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RESUMO 

 

Os arbovírus (Arthropod-borne virus) são uma classificação que compreende grupos virais 

cuja transmissão é realizada por vetores artrópodes que infectam vertebrados. Dentre 

esses, alguns arbovírus têm se mostrado de grande relevância, devido ao grande número 

de infecções, 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 possíveis alvos para novos fármacos. Dentre as 

possíveis proteínas alvo, as proteases virais têm se mostrado excelentes alvos. Estas 

proteínas (NS3 nos Flavivirus e nsP2 nos Alphavirus) possuem a função de clivar 

determinadas regiões da poliproteína viral sendo essenciais para a replicação. O objetivo 

do presente trabalho é realizar análises in silico e in vitro das proteases dos arbovírus 

ZIKV, DENV, CHIK e MAYV visando uma melhor compreensão estrutural das proteases e 

da interação 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 otimização de purificação. Realizou-se ultracentrifugação analítica e 

cromatografia por exclusão molecular das proteases de ZIKV e DENV, que apontaram 

uma possível formação de dímero. Análises de espectroscopia de fluorescência da NS3 

de ZIKV em presença de aprotinina demonstraram uma redução na intensidade de 

fluorescência possivelmente por maior exposição do Trp50 ao solvente, que poderia ser 

explicada pela dissociação dos dímeros. Screening e refinamento da cristalização de das 

proteases NS3 estudadas apresentaram condições onde havia formação de cristal de 

proteína, todavia não foram obtidos cristais que permitissem a resolução da estrutura. 

Foram realizados ensaios de inibição da NS3 de ZIKV com inibidores da protease 

homóloga DENV, os quais apresentaram capacidade inibitória também para esta proteína 

de ZIKV. Além disso, realizou-se a modelagem por homologia da protease do MAYV, 

docking com peptídeos que possuem os sítios de clivagem das nsP2 de CHIK e MAYV e 

dinâmica das principais poses. Neste experimento observou-se que as poses com 

melhores scores apresentavam semelhante posicionamento de uma glicina, altamente 

conservada na posição P2 de substratos de nsP2 de Alphavirus, em uma fissura estreita. 

Este posicionamento possivelmente auxilia no posicionamento do carbono da carbonila do 

substrato próximo ao enxofre da cisteína catalítica desprotonada facilitando o ataque 

nucleofílico, uma das primeiras etapas para a quebra da cadeia polipeptídica. Além disso, 
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estabiliza os ângulos diedros χ1 e χ2 dos resíduos que compõe o sítio catalítico. 

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 MAYV 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 χ1 and χ2 of the active site residues. 

 



8 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1- Predição da área de distribuição dos vetores (A) Aedes aegypti e (B) Aedes 

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

 

Figura 2- Composição da poliproteína dos Flavivirus. A) Representação das regiões 

transmembrana da poliproteína indicando com setas os locais de clivagem. B) Divisão das 

proteínas estruturais e não estruturais com exemplos de imagens de estruturas resolvidas 

do Flavivirus DENV (FAHEEM et al., 2019). 

 

Figura 3- Composição da poliproteína de Alphavirus com esquematização dos momentos 

de processamento do genoma durante o a infecção viral. As setas coloridas marcam as 

proteínas responsáveis por processar cada região (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 

2014). 

 

Figura 4- Mecanismo de catálise de serino proteases (WALKER; LYNAS, 2001). 

 

Figura 5- Estrutura da serino protease NS3 de DENV3 (3U1I) (ciano). A NS2b (verde) 

necessária para a atividade da proteína se posiciona em volta da estrutura em forma de 

cinto. Os resíduos do sítio ativo são visualizados em stick (His51, Asp 75 e Ser135) e com 

as distâncias entre estes resíduos em Å representadas pelo pontilhado amarelo.   

 

Figura 6- Estrutura da nsP2 de CHIK (3TRK). Domínio protease (ciano) com resíduos da 

díade catalítica e alguns do sítio ativo em stick (roxo), e domínio MTase (verde). 

 

Figura 7- Esquema com ciclos da reação de PCR para amplificação do segmento gênico 

de correspondente a protease nsP2 de MAYV. 

 

Figura 8- Inibidores da protease de DENV obtidos para ensaio de inibição contra a 

protease NS2B/NS3 de ZIKV. 

 

Figura 9- Expressão dos genes nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3 de ZIKV a 37ºC na cepa 

de E. coli (A) BL21(DE3), (B) BL21(DE3) pLysE, (C) BL21(DE3) Lemo21, (d) BL21(DE3) 

Rosetta. P. I. marca o padrão de expressão antes da indução. P. as proteínas na fração 



9 

insolúvel e S. na solúvel. 
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fração insolúvel e Sup a fração solúvel durante a etapa de expressão. Prot+HRV mostra a 
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seguido pelas eluições a três diferentes concentrações de imidazol (50, 250 e 500 mM). 

 

Figura 19- Espectro obtido pela técnica de CD da proteína nsP2 de MAYV após 

renaturação por diluição rápida. 

 

Figura 20- Purificação da protease nsP2 de CHIK. (A) Purificação por cromatografia 

líquida de afinidade a níquel. (B) Purificação por exclusão molecular. P. marca a fração 

insolúvel localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os números em mM são 

referentes a concentração de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O p1, 

p2, p3 e p4 representa frações de um mesmo pico que foi eluído. Purif. Se refere a 

amostra purificada por cromatografia líquida de afinidade a níquel antes de ser aplicada 

na coluna de exclusão molecular. 
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Figura 21- Expressão e purificação da proteína nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatográfico da 

purificação por gradiente de imidazol em coluna de níquel. A linha Azul se refere a 

absorbância (AU) e a linha vermelha a concentração de imidazol, de 0 a 500 mM. B) Gel 

de poliacrilamida 15% apresentando a expressão e purificação, onde PC corresponde as 

células antes da indução com IPTG, Pel e Sup ao pellet e sobrenadante após a expressão 

e FT a fração que não interagiu com a coluna de níquel. A numeração 1 a 10 se refere as 

frações eluidas durante o gradiente de imidazol da purificação. 

 

Figura 22- Remoção da cauda de histidina da nsP2 de CHIK. A) Gel SDS-PAGE 15% 

referente a etapa de encubação com a protease HRV3C. B) Separação da HRV3C por 

coluna de GST e de nsP2 com cauda de histidina usando coluna de níquel. GST FT 1 a 3 

referem-se as proteínas que não interagiram com a coluna de GST, GSH se refere a 

eluição da proteínas que interagiram com a coluna de GST, e os poços 50, 250 e 500 mM 

referente a três lavagens com diferentes concentrações de imidazol da coluna de níquel 

acoplada. C) Reaplicação da nsP2 em coluna de GSH em diferentes volumes (15, 10 e 5 

µL) em coluna de GST de duas diferentes frações. 

 

Figura 23- Expressão do substrato da protease nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatográfico da 

purificação por gradiente de imidazol usando coluna de níquel. O limite de detecção é de 

0,5 AU, a linha azul refere-se a absorbância da amostra (AU) e a vermelha a 

concentração de imidazol (0 a 500 mM). B) SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de 

níquel. Pel e Sup referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e 

centrifugação, FT as proteínas que não interagiram com a coluna de níquel e os números 

de 1 a 9 as amostras eluidas em diferentes concentrações de imidazol. C) Perfil 

cromatográfico da purificação por troca aniônica (HiTrap Q HP). D) SDS-PAGE 15% das 

amostras purificadas na etapa de purificação usando coluna de troca aniônica usando 

gradiente de NaCl (0 a 500 mM). Os números de 5 a 12 referem-se as amostras eluidas 

nas diferentes concentrações de NaCl. 

 

Figura 24- SDS-PAGE 15% contendo o ensaio de atividade da nsP2 de CHIK. Variação 

de massa de protease de 0 a 4 µg em valores fixos de substrato. Os poços marcados com 

No DTT não apresentavam DTT, todavia os dois poços finais apresentam uma 

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

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

 

Figura 26- Sobreposição das proteases nsP2 dos Alphavirus CHIK (ciano, PDB 3TRK), 

MAYV (rosa, modelo por homologia) e VEEV (verde, PDB 2HWK). O quadro mostra os 

resíduos que compõe o sítio de atividade (C478, C/S/A482 e H548). O resíduo 482 é uma 

C, S e A em MAYV, CHIV e VEEV, respectivamente. 

 

Figura 27- Gráficos de (A) RMSD e (B) RMSF da dinâmica molecular realizada com o 

modelo apo da nsP2 de MAYV.  

 

Figura 28-  (A) Alinhamento múltiplo entre diversos peptídeos substratos de Alphavirus. 

Glicina da posição P2 em vermelho e posição P3 em amarelo, ocupada preferencialmente 

por uma alanina. (B) Posicionamento da glicina P2 em uma fissura na superfície da 

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

 

Figura 29- Modelo da protease nsP2 de MAYV colorido por níveis de conservação dos 

resíduos. Em vermelho os resíduos conservados em todos os Alphavirus analisados, em  

vermelho claro resíduos altamente conservados e branco resíduos variáveis no 

alinhamento múltiplo. Os stick verdes representam uma pose calculada do peptídeo 

contendo o sítio de clivagem nsP2/nsP3 de MAYV, neste somente está representada a 

cadeia principal do P5-P1’. A) Modelo da região protease da nsP2 de  MAYV em interação 

com o peptídeo. B) Resíduos que compreendem a fissura responsável por reconhecer o 

substrato. C) Visão da figura B após rotação de 90º.  

 

Figura 30- Variações dos ângulos φ e ψ dos resíduos P3, P2, P1, P1’ e P2’ dos substratos 

peptídicos de CHIK e MAYV durante as análises de MD. As linhas em preto referem-se 

aos valores de φ e as em vermelho a de ψ. 

 

Figura 31- Gráficos de Ramachandran 2D e 3D do modelo da glicina na posição P2 do 

substrato peptídico da proteína nsP2 durante análise por dinâmica molecular de (A) CHIK 

e (B) MAYV. 
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Figura 32- Valores dos ângulos χ1 dos resíduos C478, H548 e S/C482, e  χ2 da H548 

durante as análises de MD das nsP2 de CHIK e MAYV. 

 

Figura 33- Posições dos resíduos C478 com diferentes valores dos ângulos χ1. Em verde 

o ângulo é aproximadamente 60º, em ciano 180º e em magenta -60º. 

 

Figura 34- Distância em nm entre o carbono da carbonila do resíduo P1 de substrato e o 

átomo de enxofre da cisteína do modelo da protease Nsp2 de MAYV e da estrutura de 

CHIK.  

 

Figura 35- Interação entre a nsP2 de CHIK (ciano) e diferentes substratos peptídicos. 

nsP2/nsP3 (roxo) e nsP3/nsP4 (cinza). Os pontos amarelos mostram a distância entre o 

átomo de enxofre da cisteina 478 e o carbono da carbonila o qual sofre o ataque 

nucleofílico. 

 

Figura 36- Purificação da protease NS3 de ZIKV. (A) Purificação por cromatografia líquida 

de afinidade a níquel. (B) Purificação por exclusão molecular. P. marca a fração insolúvel 

localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os números em mM são referentes 

a concentração de imidazol na qual as amostras foram eluidas da coluna. O p1 e p2, 

representa frações de um mesmo pico que foi eluído. A. Se refere a amostra purificada 

por cromatografia líquida de afinidade a níquel antes de ser aplicada na coluna de 

exclusão molecular. V.1 e V.2 representam as amostras que não adentraram na malha da 

coluna de exclusão molecular.  

 

Figura 37- Purificação por troca iốnica usando a coluna MonoQ (strong anion) da proteína 

NS2b/NS3 de ZIKV.  

 

Figura 38- Gel SDS-PAGE 12% no qual pode ser observado picos referentes a purificação 

por troca iônica da protease NS2b/NS3 de ZIKV. P1 e P2 referem-se ao pico 1 (eluído a 

~180 mM de NaCl) e pico 2 (eluído a aproximadamente 230 mM de NaCl) da figura 9. O 

número 1 refere-se a fração ascendente do pico e 2 a fração descendente. 

 

Figura 39- Análise por ultracentrifugação analítica da proteína NS2b/NS3 de ZIKV. (A) 

Perfil de sedimentação da protease. (B) Coenficiente de sedimentação calculado em 
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diferentes concentrações de proteína. 

 

Figura 40- Representação estrutural de duas possíveis conformações do dímero de 

NS2b/NS3 da protease de ZIKV. A) Dímero observado por Lei e colaboradores (2016). B) 

Dímero observado por Phoo e colaboradores (2016). Os sticks representam os resíduos 

que compõe a tríade catalítica da protease, His51, Asp75 e Ser135. Na imagem A é 

observado também dois sticks presentes nas extremidades, referentes ao resíduo Cis143 

responsável pela oligomerização. 

 

Figura 41- Ensaio de inibição 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 fluorescência da protase NS2b/NS3 de ZIKV com aprotinina. (A) 

Espectro de emissão de fluorescência de triptofano em diferentes concentrações de 

aprotinina. (B) Emissão de fluorescência máxima da proteína em presença de 

quantidades crescentes de aprotinina em relação a proteína em ausência do ligante. 

Curva de inibição da protease. 

 

Figura 43- Interface de interação entre a protease NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina. A 

proteína NS3 está em cinza, com os resíduos do sítio catalítico em cinza escuro, a NS2b 

em coloração trigo e a aprotinina em verde. As ligações de higrogênio estão 

representadas pelos pontilhados amarelas. 

 

Figura 44- (A) Homodímero da NS2b/NS3 de ZIKV (5LC0) e modelo da interação entre o 

monómero desta protease obtido através de docking proteína-proteína. NS3 (cinza), NS2b 

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

 

Figura 45- Cristal da protease NS2b/NS3 de ZIKV (dioxano 10%, sulfato de amônio 1,2 M, 

0,1 M MES pH 6,1). 

 

Figura 46- Expressão e purificação da proteína NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Lub). A) Perfil 



15 

cromatográfico da purificação por gradiente de imidazol usando coluna de níquel. A linha 

vermelha refere-se a concentração de imidazol em porcentagem (0 a 500 mM). B) Análise 

por gel SDS-PAGE 15% da expressão e purificação utilizando coluna de níquel. Pel e Sup 

referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e centrifugação, FT 

as proteínas que não interagiram com a coluna de níquel, e 1, 2 e 3 a cada um dos picos 

coletados. C) Perfil cromatográfico da purificação por coluna de troca aniônica. A linha 

vermelha refere-se a concentração de NaCl em porcentagem (0 a 1 M). D) Análise por gel 

SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de troca aniônica, onde os números 1, 2 e 3 

mostram os picos coletados. 

 

Figura 47- Gráfico de atividade específica da protease NS2B/NS3 de ZIKV na presença 

substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC. 

 

Figura 48- Gráfico do ensaio de Michaelis-Menten da protease de NS2B/NS3 de ZIKV na 

presença substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC. 

 

Figura 49- Ensaios de inibição enzimática da protease NS2B/NS3 de ZIKV para cálculo de 

IC50 na presença das moléculas A) F0174-0048, B) F0816-0342, C) F3165-0782 e D) 

leupeptina. 

 

Figura 50- Geis de expressão SDS-PAGE 15% da protease NS2b-NS3 de DENV. 

Expressão após transformação nas cepas Lemo21 (A) e DE3 (B). PI é referente as 

amostras antes da indução com IPTG, Exp a fração insolúvel e solúvel juntas, enquanto 

Pel motra a insolúvel e Sob a solúvel separadamente. 

 

Figura 51- (A) Cromatograma da purificação por cromatografia líquida de afinidade a 

metal (Ni) da protease NS2b e NS3 de DENV. (A) A amostra é referente a expressão com 

a cepa BL21 DE3. A absorbância (mAU) é observada pela linha azul e a porcentagem de 

imidazol é vista pela linha amarela, vale lembrar que 100% se refere a concentração de 

500 mM no tampão. (B) Gel SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de Níquel, Sol é 

referente a fração solúvel, Pel a fração insolúvel, P1 e P2 são referente ao primeiro e 

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

 

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

 

Figura 53- Análise da proteína NS2b/NS3 de DENV em ultracentrífuga analítica por 

velocidade de sedimentação.  

 

Figura 54- Figura- Fotos dos poços com cristais da placa de screening PACT++ feita com 

a proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-

25% w/v Polyethylene glycol 1500; 100 mM SPG Buffer; pH 8,0 (A5) B-25% w/v 

Polyethylene glycol 1500; 100 mM TBG Buffer; pH 8,0 (A11). 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 poços com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a 

proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão 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 poços com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a 

proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão 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. INTRODUÇÃO 

 

 Os arbovírus (Arthropod-borne virus) são uma classificação que compreende 

grupos virais cuja transmissão é realizada por vetores artrópodes infectando vertebrados, 

sendo na sua grande maioria vírus de RNA. Dentro dessa classificação, que não é 

taxonômica, algumas famílias que podem ser observadas são: Togaviridae, Flaviviridae, 

Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae, Orthomyxoviridae e Asfarviridae (CIOTA; 

KRAMER, 2010; HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 2014).  

 Este grupo está relacionado a uma grande quantidade de doenças em todo o 

mundo como: dengue, febre amarela (YFV), encefalite de St Louis (SLEV), encefalite 

japonesa (JEV), febre de oropouche, febre hemorrágica de Crimeia Congo (CCHF), 

meningoencefalites, encefalite equina do leste (EEL), dentre muitas outras (MELTZER, 

2012). Especialmente no Brasil, em regiões como a amazônica, em torno de 200 

arbovírus já foram isolados, sendo que mais de 30 são patógenos humanos 

(VASCONCELOS et al., 2001). Dentre esses, alguns arbovírus têm se mostrado de 

grande relevância, devido ao grande número de casos, como o vírus da dengue (DENV) e 

o zika (ZIKV), pertencentes ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae, o chikungunya 

(CHIK) e o mayaro (MAYV), gênero Alphavirus da família Togaviridae.  

 Em relação à incidência destes arbovírus, estimativas dos números de infecções 

no mundo anualmente, por exemplo, somente de dengue, alcançam 390 milhões (BHATT 

et al., 2013). No Brasil estes vírus também têm se mostrado como um grande problema 

de saúde pública, de acordo com o boletim epidemiológico do ministério da saúde, no ano 

de 2019 o número de casos prováveis de DENV chegou a mais de 1,5 milhões, de CHIK a 

130 mil e ZIKV a mais de 10 mil, e os números de óbito foram 754, 95 e 3, 

respectivamente (BRASIL, 2019a). O ZIKV, além do grande número de casos, foi o 

agente causador de uma epidemia em 2015-2016 no Brasil responsável por diversas 

alterações congênitas afetando 3483 recém-nascidos constatados entre o período entre 

2015 e 2019, sendo que 1927 casos foram confirmados somente no ano de 2016 

(BRASIL, 2019b). Em relação ao MAYV, em estudos nas regiões rurais da Amazônia, 

análises com anticorpo anti-MAYV IgG foram positivas em 119 de 270 amostras de 

voluntários (ABAD-FRANCH et al., 2012), indicando que este pode apresentar uma 

grande incidência, todavia com um número real de casos altamente subnotificado. Além 

disso, as arboviroses apresentam grandes custos econômicos, apenas no ano de 2016 

quase R$ 1,5 bilhões foram aplicados ao combate ao vetor e R$ 394 milhões em custos 
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médicos diretos, além de gastos indiretos (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).  

 Quanto aos artrópodes transmissores dos vírus que estão relacionados com 

doenças em vertebrados, uma grande diversidade de grupos tem sido estudada, desde as 

ordens Blattodea, Hymenoptera, Orthoptera, pertencentes à 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 vírus (CALISHER; HIGGS, 2018). Dentre os arbovírus com grande 

presença no Brasil, DENV, ZIKV e CHIK têm como principal agente transmissor 

mosquitos do gênero Aedes, cujos dois representantes principais são o Aedes aegyptis e 

o Aedes albopictus. Como pode ser observado na distribuição destes dois vetores na 

figura 1, ambos apresentam distribuição em quase todos os continentes (KRAEMER et 

al., 2015; MESSINA et al., 2016). O MAYV, dentre estes, apresenta maior diferenciação 

em relação ao vetor, seu principal agente de transmissão é o mosquito Haemagogus 

janthinomys, todavia ele já foi isolado em outros gêneros como Culex e Aedes (ACOSTA-

AMPUDIA et al., 2018), o que tem levantado a discussão de sua capacidade de 

disseminação e prejuízo à saúde pública. 
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Figura 1- Predição da área de distribuição dos vetores (A) Aedes aegypti e (B) Aedes 

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

 

 Os Flavivirus são vírus envelopados que possuem um genoma de RNA fita simples 

com polaridade positiva o qual contém cap na região 5’ e um tamanho aproximado de 11 

kb (BOLLATI et al., 2010; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Este é traduzido para uma 

poliproteína a partir de uma única open reading frame (ORF), a qual é composta por um 

total de 10 genes, sendo 3 estruturais (C, PrM e E) e 7 não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A separação dessas proteínas ocorre pela ação de 

proteases endógenas, como furinas e signalases, e pela protease viral denominada NS3. 

A composição dos Flavivirus pode ser observada na figura 2 (CHONG et al., 2019; 

FAHEEM et al., 2019). A montagem final deste vírus apresenta um envelope contendo 90 

homodímeros das proteínas estruturais E e M que se organizam em uma simetria 

icosaédrica. Estas proteínas E são responsáveis pela entrada do vírus na célula através 
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do processo de endocitose mediada por receptor, tem sido observado que os Flavivirus 

podem usar múltiplos receptores para a entrada na célula. O pH baixo realiza uma 

alteração conformacional nesta proteína estrutural formando 60 trímeros, conduzindo para 

a fusão na membrana da célula hospedeira e liberação do material genético no interior 

celular (MARZINEK et al., 2016; SMIT et al., 2011). 

  

Figura 2- Composição da poliproteína dos Flavivirus. A) Representação das regiões 

transmembrana da poliproteína indicando com setas os locais de clivagem. B) Divisão das 

proteinas estruturais e não estruturais com exemplos de imagens de estruturas resolvidas 

do Flavivirus DENV (FAHEEM et al., 2019). 

 

 Os Alphavirus formam um gênero que compreende vírus envelopados icosaédricos 

com um genoma de aproximadamente 12 Kb composto de uma fita única de RNA com 

duas ORFs com cap 5’ e cauda poli A. A primeira ORF codifica quatro proteínas não 

estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), produzida nas fases iniciais da infecção. Após a 

clivagem e separação dessas proteínas não estruturais, cinco proteínas estruturais (C, 

E3, E2, 6k e E1) são traduzidas a partir de um RNA subgenômico gerado através de uma 
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segunda ORF na fase tardia da infecção. A protease nsP2 possui um papel fundamental 

no processamento e separação das proteínas não estruturais, sendo esta uma etapa um 

fundamental no processo de replicação viral. (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 2014; 

LEUNG; NG; CHU, 2011; RUPP et al., 2015). Estas informações estão representadas na 

figura 3. A entrada do vírus na célula se dá também por endocitose mediada por receptor 

pela formação de poços e vesículas de clatrina, através do contato da proteína E2 tendo 

como um dos possíveis receptores a proteína transmembrana NRAMP (STILES; KIELIAN, 

2011). Entretanto, em estudos têm-se observado a penetração do vírus mesmo na 

ausência de exposição a pH baixo, além da presença do vírus da floresta de Semliki 

(SFV) tanto em vesículas cobertas por clatrina quanto em descobertas, o que tem levado 

à hipótese da entrada também por vias alternativas (HASE; SUMMERS; COHEN, 1989; 

HERNANDEZ; LUO; BROWN, 2001). 

 

Figura 3- Composição da poliproteína de Alphavirus com esquematização dos momentos 

de processamento do genoma durante o a infecção viral. As setas coloridas marcam as 

proteínas responsáveis por processar cada região (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 

2014). 

 

 Dentre as proteínas que compõe a poliproteína viral as proteases têm se mostrado 

excelentes alvos de estudo visando a busca por inibidores para possíveis tratamentos do 

vírus. De acordo com a classificação da Enzyme Comission (EC), são pertencentes as 

classes das hidrolases, as quais catalisam a quebra de ligações químicas utilizando 

moléculas de água. Além disso, estas apresentam subclasses que são divididas entre 

grupos que hidrolisam cadeias peptídicas próximas a região aminoterminal 

(aminopeptidases), carboxiterminal (carboxypeptidases), ambas conhecidas como 
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exoproteases, e as que clivam na porção central (proteinases ou endoproteases) 

(GARCIA‐ CARREON; TORO; NAVARRETE, 1997). Este último grupo por sua vez é 

classificado em pelo menos sete classes que apresentam resíduos com diferentes 

características químicas responsáveis pela clivagem, sendo estas: serino, cisteíno, 

aspártico, metaloproteases e mais recentemente descritas, asparagino, glutâmico e 

treonino proteases (RAWLINGS et al., 2018). Entre essas, duas classes de grande 

diversidade e importância são as serino e cisteíno proteases. 

 Ambos as classes apresentam mecanismos com várias características em comum. 

Primeiramente a presença de um resíduo que será responsável pelo ataque nucleofílico e 

outro resíduo básico, o qual atuará como aceptor do hidrogênio. A serina ou cisteina 

atacam o carbono da carbonila do substrato formando um estado de transição com um 

intermediário tetraédrico caracterizado por um oxiânion estabilizado por ligações de 

hidrogênio na cavidade do oxiânion. Em seguida, ocorre a quebra da ligação peptídica, a 

acilação da enzima e a liberação do primeiro produto (R’NH2). Uma molécula de água 

reage com o carbono da carbonila liberando o segundo produto (RCOOH) da enzima em 

uma etapa chama de desacilação e assim regenera a enzima (CSTORER; MÉNARD, 

1994; JAMES C. POWERS et al., 2002). 

 As serino proteases compreendem um terço de todas as enzimas proteolíticas 

conhecidas e estão representadas em todos os domínios (Bacteria, Archeae e Eukarya), 

além de estarem presentes também nos vírus. No banco de dados de proteases 

MEROPS, este grupo apresenta 12 clãs e 38 famílias, sendo que algumas famílias ainda 

não foram atribuídas a nenhum clã (“MEROPS - the Peptidase Database”, [s.d.]). Este 

grupo de proteases é caracterizado por ter uma serina como principal resíduo do seu 

mecanismo catalítico, cujo grupamento hidroxila é responsável pela realização do ataque 

nucleofílico ao carbono da carbonila da ligação peptídica do substrato (WALKER; LYNAS, 

2001). O mecanismo mais conhecido das serino proteases utiliza outros dois resíduos 

catalíticos, uma histidina, responsável por remover um próton da serina, e um aspartato, 

que estabiliza e orienta a His através de uma ligação de hidrogênio (HEDSTROM, 2002). 

Um esquema desse mecanismo pode ser observado na figura 4. Todavia, vale lembrar 

que existem variações neste mecanismo, tal que algumas serino proteinases apresentam 

díades catalíticas, outros resíduos catalíticos como lisinas e glutamatos, e variações nos 

sítios ativos, variações estas que garantem diferentes graus de especificidade (DI CERA, 

2009). 
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Figura 4- Mecanismo de catálise de serino proteases (WALKER; LYNAS, 2001). 

 

 

 As cisteíno proteases, por sua vez, de acordo com o banco de dados MEROPS 

apresentam 9 clãs e 78 famílias, mas há famílias ainda não atribuídas a clãs (“MEROPS - 

the Peptidase Database”, [s.d.]). Este grupo, também presente em todas as classes dos 

organismos vivos, possui famílias altamente abundantes, como a da papaína e da USP-

14 (ubiquitin-specific peptidase 14). Na papaína, cisteíno protease com o mecanismo de 

catálise melhor compreendido, observa-se uma tríade catalítica com uma cisteína, uma 

histidina e uma asparagina. Todavia, existe variações em várias famílias dessa proteína 

(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016).    

 As proteases virais têm grande importância no ciclo de vida viral, estas são 

responsáveis por catalisar a quebra da poliproteína viral permitindo a liberação em 

diversas proteínas e, em alguns casos, o processamento de pré-proteínas do capisídeo 

para proteínas maduras. Para estas proteases, em geral, não são conhecidos homólogos 
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celulares, que somente apresentam baixa identidade com sua sequência, mesmo em 

casos onde o dobramento proteico é similar, o que está relacionado em parte com a sua 

especificidade distinta aos substratos (TONG, 2002). Este grupo de proteínas tem sido 

assim alvo de diversos fármacos, sendo que os principais exemplos de êxito são 

inibidores de proteases do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) para os quais 

já se tem aprovado uma série de drogas (SIENCZYK, 2013). 

 Em se tratando de endoproteases arbovirais, a da hepatite C (HCV), a do vírus do 

oeste no Nilo (WNV) e até mesmo as dos sorotipos da DENV já têm 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 possíveis alvos para novos 

fármacos.  

 As estruturas de NS3 presente nos vírus do gênero Flavivirus, vírus DENV (códigos 

do PDB 2WHX, 2FOM, 3U1I e 4M9F) e ZIKV (códigos PDB 5GXJ, 5H4I, 5LC0, 5T1V, 

5TFN, 5YOD, 5YOF, 6JPW, 5H6V, 5GJ4, 5GPI, 5TFO, 5ZMQ, 5ZMS, 5ZOB e 6UM3), 

apresentam domínios com funções diferentes. O domínio N-terminal apresenta uma 

função de serino protease, há uma espécie de linker e o C-terminal tem função de RNA 

helicase, podendo essa região ser dividida em subdomínios com uma helicase 

dependente de ATP e uma RNA trifosfatase. Na proteína NS3 do vírus de sorotipo 4 

(DENV4), por exemplo, que possui um total de 618 resíduos de aminoácidos, o domínio 

com atividade protease vai dos resíduos 1 ao 168 (esta região é rica em folhas-β), o linker 

do 169 ao 179 e o domínio RNA helicase do 180 ao 618 (apresenta várias estruturas 

secundárias, tanto hélices α quanto folhas β), sendo que esses domínios são altamente 

flexíveis entre si, por causa do linker (LUO et al., 2008, 2010; NOBLE et al., 2012). 

 Quanto ao sítio ativo do domínio serino protease da proteína NS3, este é marcado 

pela presença de uma tríade catalítica, da qual fazem parte três resíduos de aminoácidos: 

uma histidina na posição 51 (His51), um ácido aspártico na posição 75 (Asp 75) e uma 

serina na posição 135 (Ser135). Entretanto, para que a proteína fique ativa é necessário 

também uma ligação não covalente com uma região da NS2B, uma proteína 

transmembrana que possui provavelmente três hélices fazendo passagem pela 

membrana do retículo endoplasmático. Essa última proteína parece se enrolar em torno 

da NS3, fazendo uma estrutura “tipo cinto” (“belt-like”), e seu grampo formado por folhas β 

(beta hairpin) atua também no sítio ativo (NOBLE et al., 2012). Além disso, a proteína 



30 

NS3 apresenta regiões como GLFG, um loop hidrofóbico que tem se mostrado importante 

para realização 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 (3U1I) (ciano). A NS2b (verde) 

necessária para a atividade da proteína se posiciona em volta da estrutura em forma de 

cinto. Os resíduos do sítio ativo são visualizados em stick (His51, Asp 75 e Ser135) e com 

as distâncias entre estes resíduos em Å representadas pelo pontilhado amarelo.   

 

 A região do sítio catalítico dessa protease apresenta algumas regiões importantes 

para o reconhecimento do substrato. Os resíduos P2 e P1 do substrato são compostos 

por resíduos básicos variando entre os diversos sítios de Flavivirus entre Lisinas e 

Argininas, resíduos como o D129 e F130 compõe o subsítio 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 resíduos pequenos como glicina, serina ou treonina, sendo 

acomodado no subsítio S1’ em que ocorre em uma fissura entre a fita β 1 e uma pequena 

hélice formada pelos resíduos 50 – 53. Outra região importante é a cavidade do oxiânion, 

composto pelos resíduos G133 e S135, a qual não é sempre formada na estrutura sem o 

substrato (ALESHIN et al., 2007; NOBLE et al., 2012; SALAEMAE et al., 2010; 
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SHIRYAEV; STRONGIN, 2010). 

 Por sua vez, a protease nsP2, presente nos vírus do gênero Alphavirus CHIK 

(códigos do PDB 3TRK e 4ZTB) e MAYV (não possui estrutura resolvida no banco de 

dados PDB), apresenta um conjunto de domínios semelhantes a NS3, ou seja, 

primeiramente, na porção N-terminal, há domínios de RNA helicase, nucleosídeo-

trifosfatase e uma RNA trifosfatase. A porção que se localiza no C-terminal apresenta dois 

subdomínios, o primeiro é a protease que composta por 7 hélices α e 4 fitas β, onde se 

localizam os resíduos com compõe a díade catalítica (Cys478 e His548). O outro 

subdomínio apresenta similaridade com a super-família das metiltransferases (MTase) 

dependentes de S-adenosil-metionina (SAM), todavia acredita-se que esta é 

biologicamente inativa, ou seja, sua função é pouco entendida. Este último subdomínio 

apresenta estrutura secundária com 5 hélices α e 1 folha β composta por 7 fitas 

(NARWAL et al., 2018; RUSSO et al., 2010; RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006). 

 O estudo da proteína nsP2 de alphavírus havia demonstrado estas proteínas como 

uma cisteína-protease tipo papaína, com uma díade catalítica no sítio ativo (composto por 

uma cisteína e uma histidina), e capaz de reconhecer diferentes sítios de clivagem 

(RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006). Entretanto, estudos estruturais da nsP2 de CHIK 

parecem indicar de fato uma díade, porém com a possibilidade de intercambiar a cisteína 

(Cys478) por uma serina (Ser482), ou seja, análises com a proteína mutada para somente 

um dos resíduos apresentava função normal, mas no caso da mutação de ambos 

resíduos havia perda de função. Além disso, estes novos dados têm alterado a 

classificação dessa proteína anteriormente tida como uma cisteína-protease tipo papaína, 

pois além da díade intercambiável, resíduos importantes como um triptofano com 

importante função catalítica no mecanismo da papaína, na nsP2 apresentam uma 

orientação que inviabiliza sua participação na catálise. Todavia, é necessário analisar se 

as proteases de outros Alphavirus também apresentam essas características da CHIK, 

sendo assim, estudos posteriores se mostrariam de extrema relevância para corroborar os 

dados encontrados, pois o entendimento destes mecanismos catalíticos é de importância 

para obtenção de compostos inibidores dessas proteases (SAISAWANG et al., 2015b). A 

estrutura dessa proteína pode ser observada na figura 6. 
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Figura 6- Estrutura da nsP2 de CHIK (3TRK). Domínio protease (ciano) com resíduos da 

díade catalítica e alguns do sítio ativo em stick (roxo), e domínio MTase (verde). 

 

 Em relação ao reconhecimento do substrato por esta proteína, tem-se sugerido que 

o motivo de especificidade a glicina (GSM) tenha um papel importante neste evento. Este 

motivo está presente em dois grandes clãs de cisteinoproteases: CA, exemplificados nas 

enzimas Tymovirus endopeptidase e Ubiquitin-specific peptidase 14, e CE, African Swine 

Fever virus processing peptidase e Adenain. A composição desses motivos em geral 

apresenta resíduos aromáticos volumosos que interagem com essa glicina. Nos 

Alphavirus este sítio de contato entre substrato e proteína está posicionado entre os 

subdomínios protease e Mtase. Outra característica desta região é a presença de um loop 

flexível entre as fitas β1 e β2 da protease, o qual atua possivelmente como um portão 

controlando a entrada do substrato, dentre os resíduos que compõe este está a His548, 

um dos que formam a díade catalítica (GOLUBTSOV; KÄÄRIÄINEN; 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 aspártica de HIV, a qual é de grande importância para a 

maturação viral. A primeira molécula aprovada com esta função 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 são categorizadas como de segunda geração, 

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

Recentemente a importância dos inibidores de protease tem sido amplamente 

demonstrada durante a pandemia de COVID-19, a qual já foi responsável por mais de 350 

milhões de casos e mais de 5 milhões de morte em todo o mundo. Dentre esta grande 

lista de compostos estudados buscando inibir diferentes alvos proteicos já se encontram 

bastante avançados nos testes de aprovação para terapia antiviral como o rendesivir que 

atua inibindo a RNA polimerases dependentes de RNA (KOKIC. 2021), e o Molnupiravir, 

que se incorpora no RNA viral impedindo a replicação (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 não possui registro em órgãos reguladores 

como Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e U. S. Food and Drug 

Administration (FDA), entretanto já tem sido realizados pedidos de uso emergencial deste 

medicamento (BRASIL, 2021). 

 Várias são as formas de selecionar novos fármacos que funcionam como inibidores 

para as proteases virais, alguns exemplos são: abordagens baseadas em estruturas, 

baseadas em fragmentos, reposicionamento de medicamentos, exploração de produtos 

naturais, design de inibidores híbridos, 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 fármacos 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 fármacos (BAKER, 2013; MURRAY; VERDONK; REES, 2012). 

Dentre as técnicas para análise dos fragmentos em interação com a proteína alvo a 

cristalografia de raios X tem se mostrado altamente relevante. Sua realização requer o 

uso desses fragmentos para o soaking em cristais da proteína alvo ou para a co-

cristalização. Além desta, outras análises biofísicas podem ser utilizadas 

complementarmente como a ressonância plasmônica de superfície (SPR), e a 

espectrometria de massas e calorimetria, entre outros (ERLANSON, 2012). Várias 

moléculas já têm 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 já se encontram em testes clínicos (BAKER, 2013).  

 Outro método que tem apresentado grande importância na descoberta de novos 
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fármacos é o de análises in silico. Apesar destes métodos não substituírem as avaliações 

biológicas as quais os compostos precisam ser submetidos, estes incrementam as 

chances de sucesso de identificar novos compostos por permitir explorar o espaço 

químico de forma mais completa (LAVECCHIA; DI GIOVANNI, 2013; LOPEZ et al., 2016). 

Devido a essa característica estas técnicas são amplamente utilizadas nos estágios 

iniciais dos processos de busca por novas drogas. Além disso, estas análises permitem 

reduzir o número de compostos que seriam sintetizados e testados por diversas 

ferramentas in vitro, o que reduz significativamente os custos da busca por novas 

moléculas (GIMENO et al., 2019). 

 Sendo assim, diversas técnicas in silico e in vitro têm sido utilizadas conjuntamente 

visando otimizar processos e/ou diminuir custos. Além disso, elas podem ser usadas 

conjuntamente para predizer modelos biológicos ou criar hipóteses 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 análises estruturais 

das proteases dos arbovírus DENV, ZIKV, CHIK e MAYV, além das interações destas 

com diversos ligantes, visando uma melhor compreensão das interações dos inibidores 

com seus respectivos substratos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Os arbovírus têm apresentado grande incidência em todo o mundo e inclusive no 

Brasil. Quanto aos vírus levantados para este trabalho, no caso do DENV, estima-se que 

no mundo ocorram anualmente 22000 mortes em decorrência dele e em nosso país 

aproximadamente 1,5 milhões de casos foram reportados somente no ano de 2013 

(CHRISTO, 2015), no ano de 2021 até a semana epidemiológica 39 ocorreram 

aproximadamente 500.000. O CHIK tem afetado pessoas na Índia, sudeste de Ásia, 

Europa e Américas, tanto central quanto sul, alcançando somente na ilha de Reunião 

300000 casos, e no Brasil, só em 2021, foram quase 85.794 casos confirmados até a 

semana epidemiológica 39 (ABRAHAM et al., 2016; GÉRARDIN et al., 2016; BRASIL, 

2015a). O ZIKV no Brasil têm sido correlacionado com um grande aumento no número de 

casos de microcefalia e no ano de 2021 ocorreram 5.361 casos de infecção (BRASIL, 

2015b; BRASIL, 2016). Por último, todos os vírus citados anteriormente são transmitidos 

pelo mesmo vetor, o mosquito Aedes aegypti, que está amplamente distribuído em todas 

as regiões do Brasil. 

            Esse grande número de casos em várias partes do mundo se deve ao fato de que 

grande parte da população mundial se encontrar em áreas de risco, ou seja, em locais 

favoráveis ao desenvolvimento do vetor (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). Assim, é de 

grande relevância estudos que gerem conhecimentos relacionados a esses patógenos 

virais. 

 Além disso, estudos estruturais de proteases virais são de grande importância, pois 

ao analisarmos essas estruturas podemos compreender de modo mais aprofundado como 

ocorrem as interações dessas proteínas com os seus substratos, o que nos permite 

entender melhor o processo de ação viral na infecção da célula hospedeira. Outro ponto 

que demonstra a relevância do presente trabalho é o fato do MAYV não apresentar 

nenhuma estrutura resolvida e depositada no banco de dados PDB.1 

 Quanto ao estudo de interação das proteínas com inibidores ou ligantes, esta é 

uma área de suma importância, ainda mais se tratando de inibidores de proteínas de um 

patógeno com tamanha incidência. A partir desses estudos é possível entender como 

                                                 

1   O ZIKV, que a dois anos atrás não apresentava nenhuma estrutura depositada no 

PDB, devido ao surto e a grande divulgação nas mídias nacionais e internacionais, atualmente conta 

com 126 estruturas, sendo que 16 são da protease NS3. 
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ocorre a inibição a nível estrutural, e isso, por sua vez, permite buscar fármacos 

específicos para combater esse vírus. 

            Quanto a inibidores virais sendo utilizados como fármacos, isso já é uma realidade 

contra patógenos do vírus da AIDS (HIV), onde até o ano de 2010, um total de 9 

moléculas já haviam sido aprovadas para uso clínico (WENSING; VAN MAARSEVEEN; 

NIJHUIS, 2010). Isto demonstra que a seleção de inibidores para proteases virais é uma 

realidade possível. 

            Estas doenças também apresentam grande incidência em países como o Brasil, 

não apresentando muitos casos de infecção nos países mais ricos como Estados Unidos, 

com 435 casos em 2020 (CDC, 2020), e na Europa. Dessa forma, estas doenças 

negligenciadas precisam ser estudadas por pesquisas nacionais visando o melhor 

entendimento da doença. 

            Por fim, a busca de moléculas que realizam a inibição da protease desses vírus, 

acarretando a parada do ciclo de infecção viral, é de grande importância devido ao fato de 

atualmente não existir nenhum tipo de tratamento para essas infecções virais, as quais 

são tratadas somente com medicamentos para redução dos sintomas da contaminação. 

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 é realizar estudos estruturais e funcionais das 

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

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

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1. Alphavirus 

 

 1- Obter os plasmídeos das proteases virais nsP2 de CHIK e MAYV.  

 2- Expressar os genes e purificar as proteínas em questão. 

 3- Realizar testes de atividade das proteases purificadas. 

 4- Realizar experimentos biofísicos diversos para análise estrutural. 

 5- Realizar screening das condições de cristalização 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 

peptídeos contendo os sítios de clivagem destas proteases. 

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

 9- Analisar interações e sítios de reconhecimento. 

 

3.2.2. Flavivirus 

 

 1- Obter os plasmídeos das proteases virais NS3 de ZIKV e DENV. 

 2- Expressar os genes e purificar as proteínas em questão. 

 3- Realizar testes de atividade das proteases purificadas. 

 4- Realizar experimentos biofísicos diversos para análise estrutural. 

 5- Realizar screening das condições de cristalização das proteases. 

 6- Analisar a inibição da protease em testes com diversas moléculas. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. EXPERIMENTOS IN VITRO 

4.1.1. Obtenção dos genes 

 

 Os genes das proteases virais de CHIK, MAYV e ZIKV selecionadas foram 

comprados da empresa GenOne em plasmídeos de expressão pET-21a, sendo 

selecionados os sítios de restrição NdeI e XhoI presentes nos próprios plasmídeos. Na 

construção da NS3 do Flavivirus ZIKV adicionou-se cauda de histidina na porção N-

terminal, seguido de um sítio para a protease de HRV3C, com sequência LEVLFQGP. O 

plasmídeo da protease NS3 de ZIKV foi construído para expressa uma porção da proteína 

NS2b (48-95), um linker de sequência GGGGSGGGG e o domínio protease (1-170), 

construção que será chamada no presente trabalho de ZIKV-NS3-Bra. Os plasmídeos das 

proteases nsP2 dos Alphavirus de CHIK e MAYV, por sua vez, foram montados com os 

domínios protease e MTase (469-798), possuindo também cauda de histidina na porção 

N-terminal, seguido de um sítio para a protease de HRV3C, com sequência LEVLFQGP.  

 O plasmídeo da protease NS3 de DENV (SILVA, 2012) foi obtido com a professora 

Dra. Izabela Marques Dourado Bastos, do laboratório de Interação Patógeno-Hospedeiro 

na Universidade de Brasília. Outros dois plasmídeos foram obtidos com o professor Dr. 

Rolf Hilgenfeld, no Instituto de Bioquímica da Universidade de Lübeck, Alemanha. O 

primeiro foi um plasmídeo da protease NS2b/NS3 de ZIKV, com construção similar a 

realizada no Brasil, todavia apresentando as mutações em dois resíduos Arg95 da fração 

NS2b para Ala e Arg29 da NS3 para Gly (LEI et al., 2016), que tiveram como objetivo 

evitar uma possível autoproteólise. Esta montagem será chamada no presente trabalho 

como ZIKV-NS3-Lub. O segundo plasmídeo foi referente ao substrato de clivagem da 

nsP2 de CHIK, o qual era constituído por uma tioredoxina seguida do sítio de clivagem 

localizado entre as proteínas nsP3 e nsP4 de CHIK. 

 

4.1.2. Clonagem da protease nsP2 de MAYV 

4.1.2.1. Amplificação 

 

 O plasmídeo com a sequência do gene da protease nsP2 de MAYV que foi 

comprado para expressão em pET-21a foi usado em reação de PCR como material molde 

para amplificação do segmento gênico desejado. Os primers foram obtidos na empresa 

Eurofins Scientific, os quais tinham como objetivo amplificar a sequência gênica e, 
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concomitantemente, adicionar sequências para diferentes sítios de restrição. Foram então 

confeccionados três primers, dois foward com adição do sítio de clivagem para BamHI e 

NdeI, e um reverse com XhoI. Sendo assim, foram amplificadas duas amostras diferentes, 

uma acrescentando os primers com os sítios de NdeI e XhoI, e outra com BamHI e XhoI. 

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

Figura 7- Esquema com ciclos da reação de PCR para amplificação do segmento gênico 

de correspondente a protease nsP2 de MAYV. 

   

 O produto gerado pela amplificação teve seu tamanho confirmado através de gel 

de agarose 1%. Após isso as bandas dos géis referentes ao produto foram cortadas e o 

material genético extraído com uso do GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisher 

Scientific) de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A tabela 1 apresenta a 

sequência dos primers utilizados para a reação. 

 

Tabela 1- Sequência de aminoácidos dos primers utilizados para amplificação da 

sequência gênica da protease nsP2 de MAYV. 

Nome Sequência (número de aminoácidos) 

MAYV-nsP2-BamHI-F CGCGGATCCGACGTCTTTCAGAACAAGGCGAAA (33) 

MAYV-nsP2-NdeI-F GGAATTCCATATGGACGTCTTTCAGAACAAGGCG (34) 

MAYV-nsP2-XhoI-R CCGCTCGAGTTATTAGGTACCAGCATAGATGCTA (34) 

 

 

4.1.2.2. Digestão e ligação 

 

 As amostras obtidas através da amplificação por PCR e os vetores escolhidos 
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foram digeridos com o uso das enzimas de restrição segundo os sítios adicionados. Os 

vetores escolhidos foram pET-15b, pET-28a, pET-sumo e pGEX, onde os dois primeiros 

foram tratados com NdeI e XhoI, e os dois últimos com BamHI e XhoI. A enzima de 

digestão NdeI foi incubada com as amostras por 2 horas, enquanto BamHI e XhoI por 40 

minutos, sendo a temperatura das reações 37 ºC. Após esse tempo estas foram 

submetidas a uma temperatura de 80 ºC por 10 minutos visando a desativação das 

enzimas de restrição. Após a digestão, os vetores foram submetidos a gel de agarose 1 % 

e em seguida as bandas do gel foram cortadas e o material genético extraído 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 proporção de vetor para produto de PCR foi de aproximadamente 1/5, onde 

foram adicionados 80 ng de cada um destes na reação. A reação ocorreu por 30 minutos 

a 22 ºC e, após essa etapa, as amostras foram armazenadas em gelo. As amostras foram 

utilizadas para a transformação em células competente DH5α, de acordo com protocolo 

posteriormente apresentado. As placas de meio YT contendo as células transformadas 

foram armazenadas em estufa overnight a 37ºC. 

 

4.1.2.3. PCR de colônia 

 

 Cinco colônias de cada uma das placas referentes às diferentes construções (pET-

15b, pET-28a, pET-sumo e pGEX) foram selecionadas e tiveram uma parte separada 

para análise por PCR de colônia. 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 água milli-Q para completar até o volume final de 100 µL. Os 

tempos utilizados em cada etapa da PCR são os mesmos previamente citados na seção 

de amplificação. O resultado foi analisado através de gel de agarose 1 %. 

 

4.1.3. Preparo de células competentes 

 

  Em fluxo laminar, adicionou-se 100 µL da célula em um tubo falcon com 5 mL de 

meio LB líquido (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L, pH 7), e esta foi 

incubada a 37 ºC, overnight, em shaker a 200 rpm. No dia seguinte, retirou-se 1 mL do 
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pré-inóculo que foi adicionado em Erlenmeyer (125 mL) com 25 mL de meio LB, e 

incubou-se a 37 ºC, 200 rpm, até atingir a O.D. (600 nm) de 0,3. 

 Após isso, colocou-se as células em gelo por 15 minutos seguido de centrifugação 

a 5000 g por 10 minutos a 4 ºC. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido 

em 10 mL CaCl2 100 mM (estéril), seguido de mais 15 minutos de incubação em gelo e 

centrifugação na mesma condição da anterior. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido em 1 mL de CaCl2 com 15 % de glicerol (estéril), que se aliquotou 100 µL 

em microtubos (1,5 mL).  

 

4.1.4. Transformação 

 

 Realizou-se a transformação das células competentes em fluxo laminar, adicionou-

se 100 ng/µL do plasmídeo em 100 µL destas células, que foram mantidas por quarenta 

minutos em gelo. Submeteu-se as células a um choque térmico ao colocá-las por noventa 

segundos a 42 ºC e, após isso, elas foram retornadas ao gelo. Adicionou-se 900 µL de 

meio LB líquido ao tubo e as mesmas foram deixadas em shaker, a 200 rpm, por um 

período de uma hora a 37 ºC. 

 Preparou-se uma placa de Petri contendo meio LB sólido (peptona 10 g/L, extrato 

de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e 10 g/L de Ágar, pH 7) com o antibiótico canamicina 50 

µg/mL e 34 µg/mL de cloranfenicol, para células competentes com resistência a este 

antibiótico. Um total de 100 µL com células foi plaqueado nas placas contendo LB sólido e 

antibiótico, e estas ficaram a 37ºC overnight. 

 

4.1.5. Otimização da expressão e purificação 

 

 Otimizações da expressão 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 disponíveis no Laboratório de Biofísica 

Molecular da Universidade de Brasília. Além disso, para a nsP2 de MAYV foram testadas 

adicionalmente as cepas SoluBL21, C43 (DE3), Turner (DE3) e BL21-Gold (DE3), no 

Instituto de Bioquímica da Universidade de Lübeck, Alemanha. As diferentes 

características das cepas utilizadas podem ser observadas na tabela 2. Foram feitos 

testes também em diferentes temperaturas (entre 16 ºC e 37 ºC) e concentrações de 

IPTG (0,1 mM a 1 mM) para algumas das cepas. 
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Tabela 2- Características das cepas de E. coli utilizadas durante a etapa da otimização da 

expressão das proteases de ZIKV, DENV, CHIK e MAYV. 

Cepas de E. coli Características 

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. 

Produção da Lisozima T7 (em maior quantidade que a pLysS). 

Resistência a cloranfenicol. 

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

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Produção da Lisozima T7 (em menor quantidade que a pLysE). 

Resistência a cloranfenicol. 

Lemo21 (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5. 

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Expressão da T7 RNA polimerase modulada indiretamente por 

ramnose. 

Resistência a cloranfenicol. 

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

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Aumento da expressão de proteínas eucarioticas que possuem 

códons raros para E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA). 

Resistência a cloranfenicol. 

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

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Resistência a cloranfenicol. 

Expressão das chaperonas groES-groEL modulada por arabinose. 

SoluBL21 (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5. 

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Aumento da produção de proteínas recombinantes solúveis.* 
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C43 (DE3) T7 RNA polimerase sobre controle do promotor lac UV5. 

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Resistência a cloranfenicol. 

Produção da lisozima T7. 

Mutações que conferem resistência a morte celular por proteínas 

tóxicas.* 

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

Deficiente nas proteases Lon e OmpT. 

Possui uma deleção 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 eficiência de transformação.* 

* Não foram encontrados detalhamento dos mecanismos moleculares que conferem as 

características especificadas. 

 

 Para a obtenção do pré-inóculo, selecionou-se uma colônia isolada das placas 

obtidas durante a etapa de transformação, a qual era inserida em um tubo falcon (15 mL) 

contendo 5 mL de meio LB acrescidos de canamicina (Kan) ou ampicilina (Amp) na 

concentração de 50 µg/mL e foi ainda adicionado 34 µg/mL de cloranfenicol de acordo 

com as marcas de seleção específicas de cada plasmídeo e cepas, as quais cresceram 

overnight a 37 ºC a 200 rpm. A lista dos plasmídeos utilizados e suas respectivas marcas 

de seleção podem ser observados na tabela 3. 

 

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

marcas de seleção e tamanho da proteína produzida  

Proteína Plasmídeo Marca de seleção Tamanho (~kDa) 

ZIKV-NS2b/NS3 
pET-15b Amp 26,1 

pET-21a Amp 25,9 

DENV-NS2b/NS3 pET-19b Amp 29,2 

MAYV-nsP2 pET-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 

nsP3/nsP4 

pCDNA Amp 19,6 

 

 As otimizações ocorreram em duas etapas, primeiramente 1 mL do pré-inóculo foi 

transferido para um Erlenmeyer (125 mL) com 25 mL de meio LB. Incubou-se as células a 

37 ºC, 220 rpm, até atingir a O.D. (600nm) de 0,6. Após se atingir os valores de O.D. 

desejados, a expressão foi induzida pela adição de IPTG, todavia 1 mL era separado para 

análise posterior em gel SDS-PAGE 12%. A expressão ocorria em incubadoras 

refrigeradas de acordo com a temperatura da expressão desejada. A segunda etapa, era 

o escalonamento para frascos Erlenmeyers com volume de 1 L com 200 – 500 mL de 

meio LB. 

 Para a preparação das amostras de expressão para a etapa da purificação, 

centrifugou-se utilizando-se a centrífuga 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 µm. Água ultrapurificada, etanol 20 %, e 

tampões foram filtrados em filtro 0,22 µm usando bomba à vácuo, 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 (níquel) com 

objetivo de purificar proteínas com cauda de histidina. Passou-se na coluna um total de 

dez volumes de etanol 20 %, água e tampão de ligação, e em seguida foi injetada a 

amostra, coletou-se alíquotas da fração não adsorvida. Durante toda a purificação 

mantevesse um fluxo de 1 mL/minuto, com um limite máximo de pressão de 0,5 MPa. As 

etapas de purificação e refinamento variaram entre as diferentes proteínas e serão 

detalhadas a seguir. 

 

4.1.5.1. NS2b/NS3 de ZIKV 
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 As diferentes construções das proteases de ZIKV foram expressas usando 

diferentes condições. Primeiramente a construção ZIKV-NS3-Bra foi expressa em meio 

LB usando frascos Erlenmeyer de 1 L preenchidos com 500 mL. Após indução com 1 mM 

de IPTG, a proteína foi expressa a 19 ºC 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 tampão 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 purificação usando coluna de afinidade a metal mobilizado (níquel) foi realizada 

equilibrando-se a coluna HisTrap HP (1 mL) no mesmo tampão da lise. A eluição foi 

realizada com tampão B contendo 50 mM de NaH2PO4, 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 purificação foi realizada utilizando-se duas metodologias de 

purificação. A primeira foi a coluna Superdex S75 increase (GE Healthcare), para a qual a 

amostra foi concentrada usando-se os concentradores Vivaspin® Turbo 4 10 kDa 

(Sartorius). A coluna foi equilibrada em tampão A e a amostra injetada a um fluxo de 0,5 

mL/min e os picos coletados para análise posterior. A segunda foi utilizando-se a coluna 

de troca aniônica (Mono Q 4.6/100 PE– strong anion), na qual a coluna e a amostra foram 

colocadas em tampão 20 mM Tris-HCl, pH 8,0, utilizando-se os concentradores 

anteriormente citados. Realizou-se a eluição por gradiente de NaCl (0 – 500 mM) em um 

volume total de 30 mL a um fluxo de 1 mL/min. 

 A proteína correspondente à construção ZIKV-NS3-Lub foi expressa de acordo 

com artigo previamente publicado (LEI et al., 2016), com alterações. A protease foi 

expressa em frasco Erlenmeyer de 1 L com 500 mL meio LB. Após a cultura ser inoculada 

e alcançar 0,6 de O.D. adicionou-se 0,5 mM de IPTG, e a expressão ocorreu por 12 horas 

a 20 ºC a 220 rpm. As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 ºC e 

ressuspendidas em tampão contendo 25 mM Tris-HCl, 5 % glicerol, pH 8,5 e lisadas em 

sonicador por 15 minutos de tempo ativo usando a seguinte configuração: 30 % 

amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3 segundos de descanso. A amostra foi 

centrifugada por 40 minutos a 12000 rpm, 4 ºC e purificada por cromatografia de afinidade 

a metal (níquel) usando a coluna HisTrap HP (1 mL), através gradiente de imidazol de 50 

mL em fluxo de 1 mL/min, variando a concentração de imidazol de 0 a 500 mM. 
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 Uma segunda etapa de purificação por troca aniônica foi realizada utilizando a 

coluna HiTrap Q FF. A proteína passou por uma etapa para remoção do imidazol presente 

na amostra, e após 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 expressão e purificação da protease de DENV foi feita de acordo com trabalho 

previamente realizado (SILVA, 2012) com modificações. 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 expressão ocorreu a 37 ºC por três horas. 

 As amostras foram ressuspendidas em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,9, NaCl 500 

mM e lisadas em sonicador com os seguintes parâmetros: amplitude 30, tempo de 

processamento 2 minutos, 10 segundos de funcionamento por 50 segundos parado. Após 

isto, esta foi centrifugada a 12000 rpm, a uma temperatura de 4 ºC. O sobrenadante foi 

injetado na coluna de cromatografia líquida de afinidade a níquel HisTrap HP (1 mL). A 

eluição foi realizada após etapa de equilibração com tampão A contendo Tris-HCl 20 mM, 

pH 7,9, NaCl 500 mM, pH 7,5, sendo que foram feitas lavagens com tampão de eluição 

(Tris-HCl 20 mM, pH 7,9, NaCl 500 mM, pH 7,5, 500 mM de Imidazol) nas concentrações 

50 mM, 125 mM, 250 mM e 500 mM de imidazol. 

 Seguiu-se para uma etapa de refinamento da purificação, para esta utilizou-se a 

coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada em tampão 

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 expressão testada em várias cepas de E. coli 

devido a sua grande dificuldade de expressão solúvel. 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 ºC, 25 ºC, 19 ºC ou 16 ºC, e a 

concentração de IPTG entre 0,1 e 1 mM. Os primeiros testes foram realizados em tampão 

50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, com pH 7,5. Além disso, monitorou-se a solubilidade da 

protease durante as primeiras horas de expressão. 
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 Outro teste foi realizado utilizando-se meio auto-indutor 1 % peptona, 0,5 % extrato 

de levedura, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM Na2SO4, 2 mM 

MgSO4, 0,5 % glicerol, 0,05 % glicose e 0,2 % α-lactose. As células cresceram a 37 ºC 

até atingir uma O.D. de 0,6, após isso tiveram a temperatura reduzida para 18 ºC. Foram 

coletadas amostras nos tempos 9, 10, 11, 12 e 13 horas de expressão. As amostras 

foram ressuspendidas em tampão Tris-HCl 20 mM, 100 mM NaCl e pH 7,5. Estas foram 

lisadas e submetidas a teste de solubilidade, conforme descrito na seção (4.1.8). 

 Um segundo teste de expressão dessa protease foi realizada no Instituto de 

Bioquímica da Universidade de Lübeck, Alemanha. Uma outra condição de tampão foi 

testada baseada em condições de expressão de outras proteases de Alphavirus 

homólogas (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a), a composição foi de 20 mM Tris-

HCl, 200 mM NaCl, 200 mM arginina, 200 mM ácido glutâmico, pH 7,1 e glicerol 5 %. O 

meio de cultura utilizado foi o meio YT 1x. Nestas novas condições 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 25ºC e 16ºC, usando-se a 

concentração de 1 mM de IPTG. 

 As cepas BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysE e BL21 (DE3) PlysS apresentaram uma 

banda em tamanho próxima ao esperado em gel SDS-PAGE 15 % e foram então 

escalonadas para expressão em maior quantidade em que foram usados Erlenmeyer de 5 

L com 1 L de meio YT 1x. As células cresceram a 37 ºC até atingir a O.D. de 0,6, então 

reduziu-se a temperatura a 25 ºC e foram induzidas com 1 mM de IPTG, com um tempo 

de expressão de 14 horas. 

 Centrifugaram-se as células a 7500 rpm por 15 minutos, a 4ºC e seguiu-se para a 

etapa de lise em sonicador com os seguintes parâmetros: 30% amplitude, ciclos de 2 

segundos de lise e 3 segundos de descanso. As amostras foram ressuspendidas no 

tampão anteriormente citado. As amostras foram centrifugadas em ultracentrífuga por 1 

hora, a 40000 rpm a 4ºC. As amostras foram purificadas por cromatografia líquida de 

afinidade a níquel (Histrap 5 mL,  GE Healthcare), onde foi utilizado gradiente de imidazol 

(0 a 500 mM), com fluxos de 1 mL/min durante a injeção e 3 mL/min durante o gradiente. 

Os picos foram analisados em gel SDS-PAGE 15 %. 

 Devido ao insucesso de expressão dessa proteína na fração solúvel, quatro 

diferentes construções dela foram montadas, como previamente descrito (pET-15b, pET-

28a, pET-sumo e pGEX). As quatro construções foram expressas de acordo com os 

protocolos de expressão e o preparo para purificação foi mantido como anteriormente 
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citado. A purificação ocorreu por cromatografia líquida de afinidade a níquel (Histrap 1 mL, 

GE Healthcare) onde a eluição se deu em três etapas com 50 mM, 250 mM e 500 mM de 

imidazol. O resultado da purificação 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 ºC, até 

atingirem a densidade ótica de 0,6. A expressão foi induzida por IPTG na concentração 

final de 1 mM, a 18 ºC por 16 horas, sob agitação constante a 150 rpm.  

 As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 ºC e 

ressuspendidas em tampão contendo 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 200 mM arginina e 

200 mM ácido glutâmico, pH 7,1 e lisadas em sonicador por 15 minutos de tempo ativo 

usando a seguinte configuração: 30 % amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3 

segundos de descanso. A amostra foi centrifugada por 1 hora, em rotação de 40000 rpm 

a 4 ºC em ultracentrífuga e o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 µm. A 

proteína foi purificada por cromatografia de afinidade a metal (níquel) usando-se a coluna 

HisTrap HP (1 mL), através gradiente de imidazol de 50 mL em fluxo de 1 mL/min, 

variando-se a concentração de imidazol de 0 a 500 mM. 

 A proteína purificada foi estocada overnight com a protease HRV3C visando a 

remoção da cauda de histidina, em que a protease de CHIV foi colocada em concentração 

10 vezes superior. Adicionou-se 1 mM de DTT na amostra. Após isso a protease foi 

purificada em coluna de GST acoplada a coluna de níquel. As colunas foram equilibradas 

em tampão de lise, e após a aplicação foram coletadas as proteínas que não interagiram 

com ambas as resinas. As proteínas que interagiram com as respectivas colunas foram 

eluidas separadamente, a coluna de GST usando tampão contendo GSH 20 mM, Tris 50 

mM, DTT 1 mM e pH 8, e a coluna de níquel usando-se tampão de lise contendo 500 mM 

de imidazol. Esta etapa foi realizada duas vezes visando-se a obtenção de maior nível de 

pureza proteica.  

 

4.1.5.5. Substrato de nsP2 de CHIK  

 

 A expressão do substrato da protease de CHIK foi realizada em meio autoindutor 

com a composição: 928 mL ZY-Medium, 1 mL MgSO4 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 α-lactose, e o 20x NPS por 0,5 M 

(NH4)2SO4, 1 M KH2PO4 e 1 M Na2HPO4. Realizou-se um pré-inóculo em meio LB 

overnight a 37 ºC e 10 mL deste foram inoculados em meio autoindutor. A temperatura foi 

reduzida para 16 ºC quando a densidade celular do meio atingiu um valor de 0,6, e foi 

mantida a uma rotação de 130 rpm overnight. 

 As células foram centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos, a 4 ºC e 

ressuspendidas em tampão 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 

configuração: 30 % amplitude, ciclos de 2 segundos de lise e 3 segundos de descanso. A 

amostra foi centrifugada por 1 hora, em rotação de 40.000 rpm a 4 ºC em ultracentrífuga e 

o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 µm. Esta foi submetida a 

cromatografia de afinidade a metal (níquel), em que a coluna (HisTrap HP 1 mL) foi 

equilibrada em tampão de lise e a amostra foi aplicada na coluna e eluída mediante um 

gradiente de imidazol. Este ocorreu por um volume de 50 mL no fluxo de 1 mL/min, numa 

variação de 0 até 500 mM de imidazol. 

 Visando o aumento do nível de pureza proteica, esta foi submetida a uma etapa de 

purificação por troca aniônica (HiTrap Q HP). A coluna foi equilibrada em tampão 

contendo 20 mM de Tris, pH 8 e 5 % de glicerol e a proteína foi aplicada após etapa de 

remoção de sal em amicon ultra-4 10K. A proteína foi eluída após gradiente de NaCl por 

um volume de 100 mL em fluxo de 1 mL/min, em que ocorreu a variação da concentração 

de NaCl entre 0 e 500 mM. 

 

4.1.6. Renaturação 

4.1.6.1. Purificação em condições desnaturantes 

 

 A expressão da protease nsP2 de MAYV foi realizada por 16 horas a 19 ºC 

induzida por 1 mM de IPTG em meio LB. A presença da proteína em corpos de inclusão 

foi confirmada por gel SDS-PAGE 12%. As células foram então centrifugadas a 8000 rpm 

durante 20 minutos na centrífuga refrigerada CR22N (Hitachi) para remoção do meio de 

cultura, ressuspendidas em tampão de lise (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e 

congeladas a -20 ºC.  

 A amostra foi lisada em sonicador (Branson Sonifier 450) (duty cicle 30, output 

control 3 por 15 minutos), e o pellet foi separado por centrifugação 10.000 rpm durante 30 

minutos em centrífuga refrigerada (Hitachi CR22N). Este foi então ressuspendido em 
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tampão de desnaturação I (ureia 8 M, Tris 10 mM e NaH2PO4 100 mM, pH 8,0) e incubado 

em gelo por 3 horas. A etapa de centrifugação foi então repetida visando obtenção do 

sobrenadante para purificação por cromatografia líquida de afinidade a metal (Ni) em 

condições desnaturantes. 

 A coluna de níquel foi equilibrada em tampão de desnaturação I e a amostra foi 

injetada. Após esta etapa realizaram-se sucessivas lavagens com tampão de 

desnaturação II (ureia 8 M, Tris 10 mM e NaH2PO4 100 mM, pH 8,0, 500 mM de Imidazol). 

As diferentes frações eluídas foram então analisadas em gel SDS-PAGE 12%.  

 

4.1.6.2. Renaturação por diluição rápida 

 

 Com a fração eluída seguiu-se à etapa de renaturação, em que a amostra foi 

titulada em tampão de renaturação (Tris 50 mM, pH 7,5, L-arginina 0,5 M, CaCl2 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 agitação por 72 

horas a temperatura ambiente. A amostra foi então concentrada utilizando-se 

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

 

4.1.6.3. Análise de estrutura secundária por dicroismo circular  

 

 Realizou-se também a análise estrutural das amostras após a etapa da 

renaturação através de dicroísmo circular (CD). Utilizou-se o espectropolarímetro Jasco J-

815, o qual estava equipado com aparelho Peltier de controle de temperatura. A proteína 

nsP2 de MAYV foi analisada a uma concentração de 0,11 mg/mL, em cubeta de quartzo 

de caminho óptico 0,1 cm e na faixa de comprimento de onda de 190-260 nm. A protease 

estava em tampão tris HCl 2 mM pH 7,5. Obtiveram-se assim valores de elipsidade, os 

quais foram convertidos para valores de elipsidade molar utilizando-se a equação abaixo: 

 

[θ] = 115.α.(10.C.l)-1 (1) 

 

Na presente equação α referi-se ao sinal dicroico em miligraus, C à concentração da 

amostra (mg.mL-1) e l, por sua vez, é o caminho óptico da cubeta em cm. 

 Os gráficos foram gerados utilizando-se o programa OriginPro 8.1. Os valores de 

porcentagem da estrutura secundária foram obtidos a partir da deconvolução 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 secundária calculada usando-se o servidor 2struc (KLOSE; 

WALLACE; JANES, 2010). 

 

4.1.7. Análise 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 solução de poliacrilamida 

(29 % acrilamida e 1 % bis-acrilamida), 1,7 mL de água destilada, 1,25 mL de tampão 

Tris-HCl (pH 8,8), 50 µL de PSA 10 %, 3 µL de TEMED e 150 µL de SDS 10 %. No 

segundo as quantidades de reagente foram 415 µL da solução da mesma solução de 

poliacrilamida, 1,75 mL de água destilada, 340 µL de tampão Tris-HCl (pH 6,8), 25 µL de 

PSA 10 %, 3 µL de TEMED e 75 µL de SDS 10 %. 

 Quanto à preparação 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 tampão de amostra 1x (60 mM Tris-HCl 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 tampão de corrida 

(Tris-HCl 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 após isso, 45 mA durante toda a corrida, com a tensão elétrica de 200 V. Os 

géis foram corados com uma solução corante (50 % etanol, 25 % ácido acético, 24,5 % 

água destilada e 0,5 % comassie brilliant blue R-250) por duas horas para marcação das 

proteínas, e descorados em ácido 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 µL de tampão de lise. Sonicaram-se as 

amostras utilizando-se o Branson Sonifier 450 por um minuto (duty cicle 50 % e output 

control 5). Após isso, as amostras foram mais uma vez centrifugadas conforme os 

parâmetros anteriormente citados, o sobrenadante foi transferido para outro microtubo 
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(1,5 mL) e adicionaram-se 50 µL de tampão de amostra 4x, o pellet, por sua vez, foi 

ressuspendido em 200 µL de tampão de amostra 1x. Em seguida, ambas amostras foram 

fervidas e analisadas em gel SDS-PAGE 12 %. 

 

4.1.9. Western Blot 

 

 Para esta análise um gel SDS-PAGE 15 % foi corrido, mas não foi corado com a 

solução 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 tampão CAPS 

(10 mM CAPS em metanol 10 % pH11). Para a transferência foram empilhados três 

papéis de filtro, seguidos pelo gel, a membrana de PVDF e mais três papéis de filtro. Este 

foi submetido a 35 mA por 40 minutos. 

 A membrana foi submetida a duas lavagens de 10 minutos em tampão TBS (10 

mM Tris-HCl, pH 7,5 e 150 mM NaCl), etapa que foi seguida por 1 hora de imersão em 

tampão de bloqueio (3 % BSA em TBS). Duas outras lavagens foram feitas com tampão 

tween/triton (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05 % tween e 0,2 % triton) e mais 

duas com tampão TBS, todas estas por 10 minutos cada. 

 Uma etapa de imerssão overnight em tampão de bloqueio acrescido do anticorpo 

tetra-his (Cat No./ID: 34670, Qiagen) em uma proporção de 1:5000 foi realizada. 

Seguiram-se mais três etapas de lavagem por 10 minutos, as duas primeiras com tampão 

tween/triton e a última com o TBS. A membrana foi então imersa em uma solução 

contendo Anti-Mouse IgG (Product No. A4312, Sigma) diluído em tampão de bloqueio em 

uma proporção de 1:10000 por 1 hora, seguida por quatro lavagens de 10 minutos em 

tampão tween/triton. A membrana foi então corada usando-se uma solução de 44 µL NBT 

(7,5 % em 70 % de dimetilformamida) e 33 µL BCIP (5 % em 100 % de dimetilformamida) 

em 10 mL de solução tampão (100 mM Tris-HCl, pH 9,5, 100 mM NaCl e 5 mM MgCl2. 

 

4.1.10. Testes de atividade e inibição 

4.1.10.1. Chikungunya 

 

 A construção para expressão do substrato para o teste de atividade da protease de 

CHIK foi obtido com o professor Dr. Rolf Hilgenfeld no Instituto de Bioquímica da 

Universidade de Lübeck, Alemanha. Este consiste em uma tioredoxina seguida do sítio de 

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

 Na realização do ensaio as proteínas tiveram a concentração fixada do substrato (1 

µg) mas variada a massa da protease nsP2 (0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,5, 2, 3 e 4 µg) na 

presença e ausência de DTT 1 mM (0 e 1 µg). As amostras foram incubadas durante 2 

horas a 30 ºC, em tampão 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 50 mM NaCl e 1 mM EDTA, e após 

isso analisadas em gel de agarose 15 %.   

 

4.1.10.2. Zika 

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

 

 Realizou-se um teste de inibição preliminar onde a proteína NS3 foi colocada em 

proporpoção 1:2 em relação aos inibidores (Aprotinina, Benzamidina, Leupeptina, PMSF e 

BTCI), em que a proteína se encontrava em uma concentração de 20 µM. A proteína 

sozinha e com os inibidores foram mantidos à temperatura ambiente em quatro 

microtubos que tiveram suas reações paradas em diferentes tempos: 1 hora, 2 horas, 3 

horas e 16 horas por adição de tampão de amostra 1x (60 mM Tris-HCl pH 6,8, SDS 2 %, 

B-mercaptotanol 5% e azul de bromofenol 0,01%) e subsequente aquecimento a 95 ºC. 

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

 

4.1.10.2.2. Ensaios de atividade e inibição enzimática (ZIKV-NS3-Lub)  

 

 Os ensaios de atividade e inibição da protease de NS2b/NS3 ZIKV foram feitos 

utilizando-se o substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC (Peptides International), diluído 

em DMSO 100%. Um segundo estoque foi feito com DMSO 1%, sendo esta concentração 

usada durante os experimentos, para este processo este foi diluído em água Milli-Q 

obtendo-se uma concentração final de 200 μM. Os ensaios foram feitos em microplacas 

de 96 poços utilizando-se tampão Tris-HCl 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 37ºC com agitação inicial de 5 segundos e coleta de dados a 

cada 30 segundos durante 30 minutos. Para a realização do experimento foi fixado o 

comprimento de onda de excitação e emissão, 380 nm e 460 nm, respectivamente. Todos 

os experimentos foram realizados em triplicatas. O processamento e preparação dos 

gráficos foram realizados com o programa OriginPro v2015 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA).  A atividade enzimática foi determinada a partir da determinação 
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das velocidades iniciais. Para isso, as variações da intensidade de emissão de 

fluorescência em relação ao tempo foram convertidas a unidades de atividade enzimática 

katan (kat) ou a móis do produto 7-amino-4-metilcoumarina (AMC) formado utilizando uma 

curva de padrão (OLIVEIRA, 2018). 

 

4.1.10.2.2.1. Influência da concentração de enzima na atividade enzimática  

 

 No ensaio manteve-se fixa a concentração inicial não limitante de substrato (50 

μM) e variou-se a concentração da enzima (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 nM) nas 

mesmas condições experimentais anteriormente descritas. A atividade enzimática foi 

determinada e correlacionada linearmente com a concentração da enzima para 

determinar o intervalo de concentração ótimo da enzima para os experimentos. Da 

correlação linear foi determinada a atividade específica da enzima como a taxa de 

variação da atividade enzimática em relação à quantidade de enzima no ensaio.  

 

4.1.10.2.2.2. Gráfico de Michaelis-Menten  

 

 Os parâmetros cinéticos da enzima (Km e Vmáx) foram determinados a partir do 

gráfico de Michaelis-Menten. Para tal fixou-se a concentração de proteína em 20 nM e 

variou-se a concentração de substrato (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 

μM). Os dados obtidos foram utilizados para construção do gráfico. Os parâmetros 

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

 

V0 = Vmáx [S] / (Km + [S]) (2) 

 

onde V0 é a velocidade inicial da reação, Vmáx é a velocidade máxima da reação, [S] é a 

concentração do substrato e Km é a constante de Michaelis-Menten que pode ser 

entendida como a concentração do substrato na qual a atividade da enzima é igual à 

metade da velocidade máxima, ou seja, Vmáx/2. 

 Além disso, calcularam-se os valores de Kcat e de eficiência catalítica (EC) da 

protease NS3, utilizando-se as equações a baixo: 

 

Kcat = Vmáx/[Et] (3) 

EC = Kcat/Km (4) 
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onde [Et] representa o valor da concentração de enzima em nM. 

 

4.1.10.2.2.3. Ensaios de inibição da atividade enzimática 

  

 A atividade inibitória foi calculada mediante a determinação da metade do valor da 

máxima concentração inibitória (IC50) dos inibidores da NS2b/NS3 de DENV previamente 

testados (SILVA, 2012). Foram obtidas 4 moléculas (F0174-0048, F0745-1098, F0816-

0342 e F3165-0782) da empresa Life Chemicals (Ontário, Canadá) (figura 8). Durante os 

ensaios foram mantidas as concentrações de proteína e substrato fixas, respectivamente 

20 nM e 200 μM, enquanto variou-se a concentração do inibidor de 400 μM a 0,39 μM. 

Além disso o teste foi realizado com o inibidor Leupeptina nas mesmas concentrações. A 

partir dos gráficos construídos, foi possível calcular o valor da concentração inibitória 

média (IC50), a qual representa a metade do valor da máxima concentração inibitória. Os 

gráficos de atividade enzimática em presença de quantidades crescentes do inibidor 

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

 

 

Figura 8- Inibidores da protease de DENV obtidos para ensaio de inibição contra a 

protease NS2B/NS3 de ZIKV. 
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4.1.11. Ensaios de fluorescência 

 

 Foram feitas várias medidas de fluorescência da protease NS2b/NS3 de ZIKV 

(construção ZIKV-NS3-Bra) utilizando-se o espectrofluorímetro (Jasco FP-6500) 

incrementando-se a concentração de aprotinina. As proporções de proteína/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 excitação 

utilizado foi de 295 nm. Para análise retirou-se a contribuição do tampão e os valores 

referentes à aprotinina. Os gráficos foram gerados no software Origin.  

 

4.1.12. Ultracentrifugação analítica 

 

 Nos experimentos de ultracentrifugação analítica utilizou-se a análise de 

velocidades de sedimentação (UCA-SV) em que foram realizadas centrifugações a uma 

velocidade de 35.000 rpm em uma ultracentrífuga analítica ProteomeLab XL-A/XL- I 

(Beckman Coulter, EUA), equipada com um rotor de titânio An-60 Ti de quatro posições 

(Beckman, EUA). Equilibrou-se o rotor a 20 °C na câmara de vácuo antes do ensaio, e 

utilizou-se células de alumínio padrão com uma peça central de duplo canal e janelas de 

quartzo. Adquiriram-se os dados de absorbância a 215 nm e 280 nm com resolução radial 

de 20 μm, em intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra. Foram realizadas 

análises para as proteases de Flavivirus ZIKV (ZIKV-NS3-Bra) e DENV.  Para a primeira 

as amostras de proteínas pura foram mantidas em tampão 20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 230 

mM de NaCl e foram colocadas em três células com diferentes OD280nm 0,75, 1,12 e 1,50. 

Utilizou-se o software SEDENTERP (http://www.rasmb.bbri.org) para estimar o volume 

específico parcial da proteína (υ) no valor de 0,73014 e 0,726087, a densidade (ρ) no 

valor de 1,00910 e 1,0029 e a viscosidade (η) da solução calculado em 0,01031 e 

0,01002, para ZIKV e DENV respectivamente. As varreduras radiais coletadas foram 

analisadas usando o modelo de análise de distribuição contínua do Coeficiente de 

Sedimentação [c(s)] pelo software SEDFIT v14.7. A distribuição de MW e c(s) das 

proteínas foram calculadas utilizando-se o modelo global de análise de espécies do 

software SEDPHAT.  

 

4.1.13. Screening e refinamento de cristalização 
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 Os ensaios de cristalização foram iniciados utilizando-se uma metodologia de 

screening já estabelecida no Laboratório de Biofísica Molecular da Universidade de 

Brasília com o equipamento mosquito (TTP labtech) em placas de 96 poços na 

metodologia de gota pendurada por difusão de vapor, com três gotas por poço variando-

se suas composições misturando-se proteína e as soluções de cristalização nas seguintes 

proporções 200 nL + 100 nL, 100 nL + 100 nL, e 100 nL + 200 nL. As etapas de 

refinamento ocorreram em placas de 24 poços na metodologia de gota sentada por 

difusão de vapor.  

 

4.1.13.1. Zika 

 

 Foram realizados testes da proteína de NS2b/NS3 de ZIKV na concentração 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 proporção 1/1, com os kits JBScreen JCSG++ 1, 2, 3 e 4, todo 

em placa de 96 poços utilizando-se a técnica de difusão de vapor por gota suspensa 

(hanging drop). 

 No experimento com somente a protease, obtiveram-se cristais na condição 

Dioxano 10 %, sulfato de amônio 1,6 M e 0,1 M MES pH 6,5. Assim, realizou-se 

refinamento da condição utilizando-se placas de 24 poços em que variaram-se as 

concentrações de sulfato de amônio 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 concentrações da 

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

 

4.1.13.3. Chikungunya 

 

 O screening da condição de cristalização da protease nsP2 de CHIK foi feito com 

duas concentrações de proteína, 7,33 mg/mL e 12 mg/mL, mediante o uso de amicon 

ultra 15. Utilizaram-se os kits de cristalização Salt RX, PEG RX e PEG/ion (Hampton 

Research). Foram usadas placas de 96 poços utilizando-se o equipamento Crystal 
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Gryphon (Art Robbins Instruments) e a técnica de difusão 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 difração dos cristais de proteína foram realizadas em dois 

diferentes equipamentos. Na primeira foi utilizado o difratômetro D8 Venture (Bruker), 

equipado com o detector Photon II e sistema de ânodo rotatório microfocus TXS de cobre. 

Este se encontra localizado no Laboratório de Biofísica Molecular da Universidade de 

Brasília. Na segunda, foi utilizada a linha MX2 no Laboratório Nacional de Luz Síncroton 

(LNLS), situado em Campinas, que está 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 proteína nsP2 de MAYV com o 

programa Modeller (WEBB; SALI, 2016). A seleção das proteínas homólogas foi feita 

através de alinhamentos contra o banco de dados do PDB (Blast), na qual foram 

escolhidas as cadeias A, sendo as únicas cadeias disponíveis, das estruturas 2HWK 

(domínios protease e MTase da nsP2 de VEEV, com resolução 2,45 Å e 42,5% de 

identidade) e 3TRK (domínios protease e MTase da nsP2 de CHIK, com resolução 2,40 Å 

e 64,4% de identidade). Para o alinhamento múltiplo 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 análise das posições dos ângulos Φ (phi) e ψ (psi), usando o site RAMPAGE.  Além 

disso, utilizou-se o QMEAN (BENKERT; KÜNZLI; SCHWEDE, 2009) para análise de 

qualidade do modelo. 

 

4.2.2 Docking proteína-peptídeo 

 

 Experimentos de docking foram realizados com a proteína rígida, ou seja, somente 

o ligante teve a possibilidade de fazer a rotação dos ângulos torcionais entre seus 

átomos. Foram selecionadas as a estrutura de CHIK (3TRK) e MAYV (modelo). Foram 

desenhados peptídeos com os sítios de clivagem que tinham 10 resíduos de aminoácidos, 
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da posição P6 a p4’, sendo que estes possuem os sítios de clivagem específicos para 

cada protease em questão. Os sítios são referentes às sequências entre as proteínas 

virais nsP1-nsP2, nsP2-nsP3 e nsP3-nsP4 e podem. 

 

Tabela 4 – Sequência dos substratos das proteases nsP2 de MAYV e CHIK. 

Virus 
P6P5P4P3P2P1 / P1'P2'P3'P4' sequência do substrato 

nsP1/nsP2 nsP2/nsP3 nsP3/nsP4 

MAYV EFRAGA/GVVE LQAAGC/APAY LGRAGA/YIFS 

CHIK EDRAGA/GIIE VTRAGC/APSY LDRAGG/YIFS 

 

 

 O programa utilizado para a execução e as análises de docking foi o AutoDock 

Vina (TROTT; OLSON, 2010). Antes de realizar este experimento in silico prepararam-se 

tanto a proteína quanto o ligante para a execução, para isso utilizou-se o pacote 

MGLTools, o qual define as protonações dos resíduos. Primeiramente realizou-se a 

preparação da proteína/receptor, sendo assim, retiraram-se todas as moléculas de água 

da estrutura, e adicionou-se os hidrogênios polares (se estes não estão 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 são medidos em Å, o 

qual compreende toda a região do sítio ativo. 

 Após isso, realizou-se a preparação do ligante, ao carregar o composto no 

programa, automaticamente é detectada a carga do ligante, além disso, cada átomo 

presente na molécula é classificado e as ligações passíveis de rotação detectadas. Para 

realização dos experimentos selecionou-se um valor de exhaustiveness fixa de 8, com 

valor do num_modes de 20, relacionado ao número de poses selecionados no arquivo de 

saída, e o energy_range igual a 10. As análises das poses foram feitas utilizando-se o 

programa Pymol para gerar as imagens. 

 Os cálculos de afinidade de ligação entre a proteína e os substratos foram feitos 

pelo próprio AutoDock Vina. Este valor de energia livre de interação, com unidades de 

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

(5). 
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𝑠1=g(𝑐1 − 𝑐intra1)=g(𝑐inter1) (5) 

 

 Nesta equação, s é a afinidade (energia livre de interação), g uma função não 

linear, e cintra e cinter estão relacionados às contribuições obtidas entre as próprias 

moléculas e entre as diferentes moléculas (ligante e proteína), respectivamente. O valor 

de c, soma dos valores das interações intermoleculares e intramoleculares, pode ser 

obtido pela equação (6). 

 

c=∑ 𝑓titji<j (𝑟ij) (6) 

 

 Aqui, por sua vez, é observada a soma de um par de átomos i e j, sendo t o tipo do 

átomo, r as distâncias interatômicas e f um conjunto de funções de interação obtido a 

partir da equação (7). 

 

𝑓titj(𝑟ij) ≡ ℎtitj(𝑑ij) (7) 

 

 Nesta última equação, d está relacionado a distância entre as superfícies de dois 

átomos, i e j, onde rij é subtraído dos valores dos raios de van der Waals dos átomos i e j. 

Por sua vez, h é a soma de determinados pesos de três diferentes interações, um termo 

hidrofóbico (gauss 1 com peso de -0,0356), um termo de ligação de hidrogênio (gauss 2 

com peso de -0,00516), e um de repulsão (0,840), conforme as equações (8), (9) e (10). 

 

gauss1(𝑑)=e
−(𝑑 0⁄ .5Å)

2

 (8) 

gauss2(𝑑)=e
−((𝑑−3Å) 2Å⁄ )

2

 (9) 

repulsion(𝑑)=d2,ifd<0

repulsion(𝑑) = 0,ifd ≥ 0
 (10) 

 

 

4.2.3. Dinâmica molecular (MD) 

 

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

versão 5.1, com o campo de força 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 dinâmicas das 

proteínas sem ligante (50 ns) e com os peptídeos referentes aos sítios 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 resíduo P1 e o enxofre da cisteína catalítica e por 

bons resultados de score no docking. 

 Após isso, definiu-se a caixa periódica, um dodecaedro com distância mínima de 

0,7 nm entre a proteína e as bordas da caixa, e foi feita a solvatação, usando o modelo de 

água spc216, que levou à presença em torno de 60.000 moléculas de solvente por MD. 

Foi realizada a adição de íons, em geral oito íons de Na+. Realizou-se a minimização de 

energia com o algoritmo steepest descent. 

 Duas fases de equilibração foram feitas, a primeira era relacionada à temperatura 

(200 ps), na qual o sistema alcançou o valor de 300 K e ficou estável. Em seguida foi feita 

a segunda etapa de equilibração, a de pressão (200 ps). A etapa da MD produtiva foi feita 

logo depois utilizando-se versão compatível com GPU. 

 Os dados de RMSD e RMSF foram gerados por programas internos do Gromacs, 

gmx rms e gmx rmsf, respectivamente, e os gráficos foram gerados pelo programa Grace, 

utilizando a interface gráfica do usuário (GUI) xmgrace.  

 Gerou-se também, usando o programa gmx rama, os ângulos φ e ψ dos resíduos 

da proteína durante a dinâmica, os quais foram filtrados usando-se o comando grep do 

terminal linux para selecionar somente os valores referentes aos resíduos P3, P2, P1, P1’ 

e P2’ do substrato e, assim, um gráfico de Ramachandran foi gerado. Um script foi escrito 

para retirar as casas decimais dos valores de ângulos φ e ψ e dar o número de repetições 

dos mesmos, visando a confecção de um gráfico de Ramachandran 3D feito no programa 

Origin, este último foi feito somente para a glicina na posição P2. Além disso, foi gerado 

um gráfico com os valores dos ângulos 1 dos resíduos C478, H548 e S/C482, e 2 da 

H548, visando ver a variação dos mesmos na presença e na ausência dos substratos. 

Estas análises foram feitas tanto para CHIK quanto para MAYV. 

 

4.2.4. Docking proteína-proteína 

 

 O experimento de docking proteína-proteína, NS2b/NS3 de ZIKV com o inibidor de 

protease aprotinina, foi realizado utilizando o web server ClusPro (KOZAKOV et al., 2017). 
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O servidor faz um docking de corpo rígido selecionando 1000 resultados, agrupa os 

resultados próximos e seleciona os melhores scores para uma etapa de refinamento 

visando remover problemas como possíveis 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 interação com aprotinina, para se selecionar a pose 

mais próxima da encontrada interagindo com esta proteína homóloga. Os cálculos de 

superfície molecular acessível do resíduo W50 foram feitos utilizando-se o servidor WHAT 

IF (VRIEND, 1990). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Alguns dos genes das proteases dos diferentes arbovírus aqui estudados (NS3 de 

ZIKV e DENV, e nsP2 de CHIK e MAYV) foram expressos, e este processo foi otimizado 

para a obtenção de uma maior quantidade de proteína na fração solúvel. Primeiramente, 

as construções obtidas foram transformadas em diversas cepas de E. coli, e crescidas em 

placas de petri contendo meio LB com antibióticos para os quais os plasmídeos presentes 

ofereciam resistência (tanto os inseridos na transformação, quanto os presentes em 

algumas cepas), etapa na qual se selecionou somente micro-organismos com o 

plasmídeo para expressar nosso gene de interesse. 

 Realizou-se a expressão a 37ºC e a indução com 1 mM de IPTG visando em 

primeiro lugar verificar o correto funcionamento da transformação e a presença da 

proteína heteróloga na fração solúvel. As bandas de expressão das proteínas podem ser 

observadas na figura 9, todavia, estas estavam localizadas nas na fração insolúvel por 

estarem presentes nas amostras de pellet. A cepa BL21 (DE3) apresentou expressão de 

todos os genes (figura 9A), entretanto somente o nsP2 de CHIK apresentou expressão 

em outras cepas, BL21 (DE3) pLysE e Lemo21 (figura 9B e C). Em cepas como a 

BL21(DE3) Rosetta não foram observadas presenças claras de bandas de expressão das 

proteases (figura 9D). 
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Figura 9- Expressão dos genes nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3 de ZIKV a 37ºC na cepa 

de E. coli (A) BL21(DE3), (B) BL21(DE3) pLysE, (C) BL21(DE3) Lemo21, (d) BL21(DE3) 

Rosetta. P. I. marca o padrão de expressão antes da indução. P. as proteínas na fração 

insolúvel e S. na solúvel. 

  

 Objetivando-se obter as proteínas expressas na fração solúvel a temperatura do 

experimento foi reduzida para 19ºC. Observou-se que a protease tanto de CHIK quanto 

de ZIKV nessa nova condição de expressão puderam ser observadas em solução em 

quantidades significativas, entretanto a de MAYV não se mostrou com o mesmo sucesso, 

como se observa na figura 10. 
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Figura 10- Expressão e teste de solubilidade das proteínas nsP2 de CHIK e MAYV, e NS3 

de ZIKV na cepa BL21 (DE3) de E.coli à temperatura 19ºC a 1 mM de IPTG. P. I. marca o 

padrão de expressão antes da indução. P. as proteínas na fração insolúvel e S. na 

solúvel. 

 

 As etapas de otimização da expressão e purificação, bem como as diversas 

análises realizadas para cada uma das proteínas anteriormente citadas, são tratadas de 

forma específica a seguir. 

 

5.1. ALPHAVIRUS 

5.1.1. Experimentos in vitro 

5.1.1.1. Mayaro 

 

 A primeira etapa foi a transformação de diversas cepas de E. coli com o plasmídeo 

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 colônias de 

diferentes cepas cresceram em meio LB sólido contendo antibiótico a uma temperatura de 

37ºC. Confirmou-se que a protease de MAYV foi então expressa a 37ºC durante 6 horas a 

uma concentração de 1 mM de IPTG, porém, na fração insolúvel, o que ocorreu também a 

19ºC. 

 Na otimização da expressão, dentre as tentativas de obtenção dela na fração 

solúvel realizou-se redução de temperatura para 16ºC e de concentração de IPTG para 
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0,2 mM. A expressão foi realizada por oito horas e alíquotas foram coletadas a cada hora 

para posterior teste de solubilidade. Este experimento tinha como objetivo observar se 

nos momentos iniciais de expressão a baixa concentração de IPTG e temperatura era 

possível encontrar uma condição para produção da proteína solúvel. Observou-se a 

expressão crescente da proteína heteróloga (figura 11A), todavia a maior parte da 

amostra ainda foi observada no pellet (Figuras 11B e 11C).  

 

Figura 11- (A) Expressão e (B e C) teste de solubilidade das proteína nsP2 de MAYV na 

cepa BL21 (DE3) de E.coli a temperatura 16ºC a 0,2 mM de IPTG em meio LB. P. I. 

marca o padrão de expressão antes da indução. Pel. as proteínas na fração insolúvel e 

Sol. na solúvel. 

 

 Foram realizados outros testes alterando-se o meio de cultura usado durante a 

expressão. Utilizou-se também o meio autoindutor visando obter alguma condição de 

expressão onde a protease fosse expressa de modo solúvel. Este meio de cultura não 

possui a presença da molécula análoga de alolactose, o IPTG. A expressão ocorre 

através da redução dos níveis de glicose e a ativação do operon Lac pela presença de 
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lactose, o que leva ao consequente desacoplamento do repressor Lac que bloqueava a 

região promotora do operon em questão. Este meio, em geral, apresenta maior produção 

da proteína alvo e densidade celular por volume de cultura. Além disso, o mesmo possui 

menor taxa de formação de corpos de inclusão, 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 não foram observadas bandas claras de 

expressão na fração solúvel. 

 

Figura 12- Teste de solubilidade da expressão em meio autoindutor da protease nsP2 de 

MAYV. A) Apresenta a fração insolúvel (Pel.) e solúvel (Sol.) das amostras coletadas nos 

tempos 9h, 10h e 11h, B) e das referentes a 12h e 13h. 

 

 Devido a não obtenção da proteína na fração solúvel, foram feitos novos testes de 

expressão utilizando-se diferentes cepas com o mesmo plasmídeo pET-21a anteriormente 

utilizado, além disso, mudando-se a composição do tampão de lise de acordo com alguns 

estudos anteriormente publicados (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a). Este novo 

tampão é composto por 20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM ácido 

glutâmico, 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 adição 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 25ºC. Apesar disso, não foi observado nenhuma banda significativa na 

fração solúvel. Todavia, em análises de western blot usando anticorpos com 

especificidade para cauda da histidina foram observadas bandas na fração solúvel em 

tamanhos aproximados ao esperado em algumas cepas como: BL21, pLysE, pLysS e 

C43, como pode ser observado na figura 13. 

 

Figura 13- Análise por gel SDS-PAGE 15% da expressão em diversas capes de E. coli da 

protease nsP2 de MAYV corado por comassie (esquerda) e western blot (direita). Este foi 

realizado usando-se tampão contendo 20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 

200mM ácido glutâmico, 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) pLysE e BL21 (DE3) PlysS. P se refere à fração insolúvel da amostra e E à 

fração solúvel. 

 

 Alguns componentes do tampão utilizado poderiam explicar uma possível produção 

da proteína heteróloga na fração solúvel. Arginina e ácido glutâmico foram alguns dos 

componentes utilizados no tampão, estes têm sido apresentados em estudos como tendo 

a capacidade de inibir a agregação e precipitação, aumentarem a estabilidade da 

amostra, protegem de degradação proteolítica, além de auxiliarem na renaturação de 

proteínas. Uma das possíveis formas de ação é através da interação com cadeias laterais 

carregadas na proteína e também por auxiliar a cobrir resíduos hidrofóbicos expostos com 

porções alifáticas, o que poderia inibir a agregação. Observou-se também que o 

dipeptídeo ArgGlu em análises com lisozima e BSA gerou efeitos de hidratação 

preferencial, podendo ser outra possibilidade de explicação para as propriedades 
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apresentadas por estas moléculas. Todavia, altas concentrações de Arginina, acima de 

0,5 M, parecem realizar efeitos inversos, levando a desestabilização e diminuindo a 

temperatura de melting (GOLOVANOV et al., 2004; KITA et al., 1994; SHUKLA; TROUT, 

2011). 

 O glicerol foi outro componente utilizado no tampão de lise, o qual atua induzindo a 

compactação da proteína, reduz a flexibilidade (GONNELLI; STRAMBINI, 1993) e 

estabiliza conformações intermediárias da proteína (MISHRA; BHAT; SECKLER, 2007), 

aumentando assim a estabilidade da proteína. O modo pelo qual essa molécula atua tem 

sido alvo de diversos estudos que têm indicado que sua atuação como estabilizador se 

daria através da preservação da hidratação da proteína devido a fenômenos como o da 

hidratação preferencial e do volume-excluído, o qual excluiria preferencialmente o glicerol 

da camada de solvatação da proteína criando uma tendência de minimização da 

superfície proteica (HIRAI et al., 2018). Outra sugestão é que atue através da redução do 

número e do tamanho de espaços na estrutura proteica que poderiam acomodar 

moléculas de água (PRIEV et al., 1996). Além disso, este poliol inibe a agregação de 

proteínas impedindo tanto a exposição parcial do núcleo hidrofóbico quanto a redução do 

contato proteico. Isto foi observado durante análises por dinâmica molecular de proteínas 

na presença de glicerol, na qual algumas superfícies hidrofóbicas favorecem o contato 

com orientações anfifílicas desta molécula (VAGENENDE; YAP; TROUT, 2009).  

 Devido à presença dessas bandas foram selecionadas as cepas BL21 e pLysE 

para expressão em maiores volumes de meio de cultura e purificação por cromatografia 

líquida de afinidade a níquel, cujos resultados podem ser observados na figura 14. Em 

ambos os casos, pode ser observada uma banda na fração solúvel após a eluição com 

imidazol, todavia, a banda não se mostrou no tamanho esperado, visto que o tamanho da 

proteína é de 38,2 kDa, e as bandas observadas se aproximam mais do tamanho de 25 

kDa. 
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Figura 14- Análise da expressão e purificação da protease nsP2 de MAYV com 1 mM de 

IPTG, 25ºC e 14 horas por SDS-PAGE 15%. Este foi realizado usando tampão contendo 

20mM Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM ácido glutâmico, pH 7.1. A 

esquerda utilizando a cepa BL21 e a direita pLysE. PC refere-se a amostra antes da 

indução por IPTG, Pel a fração insolúvel, Sup a fração solúvel, FT a fração que não 

interagiu quando aplicado na coluna de níquel, os demais números à frações coletadas 

durante gradiente de imidazol. 

 

 Mesmo com essa diferença de tamanho as amostras foram concentradas e 

passou-se para a etapa de remoção da cauda de histidina utilizando a protease HRV3C. 

As amostras conjugadas foram então submetidas a cromatografia líquida usando coluna 

de GST para remoção da HRV3C. Entretanto, não foi observada uma diminuição do 

tamanho da banda após essa etapa. Este resultado pode ser observado na figura 15. 
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Figura 15- Análise por SDS-PAGE 15% da remoção de cauda de histidina da proteína 

nsP2 de MAYV pela HRV3C. PC se refere a amostra antes da indução por IPTG, Pel a 

fração insolúvel e Sup a fração solúvel durante a etapa de expressão. Prot+HRV mostra a 

proteína junto com a protease HRV3C, enquanto Prot se refere a proteína não tratada 

para remoção da cauda. Os números representam os diferentes tubos coletados após a 

remoção da HRV3C por coluna de GST. 

 

 O mesmo método de expressão e purificação, em que se utilizou um novo tampão, 

foi realizado na temperatura de 18ºC para as cepas que apresentaram bandas na fração 

solúvel. Todavia, observou-se padrão muito similar de expressão com a banda mais 

visível em um tamanho próximo a 25 kDa (figura 16). 
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Figura 16- Análise por SDS-PAGE 15% da expressão da protease nsP2 de MAYV usando 

diferentes cepas BL21, pLysE e pLysS. Este foi realizado em tampão contendo 20mM 

Tris-Hcl, 200mM NaCl, 200mM arginina, 200mM ácido glutâmico, pH 7.1. Pel se refere a 

fração insolúvel, Sup a fração solúvel durante a etapa de expressão, e FT com a amostra 

que não apresentou interação quando aplicada a coluna de níquel. Os valores referem-se 

à concentração de imidazol na qual a amostra foi eluida. 

 

 Devido ao fato de não serem obtidos resultados claros da expressão da protease 

nsP2 de MAYV foi então realizada a confecção de quatro outras construções, 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 questão adicionando-se 

novos sítios de restrição nas extremidades do gene, sendo estes BamHI e XhoI para 

pGEX e pet SUMO, e NdeI e XhoI para pET15b e pET28a. Estas foram então submetidas 

às etapas de amplificação do segmento gênico da protease de MAYV (figura 17A), 

clivagem pelas enzimas de restrição tanto dos vetores (figura 17B) quanto do material 

genético, ligação, transformação de cepas de E. coli. Selecionaram-se algumas colônias 

com o objetivo de confirmar a inserção do gene no plasmídeo através da técnica de PCR 

de colônia (figura 17C). 
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Figura 17- Clonagem do gene da fração protease nsP2 de MAYV nos vetores pGEX, pET 

SUMO, pET28a e pET15b. (A) Amplificação de seguimentos gênicos com adição de 

sequências para os sítios de restrição para as endonucleases NdeI, XhoI e BamHI. (B) 

Digestão dos vetores selecionados com enzimas de restrição. (B) PCR de colônia para 

demonstrar a inserção do gene nos vetores. 

 

 As novas construções foram então inseridas em cepa de E. coli BL21 DE3 visando 

testar a expressão da protease, em meio YT a 18ºC com 1 mM de IPTG por 16 horas. 

Todavia, durante estes testes iniciais de otimização não foram observadas em gel SDS-

PAGE 25% bandas claras de expressão dessa proteína, figura 18.  
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Figure 18- Análise da expressão de nsP2 de MAYV por SDS-PAGE 15% usando quatro 

diferentes vetores de expressão em bactéria E.coli, pET28a, pET SUMO, pGEX e pET 

15b. PC se refere a amostra antes da indução por IPTG, Pel a fração insolúvel, Sup a 

fração solúvel, FT a fração que não interagiu com quando aplicado à coluna de níquel, 

seguido pelas eluições a três diferentes concentrações de imidazol (50, 250 e 500 mM). 

 

 Outra técnica que foi utilizada visando obter a proteína solúvel foi a renaturação. As 

proteínas presentes na fração insolúvel passaram pelo processo de desnaturação com 

ureia 8 M seguido de purificação em condições desnaturantes e renaturação por diluição 

rápida. Após essas etapas, a proteína obtida nesse processo foi submetida a análise pela 

técnica de CD. Este experimento visava analisar a renaturação proteica por meio da 

estrutura secundária da nsP2. Estes resultados podem ser vistos na figura 19. 
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Figura 19- Espectro obtido pela técnica de CD da proteína nsP2 de MAYV após 

renaturação por diluição rápida. 

 

 O espectro da protease nsP2 demonstra a presença de estruturas secundárias na 

proteína renaturada, com destaque para o comprimento de onda 208 nm, sendo 

característico de folha-β, e o 222 nm, característico de α-hélice. A partir da deconvolução 

do espectro foi possível obter a composição de estrutura secundária da proteína. Estes 

dados e a comparação dos mesmos com proteínas homólogas podem ser observados na 

tabela 5. 

 

Tabela 5- Porcentagem de estrutura secundária de proteases de Alphavirus e da 

deconvolução dos dados do espectro da protease nsP2 de MAYV. 
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 A partir dos dados obtidos por CD, pode observar-se uma considerável diferença 

entre os padrões de estrutura secundária da protease nsP2 renaturada e outros estruturas 

de Alphavirus depositadas no banco de dados PDB e para o modelo estrutural calculado 

neste trabalho. É possível observar um decréscimo na porcentagem de α-hélices, e um 

acréscimo na de folhas-β e outros. Apesar de serem observadas análises de CD da 

porção protease ou da proteína nsP2 completa para alguns Alphavirus (COMPTON et al., 

2017; RAUSALU et al., 2016) não foram encontradas na literatura valores de estrutura 

secundária para comparação com os dados obtidos no presente trabalho. Todavia, os 

dados aqui obtidos parecem indicar que a porção protease em questão não apresentou 

um dobramento correto após ensaio de renaturação, mas são necessárias outras 

diferentes análises, como testes de atividade, para confirmação da capacidade catalítica 

da enzima renaturada. 

 

5.1.1.2. Chikungunya 

 

 Na etapa de purificação por cromatografia líquida de afinidade a níquel do gene 

nsP2 de CHIK, a amostra foi ressuspendida em tampão A (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl e pH 7,5) e aplicada na coluna. Realizaram-se lavagens com soluções com 

concentração de imidazol crescentes (50 mM, 100 mM e 250 mM), mas a proteína em 

questão foi eluída somente na lavagem com 500 mM de imidazol. O pico de eluição da 

proteína foi dividido em quatro tubos falcon, com diferentes concentrações de proteínas 

(figura 20A). As amostras purificadas foram submetidas a uma etapa de purificação por 

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

líquida de afinidade a níquel. (B) Purificação por exclusão molecular. P. marca a fração 

insolúvel localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os números em mM são 

referentes à concentração de imidazol na qual as amostras foram eluídas da coluna. O 

p1, p2, p3 e p4 representa frações de um mesmo pico que foi eluído. Purif. Refere-se a 

amostra purificada por cromatografia líquida de afinidade a níquel antes de ser aplicada 

na coluna de exclusão molecular. 

 

 Nos géis SDS-PAGE 12% das purificações foi observado que bandas mais fracas 

se localizavam acima da banda da proteína heteróloga, sendo assim essas bandas foram 

cortadas e levadas para análise por MALDI para confirmação da identidade e pureza da 

proteína. Todas as quatro bandas analisadas, em todas elas somente peptídeos 

referentes à proteína nsP2 de CHIK foram identificados.  

 Entretanto, a mesma metodologia foi testada outras vezes mas não foram obtidos 

os mesmos resultados de purificação, sendo assim, outra condição foi usada, na qual 

variou-se o tampão de lise e ligação, a nova composição usada continha 20mM Tris-HCl, 

200mM NaCl, 200mM arginina e 200mM ácido glutâmico, 5% glicerol e pH 7,1, o qual se 

baseou em trabalhos previamente publicados tanto de proteases de chikungunya quanto 

de proteínas homólogas (HU et al., 2016; SAISAWANG et al., 2015a). Os resultados da 

expressão e purificação podem ser observados na figura 21. 
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Figura 21- Expressão e purificação da proteína nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatográfico da 

purificação por gradiente de imidazol em coluna de níquel. O limite de detecção é de 0,5 

AU, a linha Azul se refere à absorbância (AU) e a linha vermelha a concentração de 

imidazol, de 0 a 500 mM. B) Gel de poliacrilamida 15% apresentando a expressão e 

purificação, onde PC corresponde às células antes da indução com IPTG, Pel e Sup ao 

pellet e sobrenadante após a expressão e FT à fração que não interagiu com a coluna de 

níquel. A numeração 1 a 10 se refere às frações eluídas durante o gradiente de imidazol 

da purificação. 

 

 Como a proteína apresentava um bom grau de pureza seguiu-se para a etapa da 

remoção da cauda de histidina utilizando a protease HRV3C, a remoção foi então 

analisada em gel de agarose 15% (figura 22A). Visando realizar a separação da nsP2 de 

CHIK, seguiu-se de uma purificação em coluna de GST, para retirada da HRV3C, e de 

níquel acopladas. Devido à permanência de uma pequena banda referente a protease 

HRV3C a etapa da aplicação da amostra em coluna de GST teve de ser repetida. Os 

resultados destas duas últimas etapas podem ser vistos na figura 22B e C. 
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Figura 22- Remoção da cauda de histidina da nsP2 de CHIK. A) Gel SDS-PAGE 15% 

referente à etapa de incubação com a protease HRV3C. B) Separação da HRV3C por 

coluna de GST e de nsP2 com cauda de histidina usando coluna de níquel. GST FT 1 a 3 

se referem às proteínas que não interagiram com a coluna de GST, GSH se refere à 

eluição das proteínas que interagiram com a coluna de GST, e os poços 50, 250 e 500 

mM se referem a três lavagens com diferentes concentrações de imidazol da coluna de 

níquel acoplada. C) Reaplicação da nsP2 em coluna de GSH em diferentes volumes (15, 

10 e 5 µL) aplicados no gel após purificação em coluna de GST de duas diferentes 

frações. 
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 Com a purificação da proteína otimizada, seguiu-se para a produção do substrato 

da mesma objetivando a análise de atividade da protease. O substrato composto por uma 

tioredoxina seguido do sítio de clivagem entre as proteínas nsP3/nsP4 da protease de 

CHIK foi purificado inicialmente por cromatografia líquida em coluna de níquel, figura 22A 

e B. A etapa seguinte foi de refinamento da purificação, na qual foi utilizada uma coluna 

de troca aniônica (HiTrap Q HP), figura 23C e D. 

 

Figura 23- Expressão do substrato da protease nsP2 de CHIK. A) Perfil cromatográfico da 

purificação por gradiente de imidazol usando-se coluna de níquel. O limite de detecção é 

de 0,5 AU, a linha azul refere-se à absorbância da amostra (AU) e a vermelha à 

concentração de imidazol (0 a 500 mM). B) SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de 



85 

níquel. Pel e Sup referem-se ao pellet e ao sobrenadante obtidos durante as etapas de 

lise e centrifugação, FT às proteínas que não interagiram com a coluna de níquel e os 

números de 1 a 9 às amostras eluídas em diferentes concentrações de imidazol. C) Perfil 

cromatográfico da purificação por troca aniônica (HiTrap Q HP). D) SDS-PAGE 15% das 

amostras purificadas na etapa de purificação pela coluna de troca aniônica usando 

gradiente de NaCl (0 a 500 mM). Os números de 5 a 12 referem-se as amostras eluídas 

nas diferentes concentrações de NaCl. 

 

 Realizou-se a etapa da análise de atividade da protease nsP2 de CHIK 

anteriormente purificada, onde variou-se a massa da protease mantendo-se fixa a do 

substrato na presença e ausência de DTT. Observou-se que a protease em questão 

apresenta atividade contra o substrato, este que apresenta um dos sítios de clivagem da 

nsP2 de CHIK, entre as proteínas nsP3 e nsP4. Este resultado indica que a proteína 

apresenta o dobramento correto, o qual permite a clivagem da cadeia polipeptídica em 

sítio específico. O gel contendo o resultado do ensaio pode ser observado na figura 24. 

 

Figura 24- SDS-PAGE 15% mostrando o ensaio de atividade da nsP2 de CHIK. Variação 

de massa de protease de 0 a 4 µg com valores fixos de substrato. Os poços marcados 

com “No DTT” não apresentavam DTT, todavia os dois poços finais apresentam uma 

concentração de 1 mM de DTT.  

 

 Diferentes tipos de testes de atividade já foram utilizados para diversas proteases 

de Alphavirus, alguns dos quais não apresentaram bons resultados. Em se tratando de 

substratos peptídicos para CHIK, não foi possível observar a atividade proteolítica da 

proteína quando substratos eram tripeptídeos (SAISAWANG et al., 2015a). Resultados 
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semelhantes foram obtidos para SFV, onde construções de substratos com menos que 10 

aminoácidos do sítio de clivagem não eram digeridas pela protease. Este trabalho 

apresentou construções semelhantes a usadas no presente trabalho onde o sítio de 

clivagem foi acoplado a uma tiorredoxina (MERITS et al., 2001). Além disso, a mesma 

ideia foi utilizada ao acoplar com a proteína de ligação a maltose (MBP) para as proteases 

de SFV, vírus da encefalite equina venezuelana (VEEV) e vírus Sindbis (SIN) (ZHANG; 

TÖZSÉR; WAUGH, 2009). Outros substratos chamados de FRET substrates foram 

construídos com 17 e 25 resíduos correspondendo a região dos sítios de clivagem destas 

proteases flanqueados por proteínas fluorescentes ciano (CFP) e amarela (YFP) (HU et 

al., 2016). Estes resultados parecem indicar a grande importância para a atividade desta 

endo-protease de regiões mais distantes do sítio de clivagem, sendo necessário estudos 

dos aminoácidos que compõem estes locais e de suas interações com a protease. 

 Pode ser observado que a protease apresenta melhor atividade na presença de 

ditiotreitol (DTT), pois não é observada mais a banda referente ao substrato enquanto 

esta é parcialmente encontrada na ausência desta molécula. O DTT é amplamente 

utilizado com a função de reduzir pontes dissulfeto, auxiliando assim na manutenção da 

estabilidade e prevenir agregação da proteína (ALLIEGRO, 2000; ULLAH et al., 2016). 

Outro fator que pode auxiliar na explicação desse resultado é o fato de cisteino proteases 

poderem ser inativadas durante seu armazenamento devido a oxidação do seu grupo tiol 

por moléculas como peróxido de hidrogênio (H2O2), dióxido de nitrogênio (NO2), 

hidroperóxidos orgânicos, ou por alguns radicais como carbonato, peroxil, fenoxil, entre 

outras moléculas. Sendo assim, a adição de agentes redutores visando uma melhora na 

atividade dessas proteases parece se mostrar viável, o que é corroborado pelos 

resultados de nosso trabalho (KLEIN; ANSTEE, 2014; TURELL; ZEIDA; TRUJILLO, 

2020).  

 Outra molécula presente no tampão, 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 íons metálicos (OVIEDO; RODRÍGUEZ, 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 específica, 

testes com a protease de CHIK na presença de alguns ions metálicos já foram realizados. 

Pastorini e colaboradores mostraram que a atividade da protease foi inibida na presença 

de 2mM de Zn e Cu, além da resistência a inibição por EDTA. Todavia, Saisawang e 

colaboradores observaram a atividade da fração protease e da proteína completa, para os 
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três deferentes sítios de clivagem (nsP1/2, nsP2/3 e nsP3/4) na presença de Co, Cu, Mg, 

Ni e Zn. Para a grande maioria dos sítios não foi observada diferença entre as duas 

construções, somente para Zn é que pareceu aumentar a atividade da nsP2 completa e 

reduzir a atividade somente da fração protease para o sítio nsP3/4, e Co que demonstrou 

um incremento na atividade de clivagem do sítio nsP1/2 e uma redução no nsP2/3, 

entretanto não foi observada a inativação da protease (PASTORINO et al., 2008; 

SAISAWANG et al., 2015a). São necessários mais testes na presença desses íons para 

verificar a capacidade de inibição dos mesmos para proteases de CHIK e para outros 

Alphavirus. Devido a esta possibilidade de inibição, a presença de EDTA no experimento 

visou uma atividade ótima da protease. 

 O modelo de teste de atividade usado no presente trabalho, apesar de demonstrar 

a atividade da protease heteróloga, não permite comparações em termos de eficiência de 

clivagem com resultados anteriormente publicados devido à impossibilidade de calcular os 

parâmetros cinéticos enzimáticos. 

 

5.1.2. Experimentos in silico 

 

 Realizou-se uma modelagem por homologia da proteína nsP2 de MAYV, a única 

dentre as proteases em questão 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 confecção do modelo, 

utilizou-se alinhamento múltiplo o qual está presente em anexo. 

 Vários foram os critérios para seleção do modelo e análise da qualidade do 

mesmo. Primeiramente utilizaram-se os scores presentes no próprio modeller (molpdf 

8613.64062 e DOPE score -38694.914062), sendo que o modelo selecionado obteve 

valores bons de ranqueamento para ambos. Além disso, em relação às análises de 

qualidade, tanto no diagrama de Ramachandran, 96,9% dos resíduos tiveram seus 

ângulos Phi (φ) e Psi (ψ) em regiões favoráveis, somente (0,3% em regiões 

desfavoráveis), o resíduo A727 localizado em uma região de loop do domínio Mtase 

distante da região do sítio ativo. Quanto ao qmean, o modelo apresentou bons resultados. 

Estes dados podem ser vistos na figura 25. Além disso, a figura do modelo sobreposto as 

estruturas cristalográficas usadas para confecção do modelo pode ser visto na figura 26. 
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Figura 25- Análises para a qualidade do modelo selecionado da protease nsP2 de MAYV. 

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

qmean. 
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Figura 26- Sobreposição das proteases nsP2 dos Alphavirus CHIK (ciano, PDB 3TRK), 

MAYV (rosa, modelo por homologia) e VEEV (verder, PDB 2HWK). O quadro destaca os 

resíduos que compõe o sítio ativo (C478, C/S/A482 e H548). O resíduo 482 é uma C, S e 

A em MAYV, CHIV e VEEV, respectivamente. 

 

 O modelo da protease de MAYV ainda foi submetido a dinâmica molecular, sem 

nenhum ligante por um tempo de 50 ns. A proteína apresentou uma estabilização dos 

valores de RMSD durante a dinâmica a partir do tempo de 35 ns quando comparado as 

posições iniciais da MD (figura 27A). Foi analisada também a movimentação das diversas 

regiões da proteína através da análise de RMSF (figura 27B), onde constatou-se que, 

excluindo-se as extremidades que apresentam valores maiores, os resíduos entre 658 a 

668, os quais representam um grande loop em uma região acessível ao solvente presente 

no domínio Mtase, apresentaram um valor de RMSF mais alto. Todavia as regiões da 

protease, as demais importantes para interação no sítio ativo e as estruturas secundárias 

que compõe esta protease se mantiveram relativamente estáveis. 
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Figura 27- Gráficos de (A) RMSD e (B) RMSF do dinâmica molecular realizada com o 

modelo apo nsP2 de MAYV.  

 

 Realizou-se um alinhamento múltiplo entre diversos peptídios com sítios de 

clivagem das proteases nsP2 de variados Alphavirus. Nesse alinhamento observou-se 

que a glicina posicionada na posição P2 dos substratos é conservada em todos os sítios 

(figura 27A). Além disso, a alanina na posição P3 também apresentou um alto grau de 

conservação. A importância dessa glicina já foi levantada em artigos anteriores, frisando a  

alta conservação da posição P2 do substrato em cisteino proeases e apontando que esta 

glicina se localiza em VEEV entre W478 e I542, o que dificultaria o posicionamento de 

resíduos 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 peptídeos com 10 aminoácidos (P6-P4’), os quais 

apresentavam os sítios de clivagem específicos das proteínas em questão (nsP1/nsP2, 

nsP2/nsP3 e nsP3/nsP4). Esta quantidade de aminoácidos na composição dos peptídeos 

foi escolhido devido a resultados experimentais anteriores onde não foi possível observar 

clivagem dos substratos compostos por tripeptídeos (SAISAWANG et al., 2015a) e nem 

em construções de substratos com menos que 10 aminoácidos do sítio de clivagem 

(MERITS et al., 2001). Sendo assim, seria possível observar importantes interações que 

poderiam ocorrer em regiões mais distantes do resíduo que sofre o ataque nucleofílico. 

No resultado desse experimento observou-se que poses dentre os maiores valores de 

score alcançados posicionavam a glicina P2 do substrato em uma fissura bastante 

estreita na superfície dessa proteína, como pode ser observado na figura 28B.  

 



91 

Figura 28- (A) Alinhamento múltiplo entre diversos peptídeos substratos de Alphavirus. 

Glicina da posição P2 em vermelho e posição P3 em amarelo, ocupada preferencialmente 

por uma alanina. (B) Posicionamento da glicina P2 em uma fissura na superfície da 

protease nsP2 de CHIK (3TRK). Peptídeo NSP1/nsP2em verde, glicina em laranja com 

raio de van der Waals representado por esferas. 

 

 Um alinhamento múltiplo de proteases nsP2 dos Alphavirus foi realizado (anexo), 

com objetivo de observar regiões altamente conservadas. Observou-se que alguns 

resíduos que compõe a fissura onde a glicina P2 se localiza são conservados em todas as 

sequências (C478, W479, S513, H548 e W549), outros altamente conservados (A475, 

A511, Y512, Y544, L669/670, M702/703 e M706/707) e também por resíduos variáveis 

nas diferentes sequências (K476/N476, N547 e D668/E669) (figura 28). Estes resíduos 

que foram selecionados MAYV/CHIK estavam distantes até 5 Å dos resíduos conservados 

P3 e P2 dos substratos. Observa-se assim que não somente a posição os substratos se 

mostram conservados, mas o sítio onde esses parecem se posicionar também se 

apresenta altamente conservado nos Alphavirus. Sendo assim, não somente dois 

resíduos seriam responsáveis por acoplar a glicina P2, mas outros resíduos altamente 

conservados são necessários para construção de um arcabouço para o posicionamento 

do substrato, em especial da glicina conservada P2. Estes dados foram observados 
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também durante o docking e dinâmica molecular. 

 

 

Figura 29- Modelo da protease nsP2 de MAYV colorido por níveis de conservação dos 

resíduos. Em vermelho os resíduos conservados em todos os Alphavirus analisados, em 

vermelho claro resíduos altamente conservados e em brancos resíduos variáveis no 

alinhamento múltiplo. Os stick verdes representam uma pose calculada do peptídeo 

contendo o sítio de clivagem nsP2/nsP3 de MAYV, representada apenas pela cadeia 

principal do P5-P1’. A) Modelo da região protease da nsP2 de MAYV em interação com o 

peptídeo. B) Resíduos que compreendem a fissura responsável por reconhecer o 

substrato. C) Visão da figura B após rotação de 90º em eixo paralelo a cadeia principal do 

peptídeo.  

 

 A lista dos resíduos que compõe cada subsítio responsável por interagir com cada 

resíduo 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 resíduos 

do substrato P6, P5, P2’, P3’ e P4’ de CHIK e os dados de MAYV, tanto obtidos a partir do 

docking quanto das análises de dinâmica molecular.  

 Uma das análises que foram utilizadas para observar possíveis resíduos 

importantes para o contato entre enzima e substrato foi a de tempo de existência das 

interações de hidrogênio durante a dinâmica molecular. As durações de interações estão 

aproximadamente marcadas na tabela 6 e 7. Dentre estas alguns contatos se mostraram 

bastante representativos durante a análise. Para CHIK observou-se a interação entre o 

nitrogênio da cadeia principal do resíduo catalítico C478 e o oxigênio da glicina da 

posição P1, este ocorreu por aproximadamente 70% do tempo analisado. Outras 

interações importantes foram entre o nitrogênio da cadeia lateral do W549 e o oxigênio da 

alanina P3, por 75% do tempo, e o oxigênio da cadeia principal da N476 e o nitrogênio da 

isoleucina P2’, 60% do tempo. Em se tratando das análises da nsP2 de MAYV as 

interações com maior tempo foram, em primeiro lugar, entre o oxigênio da cadeia principal 

do N547 e o nitrogênio da cisteina P1 e o oxigênio da cadeia principal da Y512 e o 

nitrogênio da glicina P2, ambos por aproximadamente 91%. Outro contato importante foi 

entre o oxigênio da cadeia lateral do Q705 e o nitrogênio tanto da cadeia principal quanto 

lateral da glutamina P5, com tempos superiores a 80%. Por último, o contato ocorreu 

entre o nitrogênio da cadeia lateral do W549 e o oxigênio da alanina P4, por 76% do 

tempo analisado. A tabela com todos os tempos de ligação de hidrogênio entre a nsP2 de 

CHIK e MAYV e os respectivos substratos analisados pode ser encontrada nas tabelas 5 

e 6. 
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Tabela 6- Tempo de existência das ligações de hidrogênio da MD de CHIK com substrato 

CHIKs34.  

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

1% e 9%. 

 

 

Tabela 7- Tempo de existência das ligações de hidrogênio da MD de MAYV com substrato 

MAYVs23. 
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Obs. Em vermelho resíduos acima de 90%, em rosa resíduos entre 89% e 50% do tempo, 

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

 

 Alguns dos resíduos citados anteriormente têm sido apontados na literatura como 

importantes para o contato com o substrato: o Y512 e o W549. O primeiro já havia sido 

determinado como importante na estabilização da glicina P2 conservada e o segundo um 

resíduo volumoso e conservado nos Alphavirus, este tem se mostrado importante na 

definição do motivo de especificidade a glicina (GSM) (RUSSO et al., 2010; RUSSO; 

WHITE; WATOWICH, 2006). O resíduo N547 também se mostrou relevante no contato 

com o substrato, já que uma mutação do mesmo para alanina demonstrou uma redução 

da atividade catalítica da enzima. Este já havia sido sugerido como um importante para o 

contato com o substrato devido apresentar interação com o resíduo da posição P1 

(RUSSO et al., 2010). O N547 se posiciona em um importante loop flexível entre as fitas 

β1 e β2 compostas pelos resíduos 544 a 549, dentre os quais também possui outros 

resíduos de grande importância como o H548, o qual compõe a díade catalítica, e o 

W549. Além disso, ele cobre a região do sítio ativo atuando como uma possível “porta” 

para o acesso do substrato, apresentando valores de B factor mais elevados que as 

demais regiões do GSM possuindo também variações na posição quando comparada as 

estruturas de Alphavirus depositadas, demonstrando assim ser uma região de maior 
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flexibilidade. Sendo assim, este tem se mostrado crucial no auxílio do posicionamento e 

na interação com o substrato (NARWAL et al., 2018). Os resíduos que interagiram com os 

sítios P5 e P2’ do substratos não haviam sido ainda reportados na literatura já que as 

análises in silico anteriores não abrangiam estas regiões, estes contatos podem ajudar a 

mostrar a importância de resíduos mais distantes do sítio de ataque nucleofílico para a 

estabilização do substrato. 

 

 

 

Tabela 8- Resíduos que compõe os subsítios S4’ - S6 para as proteases nsP2 de 

Alphavirus VEEV, CHIK e MAYV. 
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Obs¹- As marcações com * representam resíduos de CHIK que não estavam incluídos na publicação base 

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

Obs²- As cores marrons e vermelhas representam tempos calculados de tempo de existência de ligações de 

hidrogênio, onde a primeira representa interações que ocorreram por menos que 10% do tempo simulado e 

a segunda porcentagens superiores a esta. 

 

 A região de contato entre a protease nsP2 e os seus respectivos substratos têm 

sido estudada usando-se ferramentas in silico para o Alphavirus VEEV com  

pentapeptídeos e por outros ensaios in vitro para outros Alphavirus como CHIK, VEEV, 

SIN e SFV como anteriormente discutido. Em nossas análises observamos a interação de 

decapeptídeos para CHIK e MAYV. Tem-se observado que a alta conservação dos 



98 

resíduos P3 e P2, alanina e glicina respectivamente, apontam para um sítio de interação 

estreito na protease no qual resíduos mais volumosos resultariam em choques estéricos 

(LULLA et al., 2006; RUSSO et al., 2010; RUSSO; WHITE; WATOWICH, 2006). Este sítio 

de interação tem sido apontado para a mesma região calculada no docking do presente 

trabalho, a qual se localiza em uma fissura estreita entre os domínios protease e MTase, 

este tem sido denominado motivo de especificidade a glicina (GSM) (GOLUBTSOV; 

KÄÄRIÄINEN; CALDENTEY, 2006; HU et al., 2016). Sendo assim, com base na literatura 

atual a explicação para a conservação dessa glicina em P2 e da alanina em P3 baseia-se 

no tamanho dos resíduos para o encaixe no sítio. 

 Outra possibilidade para a explicação da alta conservação da glicina seria a 

necessidade dos ângulos φ e ψ do resíduo se manter em conformações não permitidas 

para outros resíduos. Para analisar essa conjectura realizou-se experimentos de dinâmica 

molecular com a glicina dos substratos posicionados na fissura, tanto para a estrutura 

cristalográfica de CHIK (3TRK), quanto para o modelo da nsP2 de MAYV. Com esses 

dados foram gerados gráficos observando os valores desses ângulos diedros durante as 

dinâmicas para os resíduos P3, P2, P1, P1’ e P2’ do substrato (figura 30). Observa-se 

também a figura 31, onde está representado o gráfico de Ramachandran tanto 2D quanto 

3D da glicina P2 na dinâmica molecular. 
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Figura 30- Valores dos ângulos φ e ψ dos resíduos P3, P2, P1, P1’ e P2’ dos substratos 

peptídicos de CHIK e MAYV durante as análises de MD. As linhas em preto referem-se 

aos valores de φ e as em vermelho a de ψ. 

 

 Através da figura 30 é possível ver que em geral o substrato interagindo com a 

protease de MAYV pareceu se mostrar mais estável no decorrer do tempo. Observou-se 

também que os resíduos P3 e P2’ mantiveram-se mais estáveis durante o decorrer do 

tempo tanto para CHIK quanto para MAYV. Entretanto, os resíduos P2 e P1 de CHIK 

apresentaram variações nos valores dos ângulos diedrais analisados, enquanto este 

mesmo efeito não foi observado para no caso de MAYV. O resíduo P1’ de ambos 

apresentaram comportamentos semelhantes, onde o φ se posicionou entre os valores de 

-60º e -180º, mas o ψ apresentou maior estabilidade. 

 Valores dos ângulos φ e ψ da glicina correspondente as conformações não 

permitidas para outros resíduos são usualmente apresentados em loops ou β-turns e no 

início ou final de hélices e fitas-β possibilitando mudanças bruscas na direção da cadeia 

polipeptídica (LAKSHMI et al., 2014). Além disso a flexibilidade conferida por este resíduo 

a um loop catalítico é essencial para a atividade proteolítica de proteases aspárticas como 

a pepsina, mesmo a mutação por aminoácidos ainda pequenos como a alanina reduz 

significativamente a atividade enzimática (OKONIEWSKA; TANAKA; YADA, 2000). No 

caso do presente trabalho os ângulos da glicina P2 mantiveram-se em posições não 

permitidas para os demais resíduos na maior parte do tempo da dinâmica para CHIK, 

todavia isso não foi observado para MAYV, como pode ser apreciado nas figuras 30 e 31. 

Estes resultados sugerem que a posição desses ângulos em posições não 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 posições intermediárias do 

substrato durante as etapas da lise, sendo estas as etapas bastante difíceis de serem 

simuladas. Vale ressaltar que esta hipótese levantada não exclui a primeira, relacionada 

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

substrato peptídico da proteína nsP2 durante análise por dinâmica molecular de (A) CHIK 

e (B) MAYV. 

 

 Além dos ângulos φ e ψ, foram também analisados os valores dos ângulos χ1 dos 

resíduos C478, H548 e S/C482, e χ2 da H548. Observou-se nessas análises uma 

diferença entre as dinâmicas moleculares com ou sem os peptídeos/substratos, pois no 

primeiro caso os valores de χ1 dos resíduos que compõe o sítio catalítico da enzima 

C478, H548 e χ2 da H548 apresentaram maior estabilidade quando comparados com os 

das dinâmicas onde os substratos estavam ausentes. Os valores foram ~60º para χ1 da 

C478, ~180º para o χ1 da H548 e ~60º para o χ2 da H548. Por sua vez, quando os 

peptídeos não estavam presentes os valores dos ângulos apresentaram uma tendência a 

maior variabilidade. Estes resultados podem ser observados na figura 32. 
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Figura 32- Valores dos ângulos χ1 dos resíduos C478, H548 e S/C482, e  χ2 da H548 

durante as análises de MD das nsP2 de CHIK e MAYV. 

 

 Sabe-se que a interação de ligantes com a proteína induzem re-arranjos na 

estrutura da proteína, isto pode ocorrer de um modo particular através de movimentos e 

re-organização 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 resíduos que compõe o sítio ativo da nsP2. O valor do ângulo χ1 da 

C478 em aproximadamente 60º, a qual ficou estável na maior parte do tempo na 

presença dos substratos peptídicos, posiciona o enxofre da cisteína para a direção da 

fissura/substrato enquanto os ângulos levariam-no a apontar para outras direções (figura 

32). Esta observação, juntamente com outras análises aqui realizadas como a de tempo 

de existência das ligações de hidrogênio, demonstram que a presença do substrato 



103 

estabiliza a cadeia lateral dessa cisteína por intermédio de contatos diretos com o 

substrato. Já por sua vez, os ângulos χ1 e χ2 da H548 na presença dos substratos levam-

na a se posicionar de tal formar que o nitrogênio ND1 direciona-se ao C478, o que parece 

fazer sentido com o mecanismo catalítico da enzima, pois este é o nitrogênio responsável 

por remover o próton da cisteína para a realização do ataque nucleofílico. 

 

Figura 33- Posições do resíduo C478 com diferentes valores dos ângulos χ1. Em verde o 

ângulo é aproximadamente 60º, em ciano 180º e em magenta -60º. 

 

 Entretanto, não foi possível observar a mesma estabilidade no valor dos ângulos χ1 

dos resíduos S/C482 ao se comparar as dinâmicas com e sem o peptídeo contendo o 

sítio de clivagem dessas proteases. Tem-se discutido atualmente em relação a possível 

atuação deste resíduo, o qual teria a capacidade de manter a atividade proteolítica da 

nsP2 de CHIK na ausência da C478, apresentando assim uma díade catalítica 

intercambiável (SAISAWANG et al., 2015b). Esta poderia ser uma característica também 

da protease de MAYV, já que este apresenta uma cisteína na posição 482.  

 Todavia, diferentes análises posteriores não encontraram evidências da 

capacidade da protease de manter a atividade catalítica de clivagem dos substratos na 

ausência da C478, ou seja, a mutação do resíduo 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 resíduo não possui atividade 

proteolítica, tendo em vista que este não apresentou nenhuma diferença de estabilidade 

do χ1 na presença dos substratos, algo que ocorreu nos demais resíduos que compõe a 

díade catalítica. Além disso, caso seja demonstrada essa atividade, serão necessários 

outros modelos de interação entre proteína e o substrato pois seria preciso uma 

movimentação da cadeia principal deste para o contato com o resíduo 482, o que 

provavelmente deslocaria a glicina P2 do contato com o GSM. 

 Durante o experimento de dinâmica molecular das proteases nsP2 de MAYV e 

CHIK com o substrato foi calculada também a distância entre o carbono da carbonila do 

resíduo P1, que sofre o ataque nucleofílico, e o átomo de enxofre do resíduo catalítico 

durante todo o tempo da dinâmica, como pode ser observado na figura 34. A distância se 

manteve estável durante o decorrer de ambas dinâmicas, com um valor entre 3 Å e 4 Å 

durante a maior parte do tempo, aumentando para distâncias de 5 Å no final da dinâmica 

com a estrutura de CHIK.   

 

Figura 34- Distância entre o carbono da carbonila do resíduo P1 do substrato e o átomo 

de enxofre da cisteína do modelo da protease nsP2 de MAYV e da estrutura de CHIK.  
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 Sendo assim, as poses selecionadas do contato entre o substrato no sítio ativo de 

MAYV e CHIK não somente estavam com distâncias próximas 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 são os diferentes parâmetros cinéticos entre os substratos de CHIK, 

apresentando preferência pelo sítio nsP2/nsP3 (SAISAWANG et al., 2015). Os nossos 

resultados de docking mostram que a cisteína no resíduo P1 desse sítio pode auxiliar a 

estabilizar o substrato através de ligações de hidrogênio através da cadeia lateral com 

resíduos próximos como N476 e N547. Isto não poderia acontecer nos demais substratos 

por ser a posição P1 ocupada por resíduos apolares, alanina no nsP1/nsP2 e glicina 

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

 

Figura 35- Interação entre a nsP2 de CHIK (ciano) (3TRK) e diferentes substratos 

peptídicos. nsP2/nsP3 (roxo) e nsP3/nsP4 (cinza). Os traços amarelos mostram a 

distância entre o átomo de enxofre da cisteina 478 e o carbono da carbonila que sofre o 

ataque nucleofílico. 

 

 

5.2. FLAVIVIRUS 

5.2.1. Zika 
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 Em se tratando da purificação da proteína NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Bra), a 

protease foi eluída com 250 mM de imidazol, após lavagens com 50 mM e 100 mM. A 

amostra foi estocada na 4ºC e após alguns dias submetida a exclusão molecular. 

Observou-se que a banda da proteína, que tem uma massa de aproximadamente 26 kDa, 

migrou a ~19 kDa, o que pode indicar que a protease em questão está se auto-clivando. A 

diferença entre o tamanho da banda original e após alguns dias de estoque, ~7 kDa é 

muito próxima ao tamanho da região proteína NS2b ligada a NS3 por um linker na 

construção obtida, o que indica que a clivagem pode estar ocorrendo no local do linker. 

Estes dados podem ser observados na figura 36. 

 

Figura 36- Purificação da protease NS3 de ZIKV. (A) Purificação por cromatografia líquida 

de afinidade a níquel. (B) Purificação por exclusão molecular. P. marca a fração insolúvel 

localizada no pellet, FT indica o flow through coletado. Os números em mM são referentes 

a concentração de imidazol na qual as amostras foram eluídas da coluna. O p1 e p2, 

representa frações de um mesmo pico que foi eluído. A. Refere-se à amostra purificada 

por cromatografia líquida de afinidade a níquel antes de ser aplicada na coluna de 

exclusão molecular. V.1 e V.2 representam as amostras que não adentraram a malha da 

coluna de exclusão molecular.  

 

 Em outro lote, após a etapa de purificação por cromatografia de afinidade a níquel 

as amostras contendo a banda de proteína no tamanho referente à proteína NS2b/NS3 de 

ZIKV foram purificadas em coluna de troca iônica (strong anion). Ao realizar gradiente de 

concentração de sal dois picos foram eluídos, o primeiro na concentração 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- Purificação por troca iốnica usando a coluna MonoQ (strong anion) da proteína 

NS2b/NS3 de ZIKV.  

 

 Os picos da purificação por troca iônica foram analisados em gel SDS page 12% 

(figura 38). É possível observar dois padrões 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 dímero. 

 

Figura 38- Gel SDS-PAGE 12% no qual pode ser observado picos referentes à purificação 

por troca iônica da protease NS2b/NS3 de ZIKV. P1 e P2 referem-se ao pico 1 (eluído a 

~180 mM de NaCl) e pico 2 (eluído a aproximadamente 230 mM de NaCl) da figura 9. O 

número 1 refere-se à fração ascendente do pico e 2 à fração descendente. 

 

 Devido ao grande número de bandas nos poços referentes à protease de ZIKV, 
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visando analisar a possível autólise da proteína do pico 2, que apresentava inclusive um 

possível dímero, este foi analisado por ultracentrifugação analítica (figura 39). O 

coeficiente de sedimentação observado calculado de mais de 90% da amostra apresentou 

um valor entre 3,32 e 3,36 S, o que representa uma proteína de massa entre 48,1 e 52,6 

kDa, o que corrobora a ideia de que a proteína se encontrava dimerizada e estruturada, 

pois o tamanho da proteína NS2b/NS3 de ZIKV era de 51,8 kDa, ou seja, dentro da 

margem de erro calculada pela ultracentrifugação analítica. A presença de homodímeros 

dessa proteína já 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 

solução e formando bandas em condições desnaturantes.  

 

Figura 39- Análise por ultracentrifugação analítica da proteína NS2b/NS3 de ZIKV. (A) 

Perfil de sedimentação da protease. (B) Coeficiente de sedimentação calculado em 

diferentes concentrações de proteína. 

 

 A formação de dímeros dessa protease já foi anteriormente relatada na literatura, 

essa oligomerização é observada em diversos cristais da mesma, em que a unidade 

assimétrica é formada por moléculas nesse estado (5TFN, 5TFO, 6UM3, 5LC0, 5T1V e 

5GXJ). Esta conformação dimérica ocorre de tal forma a posicionar a região do sítio ativo 

dos monômeros frente a frente, reduzindo a acessibilidade da região. Todavia, esta 

conformação não impossibilita a interação dos monômeros com moléculas inibidoras, ao 

menos de moléculas menores que 1 kDa, visto que diversas estruturas nessa 

conformação apresentam ligantes interagindo na região do sítio ativo. Além disso, esta 

conformação permite a formação de oligômeros, onde os dímeros são conectados entre si 

através de pontes dissulfeto pelo resíduo de cisteína 143 das diferentes moléculas, o qual 
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não se mostra presente em outras proteínas homólogas (LEI et al., 2016). 

 Uma segunda possibilidade de conformação dos dímeros também foi observado 

em estruturas cristalográficas (5GJ4). O contato acontece entre as regiões de folha β, o 

qual compreende a 1ª fita da NS2b e a 1ª e 2ª da protease NS3, além de alguns resíduos 

presentes em dois loops compostos por Val100 até Ala106 e Gli55 até Pro 67. Esta região 

de dimerização apresenta uma série de contatos polares, por exemplo, entre os resíduos 

Arg105 e Glu62, Arg55 e Glu104, e Ser33 e Glu54 (PHOO et al., 2016). A figura 40 

apresenta os dois modelos citados de dímero. 
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Figura 40- Representação estrutural de duas possíveis conformações de dímero de 

NS2b/NS3 da protease de ZIKV. A) Dímero observado por Lei e colaboradores (2016). B) 

Dímero observado por Phoo e colaboradores (2016). Os sticks representam os resíduos 

que compõe a tríade catalítica da protease, His51, Asp75 e Ser135. Na imagem A são 

observados também sticks presentes nas extremidades, referentes ao resíduo Cis143 

responsável pela oligomerização. 

 

 Lei e colaboradores (2016) demonstraram que estes não são somente artefatos 

cristalográficos, os dímeros e oligômeros puderam ser observados em análises de 
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eletroforese nativa e SDS-PAGE. Nossos dados obtidos corroboram a formação de 

dímeros não cristalográficos da protease de ZIKV. Todavia, é importante ressaltar que a 

proteína NS3 analisada no presente trabalho apresenta uma construção onde está 

ausente o domínio helicase, a qual pode influenciar negativa ou positivamente nesse 

contato. Em se tratando da dimerização da fração protease e de sua importância para 

ação viral, não há dados claros, todavia estudos relacionados a NS2b, a qual interage 

com o domínio protease da NS3 para que esta tenha atividade, têm demonstrado que 

esta proteína atua como viroporina, a qual aumenta a permeabilidade da membrana 

celular facilitando assim a liberação viral na célula infectada. A ação dessa proteína se dá 

a partir de oligomerização e formação de poros, esta oligomerização já tem sido relatada 

na literatura (LEÓN-JUÁREZ et al., 2016). Devido à associação da NS3 com esta viroporina 

as interfaces de dimerização ou oligomerização podem auxiliar nos contatos durante 

essas etapas tardias de infecção (PHOO et al., 2016), entretanto, são necessários mais 

estudos para averiguar se estas se mostram relevantes.  

 Realizaram-se também testes preliminares de inibição da utilizando para isso a 

autólise da proteína. Procurou-se observar redução da intensidade da banda da protease 

NS2b/NS3 (~27 kDa) de ZIKV na presença de diversos inibidores de protease 

conhecidos: aprotinina, benzamidina, leupeptina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 

Black-Eyed Pea Trypsin Chymotrypsin Inhibitor (BTCI). Quando a proteína estava junto 

com aprotinina o decaimento se mostrava mais lento que o ensaio com os demais 

inibidores e que a protease sozinha. Este resultado sugere uma possível ação desse 

peptídeo como inibidor da NS2b/NS3 de ZIKV. O ensaio pode ser observado na figura 41. 
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Figura 41- Ensaio de inibição 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 química 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 fluorescência da protease de ZIKV na presença 

de aprotinina, nos quais foi observado um aumento da concentração de aprotinina leva a 

uma redução da intensidade de fluorescência. Além disso, é observado um surgimento de 

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

Espectro de emissão de fluorescência de triptofano em diferentes concentrações de 

aprotinina. (B) Emissão de fluorescência máxima da proteína em presença de 

quantidades crescentes de aprotinina em relação a proteína em ausência do ligante. 

Curva de inibição da protease. 

 

 Esses resultados são corroborados por dados da literatura, pois sabe-se que 

outras proteases homólogas de flavivirus, por exemplo WNV (TOMLINSON; WATOWICH, 

2008) e os quatro sorotipos da dengue (BRECHER; ZHANG; LI, 2013; LI et al., 2005), são 

fortemente inibidos por aprotinina, sendo que já há a estrutura cristalográfica dessa 

interação com a WNV (ALESHIN et al., 2007) e DENV3 (NOBLE et al., 2012). Essa 

inibição já foi também vista para ZIKV através de ensaios enzimáticos (CHEN et al., 

2016).  

 Um experimento in silico, docking proteína-proteína, visando entender o modo de 

interação entre a NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina foi realizado. A pose escolhida realizava 

contatos, majoritariamente polares, na mesma região de interação que ocorria entre o 

inibidor e proteína homóloga da DENV3. Esta região de contatos engloba também o sítio 

catalítico da enzima, onde há contatos diretos inclusive com resíduos do sítio ativo e com 

resíduos da proteína NS2b. Esta interação pode ser observada na figura 43. Os contatos 

dos resíduos são bastante semelhantes, todavia o contato da R39 da aprotinina com 

resíduos da NS2b ainda não haviam sido observado na estrutura resolvida de dengue, 

todavia uma conformação parecida é observada na estrutura da protease de WNV com 

aprotinina, em que o R39 é encontrado posicionado próximo aos resíduos D80, D82, N84 

e Q86, sendo estes os resíduos que compõem o loop da folha-β antiparalela que se 
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posiciona próximo ao sítio catalítico da NS3. De acordo com o modelo, a inibição ocorre 

pelo mesmo mecanismo que as demais proteínas homólogas anteriormente abordadas, 

em que é necessária a presença de um substrato autêntico (P2 e P1 resíduos básicos e 

P1’ preferencialmente Gly, Ser, ou Thr) para a conformação correta do sítio oxiânion 

(ALESHIN et al., 2007; NOBLE et al., 2012). 

 

 

Figura 43- Interface de interação entre a protease NS2b/NS3 de ZIKV e aprotinina. A 

proteína NS3 está em cinza claro, com os resíduos do sítio catalítico em cinza escuro, a 

NS2b em coloração trigo e a aprotinina em verde. As ligações de hidrogênio estão 

representadas pelo tracejado amarelo. 

  

 Outro resultado interessante observado no docking foi a sobreposição da região de 

interação da aprotinina com a de dimerização da protease. Este local de inibição levanta a 

possibilidade de que o dímero seja desfeito com a interação com o inibidor (figura 44). 

Essa forma de interação parece corroborar com o resultado dos ensaios de fluorescência, 

pois a interação monômero e aprotinina deixaria o resíduo Trp50 mais acessível ao 

solvente, o que poderia explicar a redução da intensidade de fluorescência. Essa maior 

acessibilidade foi observada no triptofano na estrutura de homodímero em comparação ao 

modelo de monômero em interação com aprotinina por meio do cálculo de superfície 
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molecular acessível no servidor WHAT IF (VRIEND, 1990). 

Figura 44- (A) Homodímero da NS2b/NS3 de ZIKV (5LC0) e (B) modelo da interação 

entre o monômero desta protease com inibidor obtido através de docking proteína-

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

 

 Diversas condições de cristalização foram testadas durante os experimentos de 

screening. Uma condição de cristalização que apresentou cristais foi dioxano 10%, sulfato 

de amônio 1,6 M, 0,1 M MES pH 6,5. Essa condição foi refinada e foram obtidos cristais 

nas concentrações dos reagentes dioxano 10%, sulfato de amônio 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 amônio 1,2 M, 

0,1 M MES pH 6,1). 
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 Esta condição de cristalização ainda não foi reportada na literatura. Todavia, não 

foi possível obter padrões de difração para coleta dos dados, definição do grupo espacial 

e resolução da estrutura da proteína. Esta ausência de padrão de difração do cristal 

coletado se dá por uma desorganização interna do cristal, esta poderia ocorrer devido à 

proteína utilizada apresentar diversas bandas no gel, o que poderia indicar diversas 

populações proteicas dentro da mesma amostra, apesar de que os ensaios de 

ultracentrifugação apresentam um pico único. Além disso, a própria possibilidade de 

regiões clivadas na proteína poderia dificultar a formação coesa e organizada o suficiente 

para gerar padrões de difração coletáveis. 

 Uma segunda construção da protease NS2b/NS3 de ZIKV foi obtida com o 

Professor Dr. Rolf Hilgenfeld, denominada ZIKV-NS3-Lub no presente trabalho. A 

expressão e purificação da mesma ocorreram de acordo com os dados publicados (LEI et 

al., 2016). Devido às mutações adicionadas nessa construção visando prevenir a 

autoclivagem, não é observada uma grande quantidade de bandas nas análises por gel 

SDS-PAGE como a construção ZIKV-NS3-Bra, o que pode ser ilustrado na figura 46.  

 



117 

Figura 46- Expressão e purificação da proteína NS3 de ZIKV (ZIKV-NS3-Lub). A) Perfil 

cromatográfico da purificação por gradiente de imidazol usando coluna de níquel. A linha 

vermelha refere-se à concentração de imidazol em porcentagem (0 a 500 mM). B) Análise 

por gel SDS-PAGE 15% da expressão e purificação utilizando-se coluna de níquel. Pel e 

Sup referem-se ao pellet e sobrenadante obtidos durante as etapas de lise e 

centrifugação, FT às proteínas que não interagiram com a coluna de níquel, e 1, 2 e 3 a 

cada um dos picos coletados. C) Perfil cromatográfico da purificação por coluna de troca 

aniônica. A linha vermelha refere-se à concentração de NaCl em porcentagem (0 a 1 M). 

D) Análise por gel SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de troca aniônica, onde os 

números 1, 2 e 3 mostram os picos coletados. 

 

 A proteína novamente pareceu apresentar duas bandas com tamanhos próximos a 

monômero e a dímero. Na figura 46C é possível observar dois picos principais, os quais 

quando analisados em SDS-PAGE (figura 46D) parecem apresentar dois padrões 

diferentes, o 2 apresenta a banda forte referente ao monômero enquanto o 3 a banda 
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referente a dímero se mostra mais intensa. Esse padrão de monômero e dímero já havia 

sido observada com essa construção (LEI et al., 2016). Com a proteína apresentando um 

bom nível de pureza foram então realizadas as etapas dos ensaios enzimáticos e de 

inibição. 

 Primeiramente foi estudada a influência da concentração da enzima na atividade 

enzimática e calculada sua atividade específica. Observou-se que até valores próximos a 

1,3 x 10-4 mg da enzima é observada uma linearidade entre a atividade enzimática e a 

concentração da enzima, figura 47. Com concentrações de enzima superiores ocorre uma 

perda do comportamento linear provavelmente por perda da condição inicial não limitante 

do substrato ou por agregação proteica. A quantidade de 0,5 x 10-4 mg da NS2B/NS3 

presente na região linear da curva foi selecionada para a realização dos ensaios 

enzimáticos na determinação dos parâmetros cinéticos. Ao mesmo tempo o valor de 

atividade específica da enzima foi obtido da inclinação da linha de ajuste sendo igual a 

2,15 x 10-7 kat/mg de enzima. 

 

Figura 47- Gráfico da influência da concentração de enzima na atividade enzimática e 

determinação da atividade específica 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 gráfico construído pode 
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ser observado na figura 48. O valor da constante Km calculado a partir do gráfico foi de 

11,02 µM, o qual é superior ao anteriormente publicado que foi de 5,9 µM bastante 

próximo ao valor referente ao monômero 18,3 µM (LEI et al., 2016). A diferença entre os 

valores obtidos poderia ser explicada por variações nos componentes do tampão utilizado 

para realização do ensaio, como a concentração de glicerol de 5%, usado no presente 

trabalho, para 20%, ou pela presença de 1 mM de CHAPS. Os valores de Kcat e EC foram 

respectivamente de 2,245 s-1 e 95735 (s-1 M-1). 

 

 

Figura 48- Gráfico do ensaio de Michaelis-Menten da protease de NS2B/NS3 de ZIKV na 

presença substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC. 

 

 Outro perfil cinético que poderia ser obtido a partir gráfico do ensaio de Michaelis-

Menten seria um perfil cinético sigmoidal, o que difere do perfil hiperbólico clássico. Este 

padrão está relacionado com cooperatividade e alosteria onde a interação de um ligante, 

sendo este um substrato, um inibidor ou um ativador, em um sítio da enzima pode afetar a 

afinidade com que outros sítios interagem com seu respectivo substrato (CÁRDENAS, 

2015). Este resultado poderia ser explicado através da formação de dímeros desta 
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protease, onde as subunidades cooperam durante a ação enzimática na qual a interação 

do substrato Benzoyl-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC em uma das subunidades modifica a 

afinidade de ligação na outra. Outra possibilidade é a existência de um sítio alostérico não 

catalítico de interação do próprio substrato nas subunidades que modula a atividade 

enzimática. Porém, um sítio dessa natureza ainda não foi descrito para esta enzima ou 

enzimas homólogas apesar desse substrato tem sido amplamente utilizado para 

caracterização destas proteínas. 

 Foram realizados ensaios de inibição para cálculo de IC50 com moléculas que 

apresentaram inibição para proteases homólogas como a NS3 de DENV (SILVA, 2012). 

Dentre as quatro moléculas selecionadas (F0174-0048, F0745-1098, F0816-0342 e 

F3165-0782) a F0745-1098 não pode ser testada devido a problemas relacionados a 

solubilização 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 inibição enzimática da protease NS2B/NS3 de ZIKV para cálculo de 

IC50 na presença das moléculas A) F0174-0048, B) F0816-0342, C) F3165-0782 e D) 

leupeptina. 

 

 As moléculas testadas apresentaram atividade inibitória superior para a protease 

de ZIKV do que quando testadas para DENV. A F0174-0048, a qual havia apresentado 

um valor de 78,73 µM, obteve um valor de 4,75 µM, por sua vez a F0816-0342 e F3165-

0782 obtiveram os valores de 6,84 µM e 41,12 µM enquanto tinham apresentado os 93,17 

µM e  94,95 µM, respectivamente (SILVA, 2012).  Outros drogas testadas para protease 

de ZIKV como Asunaprevir e Simeprevir, selecionadas a partir de modelos de busca 

baseados em farmacóforos, também apresentaram valores similares aos obtidos para os 

compostos F0174-0048 e F0816-0342 comIC50 de 6,0 µM e 2,6 µM, respectivamente 

(PATHAK et al., 2020). Outro trabalho, no qual se analisou o reposicionamento de dois 

inibidores da proteína NS3/NS4A do Vírus da Hepatite C como inibidores da NS2B/NS3 

de ZIKV apresentaram valores similares de IC50 de 5,2 μM e 4,1 μM (LEE et al., 2017). 

Sendo assim, as moléculas aqui estudadas mostram atividade inibitória para a protease 



122 

de ZIKV, com valores inibitórios na ordem do micromolar e similares a outros inibidores 

efetivos descritos na literatura. 

 Além disso, outros compostos com bons resultados de inibição 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 μM, que foi utilizado para a produção de 

derivados gerando outras moléculas, como o composto 5, com valor aprimorado de IC50 

de 0,1 μM (LI et al., 2018). Uma abordagem similar foi realizada para outros inibidores da 

protease de ZIKV atingindo também potências inibitórias em nível de nanomolar, 0,2 μM 

(YAO et al., 2019). As moléculas estudadas no presente trabalho, devido às suas 

capacidades inibitórias contra a protease em questão mostram-se como excelentes alvos 

para aperfeiçoamento do contato com a proteína em questão, para o aumento da 

afinidade de ligação e consequentemente melhores resultados em ensaios de inibição. 

 Os ligantes em questão tiveram sua interação analisada a partir de análises in 

silico, que sugeriu a interação do F0174-0048 e F3165-0782 no mesmo sítio de interação 

ao co-fator da DENV, realizando interações de hidrogênio com os resíduos Met59 e a 

Ile22, além de interações hidrofóbicas com vários resíduos que compõe a região como 

Ile25, Ala56, Val52, entre outros. Este contato poderia impedir interação com a NS2B, a 

qual é necessária para que a protease realize sua atividade. Por sua vez o F0816-0342 

parece interagir diretamente no sítio ativo da proteína através de ligações de hidrogênio 

com os resíduos Gly133 e Ser135, o que impediria o 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 inibitória. Todavia, são 

necessários experimentos in vitro visando corroborar os modelos de interação 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 expressão solúvel em 

diversas cepas de E. coli. 
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Figura 50- Géis de expressão SDS-PAGE 15% da protease NS2b-NS3 de DENV. 

Expressão após transformação nas cepas Lemo21 (A) e DE3 (B). PI é referente as 

amostras antes da indução com IPTG, Exp a fração insolúvel e solúvel juntas, enquanto 

Pel mostra a insolúvel e Sob a solúvel separadamente. 

 

 A protease apresentou um tamanho na análise por gel SDS-PAGE 15% superior a 

35 kDa, todavia o tamanho real é de 29,256 kDa. Entretanto, essa variação no tamanho 

da proteína já foi observada anteriormente com este tipo de construção (SILVA, 2012) e 

em outros trabalhos na literatura (LI et al., 2005). 

 Após a constatação da presença da proteína heteróloga na fração solúvel realizou-

se purificação desta por meio de cromatografia líquida 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 diferença observada entre os dois picos foi em relação a ao 

maior tamanho da banda de 66 kDa, que pode estar relacionada a uma estrutura dimérica 

da protease em questão.  
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Figura 51- (A) Cromatograma da purificação por cromatografia líquida de afinidade a 

metal (Ni) da protease NS2b e NS3 de DENV. (A) A amostra é referente a expressão na 

cepa BL21 DE3. A absorbância (mAU) é observada pela linha azul e a porcentagem de 

imidazol é observada pela linha amarela, 100% refere-se à concentração de 500 mM no 

tampão. (B) Gel SDS-PAGE 15% da purificação por coluna de Níquel, Sol é referente à 

fração solúvel, Pel a fração insolúvel, P1 e P2 são referentes ao primeiro e segundo picos 

enquanto a, b, e c à diferentes frações dos picos. 

 

 A amostra do pico 2 foi então analisada por exclusão molecular, o resultado pode 

ser observado na figura 52. O cromatograma mostra um pico único onde seu ápice de 

aproximadamente 330 mAU se encontra no volume eluído aproximado de 80 mL. Para 

obter uma estimativa do tamanho da proteína em questão, este valor foi comparado com 

a curva de calibração da coluna, que indicou um tamanho de próximo a 60 kDa, o qual é 

próximo de um dímero desta protease. 
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Figura 52- Purificação por exclusão molecular da protease NS2b/NS3 de DENV. A coluna 

utilizada para o experimento foi a S200. 

 

 Esta amostra foi também analisada por meio de ultracentrifugação analítica 

usando-se o método de velocidade de sedimentação. Foram observados dois picos nas 

amostras analisadas, o primeiro possui um coeficiente de sedimentação de 2,691 S, com 

uma massa de 33,982 kDa, correspondendo a 33,41% da amostra analisada. O segundo 

com um coeficiente de sedimentação de 3,667 S, para o qual foi estimada uma massa 

molecular de 54, 064 kDa, representando 63,19% da amostra, portanto um tamanho 

próximo a um dímero. Estes resultados podem ser observados na figura 53. 
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Figura 53- Análise da proteína NS2b/NS3 de DENV em ultracentrífuga analítica por 

velocidade de sedimentação.  

 

 A protease NS2b/NS3 de DENV tem sido relatada na literatura como monômero, 

por análise de cromatografia por exclusão molecular e por espalhamento dinâmico de luz 

(DLS) para o sorotipo 2 (YILDIZ et al., 2013), e por exclusão molecular e MALDI-TOF para 

o sorotipo 1 (CHANDRAMOULI et al., 2010). Nos artigos anteriormente citados não foram 

observados na composição dos tampões a presença de agentes redutores de pontes 

dissulfeto. Nossos resultados parecem sugerir que esta protease pode se organizar em 

dímeros, além disso, existem estruturas cristalográficas que apresentam dímeros em suas 

unidades assimétricas como as dos códigos de PDB 3U1I (NOBLE et al., 2012) e 6MO1 

(YAO et al., 2019), sendo estas diferentes dos modelos anteriormente apresentados para 

os homólogos de ZIKV. Todavia, como anteriormente ressaltado para ZIKV, a construção 

expressa no presente trabalho não contém o domínio helicase, o qual poderia influenciar 

nesse processo. Sendo assim, são necessários mais estudos visando analisar mais 

profundamente a organização dessa protease em dímeros. 

 Após essa etapa foram então realizados screening de condições de cristalização, 

com alguns kits de cristalização visando a obtenção de cristais da protease NS2b/NS3. 

Diversas condições 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 dissódico; pH 

7,0, figura 55B, e 100 mM acetato de sódio; pH 4,5; 1 M fosfato de diamônio, figura 56F, 
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condições que não foram encontradas na literatura. Todavia, os cristais obtidos foram 

submetidos à difração por raios-x mas não se observou padrão de difração.  

  

Figura 54- Fotos das gotas com cristais da placa de screening PACT++ feita com a 
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proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão tris 20 mM e NaCl 300 mM. A-

25% w/v polietilenoglicol 1500; 100 mM SPG Buffer; pH 8,0 (A5) B- 25% w/v 

polietilenoglicol 1500; 100 mM TBG Buffer; pH 8,0 (A11). C- 20% w/v polietilenoglicol 

6000; 100 mM MES; pH 6,0; 10 mM Cloreto de zinco. D- 20% w/v polietilenoglicol 6,000, 

100 mM TRIS; pH 8,0, 200 mM Cloreto de Amónio.  E- 20% w/v polietilenoglicol 6,000, 

100 mM TRIS; pH 8,0, 200 mM Cloreto de lítio. F- 20% w/v polietilenoglicol 3,350, 100 mM 

BIS-TRIS propano; pH 7,5, 200 mM Fluoreto de sódio. 

 

 

 

 

 



129 

Figura 55- Fotos das gotas com cristais da placa de screening JCSG++ feita com a 

proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão tris 20 mM e NaCl 300 mM. A- 

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

HEPES; pH 7,0; 1,1 M malonato dissódico; pH 7,0. C- 1% w/v éter monoetílico de 

polietilenoglicol 2000; 100 mM HEPES; pH 7,0; 1 M Succinato dissódico; pH 7,0. 
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Figura 56- Fotos das gotas com cristais da placa de screening JCSG++ feitas com a 

proteína de NS2b/NS3 de DENV a 17 mg/mL em tampão tris 20 mM e NaCl 300 mM. A- 

20 % w/v polietilenoglicol 3,350, 200 mM citrato tripotássico; pH 8,3.  B- 100 mM MES; pH 
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6,5; 1 M citrato trissódico. C- 2M Sulfato de amónio; 100 mM MES; pH 6,5. D- 1,26 M 

Sulfato de amónio; 100 mM TRIS; pH 8,5; 200 mM Sulfato de lítio. E- 100 mM acetate de 

sódio; pH 4,5; 1 M fosfato de diamônico. F- 100 mM MES; pH 6,5; 1,6 M sulfato de 

magnésio. 

 

 Uma possibilidade para explicar a ausência de cristais com bons padrões de 

difração é a presença de tags. Apesar de muitas vezes pequenas tags não influenciarem 

no empacotamento cristalino ou gerarem efeitos adversos quando se trata da estrutura ou 

atividade proteica, o fato da obtenção dos cristais que não apresentam difração 

mostrando uma desorganização da rede cristalina poderia estar relacionado à não 

remoção da mesma (BOOTH et al., 2018; CARSON et al., 2007; DELLER; KONG; RUPP, 

2016), além da presença do sítio de clivagem de enterokinase após a sequência da cauda 

de histidina. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 O presente trabalho buscou levantar dados estruturais e de interação com 

inibidores e substratos das proteases dos arbovírus DENV, ZIKV, CHIK e MAY, os quais 

tem grande incidência no Brasil. Estes novos dados gerados visam auxiliar no processo 

de entendimento da estrutura e ação das proteases que compõe estes vírus, o que pode 

beneficiar etapas futuras como a de desenvolvimento de novos inibidores. 

 Foram otimizadas as etapas de expressão, purificação e remoção da cauda de 

histidina para a protease nsP2 de CHIK. Além disso, foi expressa uma construção 

contendo o sítio de clivagem desta proteína, por meio da qual foi possível realizar ensaio 

de atividade da mesma. 

 A protease de MAYV, por sua vez, não apresentou bons resultados em relação à 

purificação, e apesar de mostrar uma grande quantidade na expressão não foi obtida na 

fração solúvel de forma clara nas diversas tentativas de otimização deste trabalho. Novas 

construções foram montadas para tentativa de expressão em pET-15b, pET-28a, pET-

sumo e pGEX, todavia os testes iniciais de expressão não apresentaram resultados claros 

de produção desta proteína sendo necessário a busca da otimização dessas novas 

condições. Além disso, a análise por CD da amostra obtida através dos experimentos de 

renaturação não indicaram que ela havia sido renaturada com o dobramento correto. São 

necessários outros experimentos visando tentar obter a proteína estruturada na fração 

solúvel. 

 Quanto às análises in silico dessas proteases, foi feito um modelo por homologia 

para a protease nsP2 de MAYV, o qual não apresenta estrutura resolvida e depositada no 

banco de dados PDB. Analisamos também a interação da protease de MAYV e CHIK com 

substratos decapeptídicos (P6-P4’), pela qual foi proposto tanto os resíduos importantes 

do substrato quanto os que compõe os subsítios da protease responsáveis por acomodá-

los. Estes foram pela primeira vez descritos para MAYV e foram ampliados para CHIK. 

Além disso, observou-se que os ângulos diedrais φ e ψ da glicina P2 do substrato de 

CHIK se mantiveram na maior parte do tempo da MD em conformações não permitidas 

para outros resíduos, indicando que este pode ser um dos motivos para a conservação 

deste resíduo em todos os substratos de todos os Alphavirus aqui estudados. Outro dado 

aqui analisado foi o da estabilização dos ângulos χ1 dos resíduos catalíticos C478 e H548, 

e χ2 da H548, tanto para MAYV quanto para CHIK, quando estes se encontravam na 

presença do substrato, mas o mesmo fato não foi observado para C/S482, que tem sido 
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estudada como capaz de manter a capacidade catalítica da proteína na ausência de 

C478.  

 Em se tratando dos Flavivirus, a protease NS2b/NS3 de ZIKV foi estudada em 

duas construções, a primeira ausente de mutações teve sua expressão e purificação 

otimizadas, apesar de apresentar autólise. A proteína demonstrou se organizar em 

dímero, o que foi confirmado por análise de ultracentrifugação analítica. Testes prévios 

com inibidores de protease conhecidos demonstraram a capacidade de inibição por 

aprotinina e análises de fluorescência titulando esse inibidor mostraram redução na 

intensidade do sinal, o que foi hipotetizado estar ocorrendo por causa da interação 

desfazer o dímero e expor o W150 ao solvente. 

 A construção mutada, que não apresentou autólise, foi utilizada para ensaios de 

atividade e inibição proteica. Calcularam-se assim os parâmetros cinéticos da enzima 

através do gráfico de Michaelis-Menten. Observou-se que a proteína 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 dímeros através da análise via purificação por exclusão 

molecular. Nas análises por ultracentrifugação analítica apresentou duas populações, 

sendo a maior delas a de dímero.  
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ANEXOS 

Figura 1- Gel SDS-PAGE 15% da protease nsP2 de MAYV da expressão a 25ºC, 1 mM 

IPTG nas cepas PLysS, PlysE e BL21. PC se refere ao pré-inóculo, E ao final da 

expressão, Sup ao sobrenadante, Pel a fração insolúvel, FT a amostra que não interagiu 

com a coluna de níquel, 3% as amostras eluídas com 15 mM de imidazol e 100% com as 

amostras eluídas com 500 mM de imidazol. 
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Figura 2- Gel SDS-PAGE 15% da protease nsP2 de MAYV da expressão a 25ºC, 1 mM 

IPTG nas cepas Solu, Gold, Turner e C43. PC se refere ao pré-inóculo, E ao final da 

expressão, Sup ao sobrenadante, Pel a fração insolúvel, FT a amostra que não interagiu 

com a coluna de níquel, 3% as amostras eluídas com 15 mM de imidazol e 100% com as 

amostras eluídas com 500 mM de imidazol. 

 

 

 

 

 



145 

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

(3TRK) para construção de modelo através de modelagem por homologia. 
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Figura 4- Alinhamento múltiplo de nsP2 de Alphavirus. Em cima é possível ver a estrutura 
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secundária baseada no modelo por homologia calculado para a protease MAYV. As 

marcações em vermelho mostram os resíduos conservados em todas as proteínas 

analisadas e amarelo as altamente conservadas. Os vírus usados no alinhamento vírus 

da encefalite equina do leste (EEEV), vírus encefalite equina do oeste (WEEV), vírus da 

encefalite equina venezuelana (VEEV), Sindbis vírus (SIN), Aura vírus (AURA), o'nyong-

nyong vírus (ONN), chikungunya vírus (CHIK), vírus da floresta Semliki (SFV), Rio Negro 

vírus (RRV), Mayaro vírus (MAYV) e vírus da floresta Barmah (BFV). 

 

 

 

Figura 5-  Curva de calibração da emissão de fluorescência durante a formação do substrato AMC 

(7-amino-4-metilcoumarina) (OLIVEIRA, 2018).  
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