MAYV em interagdo com o
peptideo. B) Residuos que compreendem a fissura responsavel por reconhecer o
substrato. C) Visdo da figura B apés rotacdo de 90° em eixo paralelo a cadeia principal do
peptideo.

A lista dos residuos que compde cada subsitio responsavel por interagir com cada
residuo do substrato para os Alphavirus CHIK, MAYV e VEEV pode ser observado na

tabela 8. Esta foi confeccionada tendo como base o levantamento previamente realizado
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por Narwal e colaboradores (2018). Foram acrescentados dados referentes aos residuos
do substrato P6, P5, P2’, P3’ e P4’ de CHIK e os dados de MAYYV, tanto obtidos a partir do
docking quanto das analises de dinamica molecular.

Uma das andlises que foram utilizadas para observar possiveis residuos
importantes para o contato entre enzima e substrato foi a de tempo de existéncia das
interacOes de hidrogénio durante a dinadmica molecular. As duracdes de interacdes estao
aproximadamente marcadas na tabela 6 e 7. Dentre estas alguns contatos se mostraram
bastante representativos durante a andlise. Para CHIK observou-se a interacdo entre o
nitrogénio da cadeia principal do residuo catalitico C478 e o oxigénio da glicina da
posicdo P1, este ocorreu por aproximadamente 70% do tempo analisado. Outras
interacdes importantes foram entre o nitrogénio da cadeia lateral do W549 e o oxigénio da
alanina P3, por 75% do tempo, e 0 oxigénio da cadeia principal da N476 e o nitrogénio da
isoleucina P2’, 60% do tempo. Em se tratando das analises da nsP2 de MAYV as
interacbes com maior tempo foram, em primeiro lugar, entre o oxigénio da cadeia principal
do N547 e o nitrogénio da cisteina P1 e o oxigénio da cadeia principal da Y512 e o
nitrogénio da glicina P2, ambos por aproximadamente 91%. Outro contato importante foi
entre 0 oxigénio da cadeia lateral do Q705 e o nitrogénio tanto da cadeia principal quanto
lateral da glutamina P5, com tempos superiores a 80%. Por ultimo, o contato ocorreu
entre o0 nitrogénio da cadeia lateral do W549 e o oxigénio da alanina P4, por 76% do
tempo analisado. A tabela com todos os tempos de ligacdo de hidrogénio entre a nsP2 de
CHIK e MAYYV e os respectivos substratos analisados pode ser encontrada nas tabelas 5
e 6.
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Tabela 6- Tempo de existéncia das ligacdes de hidrogénio da MD de CHIK com substrato
CHIKs34.

CHIKS34(LDRAGG/YIFS)

Donor Acceptor % Exist.
ASNA76 ND2 TYR7(PT) OH |
ASNA76 ND2 ILE8(P2) 5]
ASNA76 ND2 SERI10(P4) 0G
CYs478 N GLY6(P1) o
TRP479 N GLY6(P1) 5]
TYR512 N GLY5(P2) o
SERS513 N ARG3(P4) o
SER513 0G ASP2(P5) o
TYR544 OH ASP2(P5) oD1
TYR544 OH ASP2(P5) oD2
TYR544 OH ALA4(P3) o
ASN547 ND2 TYR7(P1) 5]
ASN547 ND2 PHE9(P3) 5]
ASN547 ND2 SER10(P4) 0G
ASN547 ND2 SERI10(P4) o1
ASN547 ND2 SERI10(P4) 02
TRP549 NE1 ARG3(P4) o
TRP549 NE1 ALA4(P3) o
TRP549 NE1 GLY5(P2) o
ASNG67 ND2 TYR7(PL) OH
LEU1(P6) N GLU515 OE1
LEU1(P6) N GLU515 OE2
ARG3(P4) NE GLN706 OE1
ARG3(P4) NH1 TYR512 o
ARG3(P4) NH1 GLN706 OE1
ARG3(P4) NH1 THR733 0G1
ARG3(P4) NH2 GLU515 OE2
ARG3(P4) NH2 GLN706 OE1
ARG3(P4) NH2 THR733 0G1
GLY5(P2) N GLUB69 5]
GLY6(P1) N ASN547 OD1
GLY6(P1) N ASN547 5]
TYR7(PT) N ASN547 OD1
TYR7(PT) N ASN547 5]
TYR7(PT) OH ASP509 OD1
TYR7(PT) OH ASP509 0D2
TYR7(PT) OH ASNG67 OD1
TYR7(PT) OH GLUB69 OE2 233
ILE8(P2) N ASNAT6 5] 59.38
PHE9(P3) N HIS548 ND1 42.49
SERI10(P4) N HIS548 ND1 ﬁ

Obs. Em rosa residuos com mais de 50% do tempo, amarelo entre 10% e 49%, e em azul entre
1% e 9%.

Tabela 7- Tempo de existéncia das ligacdes de hidrogénio da MD de MAYV com substrato
MAYVs23.
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MAYVs23(LQAAGC/APAY)
Donor Acceptor % Exist.
LYS476 NZ ALA7(P1) o] 5.58
TYR512 N GLY5(P2) O 64.54
SER513 0G GLN2(P5) OE1l 23.43
SER513 0G ALA3(P4) o 6.84
TYR544 OH ALA4(P3) o 22.44
ASN547 ND2 ALA4(P3) o 3.24
ASN547 ND2 CYS6(P1) O 4.03
TRP549 NE1 ALA3(P4) o 76.42
TRP549 NE1 ALA4(P3) o 8.03
ARG556 NH1 LEUL(P6) o 1.68
ARG556 NH2 LEU1(P6) O 1.33
THR657 N TYRI10(P4') o1 1.55
THRG664 OG1 TYR10(P4') 01 170
GLN705 NE2 GLN2(P5) OE1l 71.25
GLN705 NE2 GLN2(P5) o 9.76
LEUL(P6) N GLN705 o] 1.39
GLN2(P5) N GLN705 OE1l 83.48
GLN2(P5) NE2 GLUS15 OE1l 31.44
GLN2(P5) NE2 GLUS515 OE2 44.27
GLN2(P5) NE2 GLN705 OE1l 6.19
ALA3(P4) N GLUS515 OE2
GLY5(P2) N TYR512 o
CYS6(P1) N ASN547 O
ALA7(P1) N LYS476 o] 49.30
ALA7(P1) N ASN547 O 1.44
ALA9(P3") N ALA4TS o] 4.50

Obs. Em vermelho residuos acima de 90%, em rosa residuos entre 89% e 50% do tempo,

amarelo entre 10% e 49%, e em azul entre 1% e 9%.

Alguns dos residuos citados anteriormente tém sido apontados na literatura como
importantes para o contato com o substrato: o Y512 e o W549. O primeiro ja havia sido
determinado como importante na estabilizacdo da glicina P2 conservada e o segundo um
residuo volumoso e conservado nos Alphavirus, este tem se mostrado importante na
definicdo do motivo de especificidade a glicina (GSM) (RUSSO et al.,, 2010; RUSSO;
WHITE; WATOWICH, 2006). O residuo N547 também se mostrou relevante no contato
com o substrato, ja que uma mutacdo do mesmo para alanina demonstrou uma reducédo
da atividade catalitica da enzima. Este ja havia sido sugerido como um importante para o
contato com o substrato devido apresentar interacdo com o residuo da posicdo P1
(RUSSO et al., 2010). O N547 se posiciona em um importante loop flexivel entre as fitas
B1 e B2 compostas pelos residuos 544 a 549, dentre os quais também possui outros
residuos de grande importancia como o H548, o qual compde a diade catalitica, e o
W549. Além disso, ele cobre a regido do sitio ativo atuando como uma possivel “porta”
para 0 acesso do substrato, apresentando valores de B factor mais elevados que as
demais regides do GSM possuindo também variagcdes na posi¢cdo quando comparada as

estruturas de Alphavirus depositadas, demonstrando assim ser uma regido de maior
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flexibilidade. Sendo assim, este tem se mostrado crucial no auxilio do posicionamento e
na interacdo com o substrato (NARWAL et al., 2018). Os residuos que interagiram com 0s
sitios P5 e P2’ do substratos ndo haviam sido ainda reportados na literatura ja que as
analises in silico anteriores ndo abrangiam estas regides, estes contatos podem ajudar a
mostrar a importancia de residuos mais distantes do sitio de ataque nucleofilico para a

estabilizacdo do substrato.

Tabela 8- Residuos que compde os subsitios S4’ - S6 para as proteases nsP2 de
Alphavirus VEEV, CHIK e MAYV.
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Residuo do | Residuo do | Residuo do CHIKV VEEV MAYY
substrato substrato substrato . .
Subsitio nsP2pro nsP2pro nsP2pro Subdominio
CHIkY VEEV MAYY Residuos Residuos Residuos
MNsP2pro NsP2pro MNsP2pro
Asn 476 Protease
IThr 657 MTase-like
P4'-Ser - P4’ -Tyr s54° - IThr 664 MTase-like
lAsn 547 Protease
His 545 Protease
Mla 475 Protease
P3'-Phe - P3-Ala 53 His 548 - Protease
lAsn 547 Protease
P2'-lle - P1-Pro 52’ lAsn 476 - Protease
Wla 475 WAla 474 Wla 475 Protease
lAsn 476 Bsn 475 Lys 476 Protease
Lys 481 Lys 480 Protease
Cys 478 Cys 477 Cys 478 Protease
P1'-Tyr P1-Tyr P1-Ala 51" His 5485 His 546 His 548 Protease
lAsn 547 lAsn 547 Protease
lAsn 66T MTase-like
hsp 509 Protease
Glu 669 MTase-like
Asn 476 Asn 475 Lys 476 Protease
Cys 478 Cys 477 Cys 478 Protease
Trp 479 Trpd478 Trp 479 Protease
P1-Gly P1-Ala P1-Cys s1 His 548 His 546 His 548 Protease
lAsn 547 Asn 545 lAsn 547 Protease
Leu 665 Leu 669 MTase-like
ITyr 512 Cys 477 ITyr 512 Protease
Trp348 Trp 947 Trpa48 Protease
P2-Gly P2-Gly P2-Gly 52 Trp 479 Trp 478 Trp 479 Protease
\Ala 509 Protease
Glu 689* MTase-like
ITyr 544 Trp347 ITyr 544 Protease
Met 707 Met 702 Met 706 MTase-like
F3-Ala Pa-Ala F3-Ala 53 [Rsnsa7 =695 Asn 547 MTaselike
ITrp 549* ITrp 549 Protease
Asn 547 Ser 313 Ser 513 Protease
ITrp 549 Trp 547 [Trp 549 Protease
Gin 706 Met 702 MTase-like
Wsp 711 Lys 706 MTase-like
P4-Arg P4-Asp P4-Ala 54 Ser5iac Prolcase
Glu 515 Glu 515 Protease
ITyr 512" Protease
[Thr 733* MTase-like
Ser 313 Ser 513 Protease
Gin 705 MTase-like
Po-Asp - P3-Gin S5 - Glu 515 Protease
ITyr 544 Protease
lArg 556 Protease
PE-Leu - P&-Leu S6 - GIn 705 MTase-like
Glu 515 Protease

Obs?- As marcacdes com * representam residuos de CHIK que ndo estavam incluidos na publicacao base

para a tabela. (NARWAL et al., 2018)

Obs2- As cores marrons e vermelhas representam tempos calculados de tempo de existéncia de ligacdes de
hidrogénio, onde a primeira representa interagdes que ocorreram por menos que 10% do tempo simulado e

a segunda porcentagens superiores a esta.

A regido de contato entre a protease nsP2 e 0s seus respectivos substratos tém
sido estudada usando-se ferramentas
pentapeptideos e por outros ensaios in vitro para outros Alphavirus como CHIK, VEEV,
SIN e SFV como anteriormente discutido. Em nossas andlises observamos a interacao de
decapeptideos para CHIK e MAYV. Tem-se observado que a alta conservacdo dos
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residuos P3 e P2, alanina e glicina respectivamente, apontam para um sitio de interacao
estreito na protease no qual residuos mais volumosos resultariam em choques estéricos
(LULLA et al., 2006; RUSSO et al., 2010; RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006). Este sitio
de interacdo tem sido apontado para a mesma regido calculada no docking do presente
trabalho, a qual se localiza em uma fissura estreita entre os dominios protease e MTase,
este tem sido denominado motivo de especificidade a glicina (GSM) (GOLUBTSOQV;
KAARIAINEN; CALDENTEY, 2006; HU et al., 2016). Sendo assim, com base na literatura
atual a explicacéo para a conservacao dessa glicina em P2 e da alanina em P3 baseia-se
no tamanho dos residuos para o encaixe no sitio.

Outra possibilidade para a explicacdo da alta conservacdo da glicina seria a
necessidade dos angulos ¢ e y do residuo se manter em conformacgdes ndo permitidas
para outros residuos. Para analisar essa conjectura realizou-se experimentos de dinamica
molecular com a glicina dos substratos posicionados na fissura, tanto para a estrutura
cristalogréfica de CHIK (3TRK), quanto para o modelo da nsP2 de MAYV. Com esses
dados foram gerados graficos observando os valores desses angulos diedros durante as
dindmicas para os residuos P3, P2, P1, P1’ e P2’ do substrato (figura 30). Observa-se
também a figura 31, onde esta representado o grafico de Ramachandran tanto 2D quanto

3D da glicina P2 na dinamica molecular.
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Figura 30- Valores dos angulos ¢ e y dos residuos P3, P2, P1, P1’ e P2’ dos substratos
peptidicos de CHIK e MAYV durante as andlises de MD. As linhas em preto referem-se

aos valores de ¢ e as em vermelho a de y.

Através da figura 30 é possivel ver que em geral o substrato interagindo com a
protease de MAYV pareceu se mostrar mais estavel no decorrer do tempo. Observou-se
também que os residuos P3 e P2’ mantiveram-se mais estaveis durante o decorrer do
tempo tanto para CHIK quanto para MAYV. Entretanto, os residuos P2 e P1 de CHIK
apresentaram variaces nos valores dos angulos diedrais analisados, enquanto este
mesmo efeito ndo foi observado para no caso de MAYV. O residuo P1’ de ambos
apresentaram comportamentos semelhantes, onde o ¢ se posicionou entre os valores de
-60° e -180°, mas o Y apresentou maior estabilidade.

Valores dos angulos ¢ e yw da glicina correspondente as conformacdes néo
permitidas para outros residuos sdo usualmente apresentados em loops ou B-turns e no
inicio ou final de hélices e fitas-f possibilitando mudancas bruscas na diregdo da cadeia
polipeptidica (LAKSHMI et al., 2014). Além disso a flexibilidade conferida por este residuo
a um loop catalitico é essencial para a atividade proteolitica de proteases asparticas como
a pepsina, mesmo a mutacdo por aminoacidos ainda pequenos como a alanina reduz
significativamente a atividade enzimatica (OKONIEWSKA; TANAKA; YADA, 2000). No
caso do presente trabalho os angulos da glicina P2 mantiveram-se em posi¢cdes nao
permitidas para os demais residuos na maior parte do tempo da dinamica para CHIK,
todavia isso nao foi observado para MAYV, como pode ser apreciado nas figuras 30 e 31.
Estes resultados sugerem que a posicdo desses angulos em posi¢cdes nao permitidas
pode ser importante para somente alguns dos Alphavirus como CHIK. Além disso, esta
possibilidade de flexibilidade dada pela glicina P2 conservada pode ser importante para
facilitar a entrada no GSM, ou ainda permitir algumas posi¢cdes intermediarias do
substrato durante as etapas da lise, sendo estas as etapas bastante dificeis de serem
simuladas. Vale ressaltar que esta hipotese levantada ndo exclui a primeira, relacionada

ao volume do residuo, podendo ambas ocorrerem de modo complementar.
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Figura 31- Gréficos de Ramachandran 2D e 3D do modelo da glicina na posicdo P2 do

substrato peptidico da proteina nsP2 durante andlise por dindmica molecular de (A) CHIK
e (B) MAYV.

Além dos angulos ¢ e y, foram também analisados os valores dos angulos x1 dos
residuos C478, H548 e S/C482, e x2 da H548. Observou-se nessas analises uma
diferenca entre as dinAmicas moleculares com ou sem 0s peptideos/substratos, pois no
primeiro caso os valores de x1 dos residuos que compde o sitio catalitico da enzima
C478, H548 e x2 da H548 apresentaram maior estabilidade quando comparados com os
das dindmicas onde os substratos estavam ausentes. Os valores foram ~60° para x1 da
C478, ~180° para o x1 da H548 e ~60° para o X2 da H548. Por sua vez, quando 0s
peptideos ndo estavam presentes os valores dos angulos apresentaram uma tendéncia a
maior variabilidade. Estes resultados podem ser observados na figura 32.
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Figura 32- Valores dos angulos x1 dos residuos C478, H548 e S/C482, e x2 da H548
durante as andlises de MD das nsP2 de CHIK e MAYV.

Sabe-se que a interacdo de ligantes com a proteina induzem re-arranjos na
estrutura da proteina, isto pode ocorrer de um modo particular através de movimentos e
re-organizagcdo das cadeias laterais (NAJMANOVICH et al., 2000). Nos resultados do
presente trabalho, observou-se que o contato com substratos ordenou e estabilizou as
cadeias laterais dos residuos que compde o sitio ativo da nsP2. O valor do angulo x1 da
C478 em aproximadamente 60° a qual ficou estavel na maior parte do tempo na
presenca dos substratos peptidicos, posiciona o enxofre da cisteina para a direcdo da
fissura/substrato enquanto os angulos levariam-no a apontar para outras direcdes (figura
32). Esta observacéo, juntamente com outras andlises aqui realizadas como a de tempo

de existéncia das ligacdes de hidrogénio, demonstram que a presenca do substrato
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estabiliza a cadeia lateral dessa cisteina por intermédio de contatos diretos com o
substrato. Ja por sua vez, os angulos x1 e x2 da H548 na presenca dos substratos levam-
na a se posicionar de tal formar que o nitrogénio ND1 direciona-se ao C478, o que parece
fazer sentido com o0 mecanismo catalitico da enzima, pois este é o nitrogénio responsavel

por remover o préton da cisteina para a realizacao do ataque nucleofilico.

Figura 33- Posicdes do residuo C478 com difeféntes valores dos éngulos ¥X1. Em verde o

angulo é aproximadamente 60°, em ciano 180° e em magenta -60°.

Entretanto, ndo foi possivel observar a mesma estabilidade no valor dos angulos x1
dos residuos S/C482 ao se comparar as dinamicas com e sem 0 peptideo contendo o
sitio de clivagem dessas proteases. Tem-se discutido atualmente em relagdo a possivel
atuacdo deste residuo, o qual teria a capacidade de manter a atividade proteolitica da
nsP2 de CHIK na auséncia da C478, apresentando assim uma diade -catalitica
intercambiavel (SAISAWANG et al., 2015b). Esta poderia ser uma caracteristica também
da protease de MAYYV, ja que este apresenta uma cisteina na posi¢cao 482.

Todavia, diferentes analises posteriores ndo encontraram evidéncias da
capacidade da protease de manter a atividade catalitica de clivagem dos substratos na
auséncia da C478, ou seja, a mutacdo do residuo 478 para uma alanina inibiu
completamente a atividade da enzima (NARWAL et al.,, 2018; RAUSALU et al., 2016).
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Nossos resultados parecem corroborar a tese de que esse residuo nao possui atividade
proteolitica, tendo em vista que este ndo apresentou nenhuma diferenca de estabilidade
do x1 na presenca dos substratos, algo que ocorreu nos demais residuos que compde a
diade catalitica. Além disso, caso seja demonstrada essa atividade, serdo necessarios
outros modelos de interacdo entre proteina e 0 substrato pois seria preciso uma
movimentacdo da cadeia principal deste para o contato com o residuo 482, o que
provavelmente deslocaria a glicina P2 do contato com o GSM.

Durante o experimento de dindmica molecular das proteases nsP2 de MAYV e
CHIK com o substrato foi calculada também a distancia entre o carbono da carbonila do
residuo P1, que sofre o ataque nucleofilico, e o atomo de enxofre do residuo catalitico
durante todo o tempo da dindmica, como pode ser observado na figura 34. A distancia se
manteve estavel durante o decorrer de ambas dindmicas, com um valor entre 3 A e 4 A
durante a maior parte do tempo, aumentando para distancias de 5 A no final da dinamica
com a estrutura de CHIK.
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Figura 34- Distancia entre o carbono da carbonila do residuo P1 do substrato e o &tomo
de enxofre da cisteina do modelo da protease nsP2 de MAYYV e da estrutura de CHIK.
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Sendo assim, as poses selecionadas do contato entre o substrato no sitio ativo de
MAYV e CHIK ndo somente estavam com distancias proximas entre o enxofre da C478 e
o carbono da carbonila do P1 durante o experimento de docking, mas esta proximidade
parece se manter no decorrer do tempo.

Outro dado interessante que pode ser analisado a partir dos resultados obtidos no
presente trabalho sdo os diferentes parametros cinéticos entre os substratos de CHIK,
apresentando preferéncia pelo sitio nsP2/nsP3 (SAISAWANG et al., 2015). Os nossos
resultados de docking mostram que a cisteina no residuo P1 desse sitio pode auxiliar a
estabilizar o substrato através de ligacdes de hidrogénio através da cadeia lateral com
residuos proximos como N476 e N547. Isto ndo poderia acontecer nos demais substratos
por ser a posicdo P1 ocupada por residuos apolares, alanina no nsP1l/nsP2 e glicina

nsP3/nsP4. Esta diferenca pode ser observada na figura 35.

Figura 35- Interacdo entre a nsP2 de CHIK (ciano) (3TRK) e diferentes substratos
peptidicos. nsP2/nsP3 (roxo) e nsP3/nsP4 (cinza). Os tracos amarelos mostram a
distancia entre o &tomo de enxofre da cisteina 478 e o carbono da carbonila que sofre o

ataque nucleofilico.

5.2. FLAVIVIRUS
5.2.1. Zika
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Em se tratando da purificacdo da proteina NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Bra), a
protease foi eluida com 250 mM de imidazol, apos lavagens com 50 mM e 100 mM. A
amostra foi estocada na 4°C e apdés alguns dias submetida a exclusdo molecular.
Observou-se que a banda da proteina, que tem uma massa de aproximadamente 26 kDa,
migrou a ~19 kDa, o que pode indicar que a protease em questéo esta se auto-clivando. A
diferenca entre o tamanho da banda original e apos alguns dias de estoque, ~7 kDa é
muito proxima ao tamanho da regido proteina NS2b ligada a NS3 por um linker na
construcéo obtida, o que indica que a clivagem pode estar ocorrendo no local do linker.

Estes dados podem ser observados na figura 36.

Ladder
Ladd 100mMM 100mM 250mM250mM  250mM
(kpa) Pl. P ET. somM p1 2 1 2 3 B) P. A V1 V2 P1 2

Figura 36- Purificacdo da protease NS3 de ZIKV. (A) Purificagdo por cromatografia liquida
de afinidade a niquel. (B) Purificacdo por exclusdo molecular. P. marca a fragao insoluvel
localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os nimeros em mM séo referentes
a concentracdo de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O pl e p2,
representa fracdes de um mesmo pico que foi eluido. A. Refere-se a amostra purificada
por cromatografia liqguida de afinidade a niquel antes de ser aplicada na coluna de
exclusdo molecular. V.1 e V.2 representam as amostras que ndo adentraram a malha da

coluna de exclusdo molecular.

Em outro lote, apos a etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade a niquel
as amostras contendo a banda de proteina no tamanho referente a proteina NS2b/NS3 de
ZIKV foram purificadas em coluna de troca ibnica (strong anion). Ao realizar gradiente de
concentracdo de sal dois picos foram eluidos, o primeiro na concentracdo de aproximada

de 180 mM e o segundo 230 mM de NaCl, como pode ser observado na figura 37.
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Figura 37- Purificacdo por troca iénica usando a coluna MonoQ (strong anion) da proteina
NS2b/NS3 de ZIKV.

Os picos da purificacdo por troca idnica foram analisados em gel SDS page 12%
(figura 38). E possivel observar dois padrdes de bandas diferentes entre o pico 1 e 2,
onde no segundo é visto uma banda entre os marcadores de 35 kDa e 45 kDa, banda

essa com o tamanho aproximado de um dimero.

P1 P1 P2 P2
1 2 1 2

Figura 38- Gel SDS-PAGE 12% no qual pode ser observado picos referentes a purificacao
por troca idnica da protease NS2b/NS3 de ZIKV. P1 e P2 referem-se ao pico 1 (eluido a
~180 mM de NaCl) e pico 2 (eluido a aproximadamente 230 mM de NacCl) da figura 9. O
namero 1 refere-se a fragdo ascendente do pico e 2 a fragdo descendente.

Devido ao grande numero de bandas nos pocgos referentes a protease de ZIKV,
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visando analisar a possivel autélise da proteina do pico 2, que apresentava inclusive um
possivel dimero, este foi analisado por ultracentrifugacdo analitica (figura 39). O
coeficiente de sedimentacdo observado calculado de mais de 90% da amostra apresentou
um valor entre 3,32 e 3,36 S, 0 que representa uma proteina de massa entre 48,1 e 52,6
kDa, o que corrobora a ideia de que a proteina se encontrava dimerizada e estruturada,
pois o tamanho da proteina NS2b/NS3 de ZIKV era de 51,8 kDa, ou seja, dentro da
margem de erro calculada pela ultracentrifugacédo analitica. A presenca de homodimeros
dessa proteina ja tem sido citada na literatura (LEI et al., 2016). As diversas bandas no
gel indicam que ela deve estar sofrendo clivagem, todavia parece manter a estrutura em

solugéo e formando bandas em condi¢cbes desnaturantes.
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Figura 39- Analise por ultracentrifugacdo analitica da proteina NS2b/NS3 de ZIKV. (A)
Perfil de sedimentacdo da protease. (B) Coeficiente de sedimentacdo calculado em

diferentes concentracdes de proteina.

A formacédo de dimeros dessa protease ja foi anteriormente relatada na literatura,
essa oligomerizacdo é observada em diversos cristais da mesma, em que a unidade
assimétrica é formada por moléculas nesse estado (5TFN, 5TFO, 6UM3, 5LCO, 5T1V e
5GXJ). Esta conformacéo dimérica ocorre de tal forma a posicionar a regido do sitio ativo
dos mondmeros frente a frente, reduzindo a acessibilidade da regido. Todavia, esta
conformacdo ndo impossibilita a interacdo dos monémeros com moléculas inibidoras, ao
menos de moléculas menores que 1 kDa, visto que diversas estruturas nessa
conformacdo apresentam ligantes interagindo na regido do sitio ativo. Além disso, esta
conformacéo permite a formagéo de oligbmeros, onde os dimeros sdo conectados entre Si

através de pontes dissulfeto pelo residuo de cisteina 143 das diferentes moléculas, o qual
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nao se mostra presente em outras proteinas homoélogas (LEI et al., 2016).

Uma segunda possibilidade de conformacgdo dos dimeros também foi observado
em estruturas cristalograficas (56GJ4). O contato acontece entre as regides de folha 3, o
gual compreende a 12 fita da NS2b e a 12 e 22 da protease NS3, além de alguns residuos
presentes em dois loops compostos por Vall00 até Alal06 e GIi55 até Pro 67. Esta regido
de dimerizacdo apresenta uma série de contatos polares, por exemplo, entre os residuos
Argl05 e Glu62, Arg55 e Glul04, e Ser33 e Glu54 (PHOO et al.,, 2016). A figura 40

apresenta os dois modelos citados de dimero.
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Figura 40- Representacdo estrutural de duas possiveis conformacfes de dimero de
NS2b/NS3 da protease de ZIKV. A) Dimero observado por Lei e colaboradores (2016). B)
Dimero observado por Phoo e colaboradores (2016). Os sticks representam os residuos
gue compde a triade catalitica da protease, His51, Asp75 e Serl35. Na imagem A sédo
observados também sticks presentes nas extremidades, referentes ao residuo Cis143

responsavel pela oligomerizacao.

Lei e colaboradores (2016) demonstraram que estes ndo sdo somente artefatos

cristalograficos, os dimeros e oligbmeros puderam ser observados em analises de
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eletroforese nativa e SDS-PAGE. Nossos dados obtidos corroboram a formacdo de
dimeros ndo cristalograficos da protease de ZIKV. Todavia, é importante ressaltar que a
proteina NS3 analisada no presente trabalho apresenta uma construcdo onde esta
ausente o dominio helicase, a qual pode influenciar negativa ou positivamente nesse
contato. Em se tratando da dimerizacdo da fracdo protease e de sua importancia para
acdo viral, ndo h4 dados claros, todavia estudos relacionados a NS2b, a qual interage
com o dominio protease da NS3 para que esta tenha atividade, tém demonstrado que
esta proteina atua como viroporina, a qual aumenta a permeabilidade da membrana
celular facilitando assim a liberacao viral na célula infectada. A acéo dessa proteina se da
a partir de oligomerizacdo e formacao de poros, esta oligomerizacao ja tem sido relatada
na literatura (LEON-JUAREZ et al., 2016). Devido & associacdo da NS3 com esta viroporina
as interfaces de dimerizacdo ou oligomerizacdo podem auxiliar nos contatos durante
essas etapas tardias de infeccdo (PHOO et al., 2016), entretanto, Sdo necessarios mais
estudos para averiguar se estas se mostram relevantes.

Realizaram-se também testes preliminares de inibicdo da utilizando para isso a
autolise da proteina. Procurou-se observar reducédo da intensidade da banda da protease
NS2b/NS3 (~27 kDa) de ZIKV na presenca de diversos inibidores de protease
conhecidos: aprotinina, benzamidina, leupeptina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e
Black-Eyed Pea Trypsin Chymotrypsin Inhibitor (BTCI). Quando a proteina estava junto
com aprotinina o decaimento se mostrava mais lento que o ensaio com 0s demais
inibidores e que a protease sozinha. Este resultado sugere uma possivel acao desse
peptideo como inibidor da NS2b/NS3 de ZIKV. O ensaio pode ser observado na figura 41.
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Be Le PM BT MW A Z Ap Be Le PM BT

Figura 41- Ensaio de inibicdo da NS2b/NS3 de ZIKV com diversos inibidores de protease.
(A) 1 hora. (B) 2 horas. (C) 3 horas. (D) 16 horas. MW- Marcador de peso molecular. A-
NS2b/NS3 sozinha desenovelada quimica e termicamente. Z- NS2b/NS3 sozinha. Ap-
Protease com aprotinina. Be- Protease com benzamidina. Le- Protease com leupeptina.
PM- Protease com PMSF. BT- Protease com BTCI.

Foram realizados experimentos de fluorescéncia da protease de ZIKV na presenca
de aprotinina, nos quais foi observado um aumento da concentragédo de aprotinina leva a
uma reducéo da intensidade de fluorescéncia. Além disso, é observado um surgimento de

uma segunda banda a direita, esse resultado € mostrado na figura 42.
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Figura 42- Ensaio de fluorescéncia da protease NS2b/NS3 de ZIKV com aprotinina. (A)

BT

Espectro de emissdo de fluorescéncia de triptofano em diferentes concentracbes de
aprotinina. (B) Emissdo de fluorescéncia maxima da proteina em presenca de
guantidades crescentes de aprotinina em relacdo a proteina em auséncia do ligante.

Curva de inibicdo da protease.

Esses resultados sao corroborados por dados da literatura, pois sabe-se que
outras proteases homologas de flavivirus, por exemplo WNV (TOMLINSON; WATOWICH,
2008) e os quatro sorotipos da dengue (BRECHER; ZHANG,; LI, 2013; LI et al., 2005), sédo
fortemente inibidos por aprotinina, sendo que ja ha a estrutura cristalografica dessa
interacdo com a WNV (ALESHIN et al., 2007) e DENV3 (NOBLE et al., 2012). Essa
inibicdo ja foi também vista para ZIKV através de ensaios enzimaticos (CHEN et al.,
2016).

Um experimento in silico, docking proteina-proteina, visando entender o modo de
interacdo entre a NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina foi realizado. A pose escolhida realizava
contatos, majoritariamente polares, ha mesma regido de interacdo que ocorria entre o
inibidor e proteina homologa da DENV3. Esta regido de contatos engloba também o sitio
catalitico da enzima, onde ha contatos diretos inclusive com residuos do sitio ativo e com
residuos da proteina NS2b. Esta interacdo pode ser observada na figura 43. Os contatos
dos residuos séo bastante semelhantes, todavia o contato da R39 da aprotinina com
residuos da NS2b ainda ndo haviam sido observado na estrutura resolvida de dengue,
todavia uma conformacdo parecida é observada na estrutura da protease de WNV com
aprotinina, em que o R39 é encontrado posicionado proximo aos residuos D80, D82, N84
e Q86, sendo estes os residuos que compdem o loop da folha-B antiparalela que se
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posiciona préximo ao sitio catalitico da NS3. De acordo com o modelo, a inibicdo ocorre
pelo mesmo mecanismo que as demais proteinas homologas anteriormente abordadas,
em que € necessaria a presenca de um substrato auténtico (P2 e P1 residuos basicos e
P1’ preferencialmente Gly, Ser, ou Thr) para a conformacdo correta do sitio oxianion
(ALESHIN et al., 2007; NOBLE et al., 2012).

E ‘\-; /N >
N O\ &

SN \ -
Figura 43- Interface de interacdo entre a protease NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina. A
proteina NS3 esta em cinza claro, com os residuos do sitio catalitico em cinza escuro, a
NS2b em coloracéo trigo e a aprotinina em verde. As ligacdes de hidrogénio estdo

representadas pelo tracejado amarelo.

Outro resultado interessante observado no docking foi a sobreposicao da regiao de
interacdo da aprotinina com a de dimerizacao da protease. Este local de inibicdo levanta a
possibilidade de que o dimero seja desfeito com a interagdo com o inibidor (figura 44).
Essa forma de interacéo parece corroborar com o resultado dos ensaios de fluorescéncia,
pois a interacdo mondmero e aprotinina deixaria o residuo Trp50 mais acessivel ao
solvente, o que poderia explicar a redugéo da intensidade de fluorescéncia. Essa maior
acessibilidade foi observada no triptofano na estrutura de homodimero em comparacao ao

modelo de mondémero em interacdo com aprotinina por meio do calculo de superficie
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molecular acessivel no servidor WHAT IF (VRIEND, 1990).

Figura 44- (A) Homodimero da NS2b/NS3 de ZIKV (5LCO) e (B) modelo da interacao
entre 0 mondmero desta protease com inibidor obtido através de docking proteina-

proteina. NS3 (cinza), NS2b (trigo), aprotinina (azul) e TRP50 (vermelho).

Diversas condi¢Oes de cristalizacdo foram testadas durante os experimentos de
screening. Uma condigcao de cristalizacdo que apresentou cristais foi dioxano 10%, sulfato
de ambnio 1,6 M, 0,1 M MES pH 6,5. Essa condicédo foi refinada e foram obtidos cristais
nas concentracdes dos reagentes dioxano 10%, sulfato de amoénio 1,2 M, 0,1 M MES pH

6,1. A foto dos cristais pode ser vista na figura 45.

Figura 45- Cristal da protease NS2b/NS3 de ZIKV (dioxano 10%, sulfato de aménio 1,2 M,
0,1 M MES pH 6,1).
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Esta condicdo de cristalizacdo ainda néo foi reportada na literatura. Todavia, nédo
foi possivel obter padrbées de difragdo para coleta dos dados, definicdo do grupo espacial
e resolucdo da estrutura da proteina. Esta auséncia de padrdo de difracdo do cristal
coletado se da por uma desorganizacao interna do cristal, esta poderia ocorrer devido a
proteina utilizada apresentar diversas bandas no gel, o que poderia indicar diversas
populacdes proteicas dentro da mesma amostra, apesar de que 0s ensaios de
ultracentrifugacdo apresentam um pico Unico. Além disso, a propria possibilidade de
regioes clivadas na proteina poderia dificultar a formacéo coesa e organizada o suficiente
para gerar padrdes de difracao coletaveis.

Uma segunda construgcdo da protease NS2b/NS3 de ZIKV foi obtida com o
Professor Dr. Rolf Hilgenfeld, denominada ZIKV-NS3-Lub no presente trabalho. A
expressao e purificagdo da mesma ocorreram de acordo com os dados publicados (LEI et
al., 2016). Devido as mutacBes adicionadas nessa construcdo visando prevenir a
autoclivagem, ndo é observada uma grande quantidade de bandas nas andlises por gel
SDS-PAGE como a construcdo ZIKV-NS3-Bra, o que pode ser ilustrado na figura 46.
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Figura 46- Expressao e purificacdo da proteina NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Lub). A) Perfil

cromatografico da purificacdo por gradiente de imidazol usando coluna de niquel. A linha
vermelha refere-se a concentracdo de imidazol em porcentagem (0 a 500 mM). B) Andlise
por gel SDS-PAGE 15% da expressao e purificacdo utilizando-se coluna de niquel. Pel e
Sup referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e
centrifugacéo, FT as proteinas que nao interagiram com a coluna de niquel, e 1,2 e 3 a
cada um dos picos coletados. C) Perfil cromatogréafico da purificagdo por coluna de troca
anibnica. A linha vermelha refere-se a concentragcdo de NaCl em porcentagem (0 a 1 M).
D) Andlise por gel SDS-PAGE 15% da purificagdo por coluna de troca anibnica, onde 0s

nameros 1, 2 e 3 mostram 0s picos coletados.

A proteina novamente pareceu apresentar duas bandas com tamanhos préoximos a
mondmero e a dimero. Na figura 46C é possivel observar dois picos principais, 0s quais
guando analisados em SDS-PAGE (figura 46D) parecem apresentar dois padrbes

diferentes, o 2 apresenta a banda forte referente ao monémero enquanto o 3 a banda
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referente a dimero se mostra mais intensa. Esse padrao de monémero e dimero ja havia
sido observada com essa construgéo (LEI et al., 2016). Com a proteina apresentando um
bom nivel de pureza foram entdo realizadas as etapas dos ensaios enzimaticos e de
inibicao.

Primeiramente foi estudada a influéncia da concentracdo da enzima na atividade
enzimética e calculada sua atividade especifica. Observou-se que até valores proximos a
1,3 x 10 mg da enzima é observada uma linearidade entre a atividade enzimatica e a
concentracdo da enzima, figura 47. Com concentracdes de enzima superiores ocorre uma
perda do comportamento linear provavelmente por perda da condicao inicial ndo limitante
do substrato ou por agregacdo proteica. A quantidade de 0,5 x 10* mg da NS2B/NS3
presente na regido linear da curva foi selecionada para a realizagdo dos ensaios
enzimaticos na determinacdo dos parametros cinéticos. Ao mesmo tempo o valor de
atividade especifica da enzima foi obtido da inclinacdo da linha de ajuste sendo igual a
2,15 x 107 kat/mg de enzima.

R’=0.99
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s 1,54 /’§
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0.0 1 ,/' Atividade Especifica=(2.15 1-0.03)x10'7kat/mg (mol de AMC/s/mg)
’ * I . I . I ¥ I
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Figura 47- Grafico da influéncia da concentragdo de enzima na atividade enzimatica e

determinacdo da atividade especifica da protease NS2B/NS3 de ZIKV com o substrato
Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC.

Em seguida foi calculado a cinética de Michaelis-Menten, o grafico construido pode
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ser observado na figura 48. O valor da constante Km calculado a partir do grafico foi de
11,02 puM, o qual é superior ao anteriormente publicado que foi de 5,9 uM bastante
proximo ao valor referente ao monémero 18,3 uM (LEI et al., 2016). A diferenca entre os
valores obtidos poderia ser explicada por variagées nos componentes do tampéao utilizado
para realizacdo do ensaio, como a concentracao de glicerol de 5%, usado no presente
trabalho, para 20%, ou pela presenca de 1 mM de CHAPS. Os valores de Kca: € EC foram
respectivamente de 2,245 s e 95735 (s M1).
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Figura 48- Gréfico do ensaio de Michaelis-Menten da protease de NS2B/NS3 de ZIKV na
presenca substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC.

Outro perfil cinético que poderia ser obtido a partir grafico do ensaio de Michaelis-
Menten seria um perfil cinético sigmoidal, o que difere do perfil hiperbdlico classico. Este
padréo esta relacionado com cooperatividade e alosteria onde a interagcdo de um ligante,
sendo este um substrato, um inibidor ou um ativador, em um sitio da enzima pode afetar a
afinidade com que outros sitios interagem com seu respectivo substrato (CARDENAS,

2015). Este resultado poderia ser explicado através da formacdo de dimeros desta
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protease, onde as subunidades cooperam durante a acdo enzimatica na qual a interacéo
do substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC em uma das subunidades modifica a
afinidade de ligacdo na outra. Outra possibilidade é a existéncia de um sitio alostérico ndo
catalitico de interacdo do proprio substrato nas subunidades que modula a atividade
enzimatica. Porém, um sitio dessa natureza ainda ndo foi descrito para esta enzima ou
enzimas homologas apesar desse substrato tem sido amplamente utilizado para
caracterizacdo destas proteinas.

Foram realizados ensaios de inibicdo para célculo de IC50 com moléculas que
apresentaram inibicdo para proteases homologas como a NS3 de DENV (SILVA, 2012).
Dentre as quatro moléculas selecionadas (F0174-0048, F0745-1098, F0816-0342 e
F3165-0782) a FO0745-1098 nédo pode ser testada devido a problemas relacionados a
solubilizacdo do composto. Além destes foi testado também a leupeptina, um conhecido

inibidor de variadas proteases. O resultado deste ensaio pode ser visto na figura 49.
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Figura 49- Ensaios de inibicdo enziméatica da protease NS2B/NS3 de ZIKV para calculo de
IC50 na presenca das moléculas A) F0174-0048, B) F0816-0342, C) F3165-0782 e D)

leupeptina.

As moléculas testadas apresentaram atividade inibitéria superior para a protease
de ZIKV do que quando testadas para DENV. A F0174-0048, a qual havia apresentado
um valor de 78,73 uM, obteve um valor de 4,75 puM, por sua vez a F0816-0342 e F3165-
0782 obtiveram os valores de 6,84 uM e 41,12 uM enquanto tinham apresentado os 93,17
UM e 94,95 uM, respectivamente (SILVA, 2012). Outros drogas testadas para protease
de ZIKV como Asunaprevir e Simeprevir, selecionadas a partir de modelos de busca
baseados em farmacoforos, também apresentaram valores similares aos obtidos para os
compostos F0174-0048 e F0816-0342 comIC50 de 6,0 uM e 2,6 uM, respectivamente
(PATHAK et al., 2020). Outro trabalho, no qual se analisou o reposicionamento de dois
inibidores da proteina NS3/NS4A do Virus da Hepatite C como inibidores da NS2B/NS3
de ZIKV apresentaram valores similares de IC50 de 5,2 yM e 4,1 uM (LEE et al., 2017).

Sendo assim, as moléculas aqui estudadas mostram atividade inibitéria para a protease
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de ZIKV, com valores inibitdrios na ordem do micromolar e similares a outros inibidores
efetivos descritos na literatura.

Além disso, outros compostos com bons resultados de inibicdo da NS2B/NS3 de
ZIKV como o 5-amino-1-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl benzoate (composto
1), que apresentou valor de IC50 de 1,5 pM, que foi utilizado para a producédo de
derivados gerando outras moléculas, como o composto 5, com valor aprimorado de IC50
de 0,1 uM (LI et al., 2018). Uma abordagem similar foi realizada para outros inibidores da
protease de ZIKV atingindo também poténcias inibitérias em nivel de nanomolar, 0,2 uM
(YAO et al.,, 2019). As moléculas estudadas no presente trabalho, devido as suas
capacidades inibitérias contra a protease em questdo mostram-se como excelentes alvos
para aperfeicoamento do contato com a proteina em questdo, para o aumento da
afinidade de ligacao e consequentemente melhores resultados em ensaios de inibicao.

Os ligantes em questdo tiveram sua interacdo analisada a partir de analises in
silico, que sugeriu a interacdo do F0174-0048 e F3165-0782 no mesmo sitio de interacao
ao co-fator da DENV, realizando interac6es de hidrogénio com os residuos Met59 e a
lle22, além de interacdes hidrofébicas com varios residuos que compde a regido como
lle25, Ala56, Val52, entre outros. Este contato poderia impedir interacdo com a NS2B, a
qgual é necessaria para que a protease realize sua atividade. Por sua vez o F0816-0342
parece interagir diretamente no sitio ativo da proteina através de ligagoes de hidrogénio
com os residuos Glyl33 e Serl35, o que impediria 0 contato com o substrato desta
enzima (SILVA, 2012). Devido ao tamanho dos ligantes, outra abordagem seria analisar
se seus fragmentos seriam capazes de manter a atividade inibitéria. Todavia, sao
necessarios experimentos in vitro visando corroborar os modelos de interacdo sugeridos

anteriormente.
5.2.1. Dengue
A protease NS2b/NS3 de DENV foi expressa de acordo com o protocolo

anteriormente descrito (SILVA, 2012). Na figura 50 observa-se a expressao soluvel em

diversas cepas de E. coli.

122



DENV-DE3
Exp Pel

A DENV-Lemo21 B Ladder
Ladder (kDa)
(kDa)  p;  Exp pel Sob

Pl Sob

116.0
66.2

116.0

I
66.2

450

450
35.0 35.0

25.0 25.0

184
144

184
144

Figura 50- Géis de expressdao SDS-PAGE 15% da protease NS2b-NS3 de DENV.
Expressdo apos transformacdo nas cepas Lemo2l (A) e DE3 (B). Pl é referente as
amostras antes da indugcdo com IPTG, Exp a fracdo insollvel e soltvel juntas, enquanto

Pel mostra a insollvel e Sob a sollvel separadamente.

A protease apresentou um tamanho na analise por gel SDS-PAGE 15% superior a
35 kDa, todavia o tamanho real é de 29,256 kDa. Entretanto, essa variacdo no tamanho
da proteina ja foi observada anteriormente com este tipo de construgéo (SILVA, 2012) e
em outros trabalhos na literatura (LI et al., 2005).

Apos a constatacdo da presenca da proteina heterologa na fragéo soluvel realizou-
se purificacdo desta por meio de cromatografia liquida de afinidade a metal (Ni). Realizou-
se uma etapa de gradiente até 100 mM de IPTG seguida por duas etapas de lavagem
com 250 mM e 500 mM. A diferenca observada entre os dois picos foi em relacdo a ao
maior tamanho da banda de 66 kDa, que pode estar relacionada a uma estrutura dimérica

da protease em questéao.

123



A B‘Lad Sol Pel Pla Pl1b Plc P2a P2b P2c P3
00 0 116.0
2500 80 66.2

5 22 ° 45.0

E 60 :\E :

3 1900 0 3 35.0

g 1000 w0 E

i " 25.0
oL\ g 18.4
FELLPLE ST PEPTEF BN EOP | 144

-500 0

Volume (mL)

e ——— e

Figura 51- (A) Cromatograma da purificacdo por cromatografia liquida de afinidade a

metal (Ni) da protease NS2b e NS3 de DENV. (A) A amostra é referente a expressédo na
cepa BL21 DE3. A absorbancia (mAU) é observada pela linha azul e a porcentagem de
imidazol é observada pela linha amarela, 100% refere-se a concentracdo de 500 mM no
tampéao. (B) Gel SDS-PAGE 15% da purificacdo por coluna de Niquel, Sol é referente a
fracdo solavel, Pel a fracdo insoluvel, P1 e P2 séo referentes ao primeiro e segundo picos

enquanto a, b, e c a diferentes fragdes dos picos.

A amostra do pico 2 foi entdo analisada por exclusdo molecular, o resultado pode
ser observado na figura 52. O cromatograma mostra um pico Unico onde seu apice de
aproximadamente 330 mAU se encontra no volume eluido aproximado de 80 mL. Para
obter uma estimativa do tamanho da proteina em questéo, este valor foi comparado com
a curva de calibracédo da coluna, que indicou um tamanho de préximo a 60 kDa, o qual é

préximo de um dimero desta protease.
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Figura 52- Purificacdo por exclusdo molecular da protease NS2b/NS3 de DENV. A coluna

utilizada para o experimento foi a S200.

Esta amostra foi também analisada por meio de ultracentrifugacdo analitica
usando-se o método de velocidade de sedimentacdo. Foram observados dois picos nas
amostras analisadas, o primeiro possui um coeficiente de sedimentacdo de 2,691 S, com
uma massa de 33,982 kDa, correspondendo a 33,41% da amostra analisada. O segundo
com um coeficiente de sedimentacdo de 3,667 S, para o qual foi estimada uma massa
molecular de 54, 064 kDa, representando 63,19% da amostra, portanto um tamanho

préximo a um dimero. Estes resultados podem ser observados na figura 53.
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Figura 53- Analise da proteina NS2b/NS3 de DENV em ultracentrifuga analitica por

velocidade de sedimentacgéo.

A protease NS2b/NS3 de DENV tem sido relatada na literatura como mondémero,
por analise de cromatografia por exclusdo molecular e por espalhamento dinamico de luz
(DLS) para o sorotipo 2 (YILDIZ et al., 2013), e por exclusdo molecular e MALDI-TOF para
o sorotipo 1 (CHANDRAMOULLI et al., 2010). Nos artigos anteriormente citados nao foram
observados na composicdo dos tampdes a presenca de agentes redutores de pontes
dissulfeto. Nossos resultados parecem sugerir que esta protease pode se organizar em
dimeros, além disso, existem estruturas cristalograficas que apresentam dimeros em suas
unidades assimétricas como as dos codigos de PDB 3U1l (NOBLE et al., 2012) e 6MO1
(YAO et al., 2019), sendo estas diferentes dos modelos anteriormente apresentados para
os homodlogos de ZIKV. Todavia, como anteriormente ressaltado para ZIKV, a construcao
expressa no presente trabalho ndo contém o dominio helicase, o qual poderia influenciar
nesse processo. Sendo assim, sd0 necessarios mais estudos visando analisar mais
profundamente a organizacéo dessa protease em dimeros.

Apols essa etapa foram entdo realizados screening de condi¢des de cristalizacéo,
com alguns kits de cristalizagdo visando a obtenc&o de cristais da protease NS2b/NS3.
Diversas condicfes apresentaram cristais pequenos como pode ser observado nas
figuras 54, 55 e 56. Todavia, algumas apresentaram cristais um pouco maiores como 0,5
% w/v Jeffamine ED-2001; pH 7,0; 100 mM HEPES; pH 7,0; 1,1 M malonato dissddico; pH
7,0, figura 55B, e 100 mM acetato de sodio; pH 4,5; 1 M fosfato de diamonio, figura 56F,
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condicbes que nao foram encontradas na literatura. Todavia, os cristais obtidos foram

submetidos a difracdo por raios-x mas nao se observou padréo de difracéo.

r o P o . ." " > y. ] o
Figura 54- Fotos das gotas com cristais da placa de screening PACT++ feita com a
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proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampé&o tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-
25% wlv polietilenoglicol 1500; 100 mM SPG Buffer; pH 8,0 (A5) B- 25% wl/v
polietilenoglicol 1500; 100 mM TBG Buffer; pH 8,0 (A1l). C- 20% wl/v polietilenoglicol
6000; 100 mM MES; pH 6,0; 10 mM Cloreto de zinco. D- 20% wi/v polietilenoglicol 6,000,
100 mM TRIS; pH 8,0, 200 mM Cloreto de Amonio. E- 20% wi/v polietilenoglicol 6,000,
100 mM TRIS; pH 8,0, 200 mM Cloreto de litio. F- 20% wi/v polietilenoglicol 3,350, 100 mM
BIS-TRIS propano; pH 7,5, 200 mM Fluoreto de sodio.
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Figura 55- Fotos das gotas com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a
proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampé&o tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-

800 mM Succinato dissédico; pH 7,0. B- 0,5 % w/v Jeffamine ED-2001; pH 7,0; 100 mM

HEPES; pH 7,0; 1,1 M malonato dissodico; pH 7,0. C- 1% w/v éter monoetilico de
polietilenoglicol 2000; 100 mM HEPES; pH 7,0; 1 M Succinato dissédico; pH 7,0.
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Figura 56- Fotos das gotas com cristais da placa de screening JCSG++ feitas com a
proteina de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampé&o tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-
20 % wi/v polietilenoglicol 3,350, 200 mM citrato tripotassico; pH 8,3. B- 100 mM MES; pH
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6,5; 1 M citrato trissodico. C- 2M Sulfato de amonio; 100 mM MES; pH 6,5. D- 1,26 M
Sulfato de amoénio; 100 mM TRIS; pH 8,5; 200 mM Sulfato de litio. E- 100 mM acetate de
sodio; pH 4,5; 1 M fosfato de diaménico. F- 100 mM MES; pH 6,5; 1,6 M sulfato de

magnesio.

Uma possibilidade para explicar a auséncia de cristais com bons padrdes de
difracdo é a presenca de tags. Apesar de muitas vezes pequenas tags nao influenciarem
no empacotamento cristalino ou gerarem efeitos adversos quando se trata da estrutura ou
atividade proteica, o fato da obtencdo dos cristais que ndo apresentam difracao
mostrando uma desorganizacdo da rede cristalina poderia estar relacionado a nao
remocdo da mesma (BOOTH et al., 2018; CARSON et al., 2007; DELLER; KONG; RUPP,
2016), além da presenca do sitio de clivagem de enterokinase apds a sequéncia da cauda

de histidina.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho buscou levantar dados estruturais e de interagcdo com
inibidores e substratos das proteases dos arbovirus DENV, ZIKV, CHIK e MAY, os quais
tem grande incidéncia no Brasil. Estes novos dados gerados visam auxiliar no processo
de entendimento da estrutura e acdo das proteases que compde estes virus, o que pode
beneficiar etapas futuras como a de desenvolvimento de novos inibidores.

Foram otimizadas as etapas de expressdo, purificacdo e remocdo da cauda de
histidina para a protease nsP2 de CHIK. Além disso, foi expressa uma construcao
contendo o sitio de clivagem desta proteina, por meio da qual foi possivel realizar ensaio
de atividade da mesma.

A protease de MAYV, por sua vez, ndo apresentou bons resultados em relacédo a
purificacdo, e apesar de mostrar uma grande quantidade na expressao nao foi obtida na
frac@o soluvel de forma clara nas diversas tentativas de otimizagdo deste trabalho. Novas
construgdes foram montadas para tentativa de expressdo em pET-15b, pET-28a, pET-
sumo e pGEX, todavia os testes iniciais de expressédo ndo apresentaram resultados claros
de producdo desta proteina sendo necessario a busca da otimizacdo dessas novas
condicdes. Além disso, a analise por CD da amostra obtida através dos experimentos de
renaturacdo ndo indicaram que ela havia sido renaturada com o dobramento correto. Sdo
necessarios outros experimentos visando tentar obter a proteina estruturada na fracéo
solavel.

Quanto as analises in silico dessas proteases, foi feito um modelo por homologia
para a protease nsP2 de MAYV, o qual ndo apresenta estrutura resolvida e depositada no
banco de dados PDB. Analisamos também a interacédo da protease de MAYV e CHIK com
substratos decapeptidicos (P6-P4’), pela qual foi proposto tanto os residuos importantes
do substrato quanto os que compde 0s subsitios da protease responsaveis por acomoda-
los. Estes foram pela primeira vez descritos para MAYV e foram ampliados para CHIK.
Além disso, observou-se que os angulos diedrais ¢ e y da glicina P2 do substrato de
CHIK se mantiveram na maior parte do tempo da MD em conformacdes ndo permitidas
para outros residuos, indicando que este pode ser um dos motivos para a conservagao
deste residuo em todos os substratos de todos os Alphavirus aqui estudados. Outro dado
aqui analisado foi o da estabilizagdo dos angulos x1 dos residuos cataliticos C478 e H548,
e X2 da H548, tanto para MAYV quanto para CHIK, quando estes se encontravam na

presenca do substrato, mas o mesmo fato ndo foi observado para C/S482, que tem sido
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estudada como capaz de manter a capacidade catalitica da proteina na auséncia de
C478.

Em se tratando dos Flavivirus, a protease NS2b/NS3 de ZIKV foi estudada em
duas construcfes, a primeira ausente de mutacdes teve sua expressdo e purificacdo
otimizadas, apesar de apresentar autolise. A proteina demonstrou se organizar em
dimero, o que foi confirmado por analise de ultracentrifugacdo analitica. Testes prévios
com inibidores de protease conhecidos demonstraram a capacidade de inibicdo por
aprotinina e analises de fluorescéncia titulando esse inibidor mostraram reducdo na
intensidade do sinal, o que foi hipotetizado estar ocorrendo por causa da interacao
desfazer o dimero e expor o W150 ao solvente.

A construcdo mutada, que ndo apresentou autolise, foi utilizada para ensaios de
atividade e inibicdo proteica. Calcularam-se assim os parametros cinéticos da enzima
através do grafico de Michaelis-Menten. Observou-se que a proteina foi inibida por alguns
inibidores anteriormente testados para a protease de DENV1, sendo estes F01740048,
F08160342 e F31650782.

No caso da NS2b/NS3 de DENV1 a protease foi expressa e purificada, que
demonstrou se organizar também dimeros através da andlise via purificacdo por exclusdo
molecular. Nas andlises por ultracentrifugacdo analitica apresentou duas populacgdes,

sendo a maior delas a de dimero.
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ANEXOS

PLysS PLysE BL21
PC E Sup Pel FT 3% 100%

PC E Sup Pel FT 3% 100% PC E Sup Pel FT 3% 100%

ARR

\

Figura 1- Gel SDS-PAGE 15% da protease nsP2 de MAYV da expressdo a 25°C, 1 mM
IPTG nas cepas PLysS, PlysE e BL21. PC se refere ao pré-inéculo, E ao final da
expressdo, Sup ao sobrenadante, Pel a fracdo insolavel, FT a amostra que ndo interagiu
com a coluna de niquel, 3% as amostras eluidas com 15 mM de imidazol e 100% com as

amostras eluidas com 500 mM de imidazol.
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Figura 2- Gel SDS-PAGE 15% da protease nsP2 de MAYV da expressdo a 25°C, 1 mM
IPTG nas cepas Solu, Gold, Turner e C43. PC se refere ao pré-indculo, E ao final da
expressdo, Sup ao sobrenadante, Pel a fracdo insolavel, FT a amostra que ndo interagiu
com a coluna de niquel, 3% as amostras eluidas com 15 mM de imidazol e 100% com as
amostras eluidas com 500 mM de imidazol.
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_aln.pos 10 20 30 40 50 60

2hwkA DVFQNKANVCHAKALVPVLKTAGIDMTTEQWNT -VDYFETDKAHSAEIVLNQLCVRFFGLDLDSGLFS
3trkA NAFQNKANVCHWAKSLVPILETAGIKLNDRQWSQIIQAFKEDKAYSPEVALNEICTRMYGYDLDSGLFS
MAYV DVFQNKAKVCHAKCLVPVLETAGIKLSATDWSAIILAFKEDRAYSPEVALNEICTKIYGYDLDSGLFS
consrvd khkhkkd Fhkhkhkk krkk ok kirhkd * * ok k Kk Kk kk % * kkkkhkkkE
_aln.p 70 80 90 106 110 120 130
2hwkA APTVPLSIRNNHWDNSPSPNMYGLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLRNYDPRINLVPV
3trka KPLVSVYYADNHWDNRPGGKMFGFNPEAASTLERKYPFTKGKWNINKQICVYTTRRIEDFNPTTNIIPY
MAYV APRVSLHYTTNHWDNSPGGRMYGFSVEAANRLEQQHPFYRGRWASGQVLVAE-RKTQPIDVTCNLIPF
Consrud * % *kkktk % * % * * * * *
_aln.pos 146 150 160 170 180 1960 200
2hwkA NRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLKGRTVLVVGEK - LSVPGKMVDWLSD - -RPEATFRARLDLGI
3trkA NRRLPHSLVAEHRPVKGERMEWLYNKINGHHVLLYSGYNLALPTKRVTWVAPLGVRGADYTYNLELGL
MAYV NRRLPHTLVTEYHPIKGERVEWLYNKIPGYHVLLYSEYNLILPRREKVTWIAPPTVTGADLTYDLDLGL
COnsryvd **#***% %% * ok K k% % * ok * * * * kk
_aln.pos 210 220 230 240 250 260 270
2hwkA PGDVPEYDIIFVNVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKACLHLNPGGTCYSIGYGYADRASESIIGA
3trkA PATLGRYDLVVINIHTPFRIHHYQQCVDHAMKLQMLGGDSLRLLKPGGSLLIRAYGYADRTSERVICY
MAYV PPNAGRYDLVFVYNMHTPYRLHHYQQCVDHAMKLQMLGGDALYLLKPGGSLLLSTYAYADRTSEAVVTA
consrvd * * % *  kk khkkhk khkk kE ok * kkk * hkkk k*
_aln.pos 280 290 300 310 320
2hwkA TARQFKFSRVCKPKSSLEETEVLFVFIGYDRKARTHNPYKLSSTLTNIYTGS
3trka LGRKFRSSRALKPPCVTSHTEMFFLFSNFDNGRRNFTTHYMNNQLMNAAF - - -
MAYY LARRFSSFRAVTVRCYTSHTEVFLLFTNFDNGRRTVYTLHQTNGKLSSIYAGT
consrvd * * * * % * * * *

Figura 3 - Alinhamento multiplo entre as proteases nsP2 de MAYV, VEEV (2HWK) e CHIK

(3TRK) para construcdo de modelo através de modelagem por homologia.
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Em cima é possivel ver a estrutura



secundaria baseada no modelo por homologia calculado para a protease MAYV. As
marcagbes em vermelho mostram o0s residuos conservados em todas as proteinas
analisadas e amarelo as altamente conservadas. Os virus usados no alinhamento virus
da encefalite equina do leste (EEEV), virus encefalite equina do oeste (WEEV), virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV), Sindbis virus (SIN), Aura virus (AURA), o'nyong-
nyong virus (ONN), chikungunya virus (CHIK), virus da floresta Semliki (SFV), Rio Negro
virus (RRV), Mayaro virus (MAYV) e virus da floresta Barmah (BFV).

7 = g
—~ 4000 22
<. A
3 2
P B~
o P
S 3000 - 7
g 5’
2 o 7
o s
= o -
'S 2000 L
T ’
Q 7
b 7
S o, &
(72} o~ a5
£ 1000 o - Intersecgao: 0
E ag, - Slope: 10,91
i ﬁ/ R* 0,99
0 T T T T T T T . |
0 100 200 300 400

[7-amino-4-metilcoumarina] uM

Figura 5- Curva de calibracdo da emissao de fluorescéncia durante a formag&o do substrato AMC
(7-amino-4-metilcoumarina) (OLIVEIRA, 2018).
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TheTrplll to Cys mutantof sticholysin |, an actinoporin from 5tichod ectyla helanthus sea anemone,
forms a homodimervia a disulfide bridge. The purified dimeris 193 times less hemolytic than

the monomer. Ultracentrifugation, dynamic light scattering and size-exclusion chromatography
demonstrate that monomers and dimers are the only inde pendent oligomeric states encountered.
Indeed, circulardichroism and fluores cence s pectroscopies s howed that Trp/Tyr residuves participate
inhomodimerzation and that the dimeris less themnostable than the monomer. A homodimer three-
dimensional model was constructed and indicates that Trp147/Tyrl 37 are at the homodimerinterface.
Spectroscopy results validated the 3D-model and assigned 85° to the disulfide bridge dihedral angle
responsible for dimerization. The homodimer model suggests that alterations in the membrane/
carbohydrate-binding sites in one of the monomers, as result of dimerization, could explain the
decrease in the homodimer ability to form pores.

Stichadictyln hellanthus b anabundant apemone in the Canbbean Seaand in 1979 citolytic sctivity due to trms-
meenthrane pore formation erigimted from toxins partially purified from the same organism was first demon-
strated'= In 1988, the purification of four hemalytic polype ptides of 17-20kDa were At reported”, and in 20401
were purified two monamerk smmall toxin (20kDa) with pore-forming sctivity, named stichalysin [ {5t0) and
sticholyain I (ST StTand St have been functiomally and strocturally charcterized * and both tosdns belong
o the sctinoparin profein Family due to thelr pudfication from the arder Actimieriaand itsability to form poresin
myenthranes”. Actinoporin show high afinity for sphingomyelin (SM)-containing membranes™ " and are cassi-
fied as ce-type pore-forming proteins (PEP) based on their mode of membrane integration throwgh c-helical ele-
ments'. The actinoporin structure presents a typical (b-sandwich fold fanked on each side by one short o-helix,
where the N-terminal belix o1 b amphipathic and participates in the formation of the pore walls' >, These tox-
inslack of post-tramlatioma] modifications and have been successfully expressed in E aoliby different authors'™.
[ sddition, five phosphorylcheline (POC)-binding sites fonmed by conserved residues within the actinoporin
family were identified, suggesting a multivalence binding mode during inte raction with membrane lipids"™ "
Recently, it has been demonstrated that Fragaceatoxin C{FraC), an actinoparin from Actinig fragaca, employs
one of these lipid-binding sites for recognizing carbolydrates™. Many other physicochem ical and structural
aspects of the actinoporins such as, saluble structures, phospholipids-binding sites, multistep pore-formation
meechanism, experimental approaches and theoretical tools for structure-function relatiomship stedies, and the
pore models toroidal, 9-mer conleal c-helical-bundle and S-mer conical hybrid co-helical -bundle/lipid have been
described and reviewed recenthy'* "=

'Laboratory of Molecular Biophysics, Institute of Biologic al Scences, University of Brasilia {IB-CEL/UnB), Campus.
Darcy Ribeiro, Asa Morte, Brasilia, DF-70910-9040, Brazil. *Biochemistry Department and Center for Protein Studies,
Faculty of Biology, Havana, University { Bg-CEPJUH), Universidad de |la Habana, Calle 25 Mo, 455, Plaza de la
Rewvolucidn, La Habana, CP-10 400, Cuba. Correspondence and requests for materials should be addressed to AN
{email: aiselvalle @gmail .com)
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Dengue virus (DENY) is an arbovirus that belongs to family flaviviridse. Its genome is composed of a single
stranded RMA molecule that encodes asingle polyprotein. The polyprotein isprocessed by viral and cellular
proteases to generate ten viral proteins. There are four antigenically distinct serotypes of DENY (DENV1,
DEMVZ DENV3I and DENVA), which are genetically related. Although protein varability is a major problem
in dengue treatment, the functional and structural studies of individual proteins are equally important
in treatment development. The data accumulated on dengue proteins are significant to provide detailed
understanding of viral infection, replication, host-immune evasion and pathogenesis. In this review, we
summarized the detailed current knowledge about D ENV proteins.

First draft submitted: 21 August 2019; Accepted for publication: 31 October 2019; Published online:
17 December 2019

Keywords: dengue virus » flavivrdae » palypraten « RNA « serotypes

Dengue virus (DENY)Y is a mosquito-borne viral pathogen thar is cransmimed by infecred Aeder mosquioes,
primarily Asdes aegypei, 2 day time biting highly urbanized meosquite thar breeds in swored water (1), responaible
for causing dengue fever. Dengue is one the most impaortant human arboviruses disease in ems of morbidicy and
mortaling 1,21, Correnty 2.5 billion people are estimarted 1o be ar nisk of dengue infection. Undil 2015, around
3.2 million cases were weported annually (23], Recently it is estimared thar over 390 million people are infecred
annually with one of the four serotypes of DEMY 4. DENY primary infection i mainly associared with an
asyrnpromatic or moderate disease, accompanying with high fever, headache, mvalgia and amhmlgia, while severe
disease conditions arise with secondary infection. Iv includes dengue hemaorrhagic fever (DHF) and dengue shock
syndrome ([D55) that can be faral withour suppomive medical reamment 51, Till the dare, no effective antiviral
agents or vaccing w DENY are available to conrral the infection. In omder to develop new antiviral swraregies
against this life threarening disease, derailed informadon abour the funcions of DENY proweins is essential. Thus,
in this aicle we have reviewed funcrions and sorucrural fearures of DERY proteins.

There are four serorypes of DENY which are antigenically variant and each one elicit serotype specific immu-
nity & DENY also upregubites the expression of MHC chiss [ molecules 71, which inhibic the action of innare
immuniry, specifically ME cells. DEMNY evolves and escapes immune sysrem responses due o murations in irs
RBMNA genome during the replicadon 2,5, Ir is 2 member of the family Havivindee, gemy Aavivirus, presenting an
enveloped icosahedral symmerry capsid with a diamerer of 500 AL The viel genome is a non-segmented positive-
standed RMA of approximarely 11 kb in lengrh pooiz). Upon cell infection, the vieal BMA is released in the
ovtoplasm, the 3'UTH of the positve strand BMA & direcred o the ribosome and palyprotein is manslared from
single open reading frame (ORF) 131 This palypepride prowin anginares ren viral proeins. The palypepride is
co- and post-tansladonary processed by viral serine prorease and host signalases ino thiee sorucural C, prid and
E and seven non-structural proteing in order of C-privi-E-BS 1-BSZA-RMSZ B-DNS 3-ME4A-MS4B-MNSF shown in
Figure 1 04). Only when the proteins are cleaved and meleased in manire form are they able perform their respective
funcrions (Tahle 1)
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