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RESUMO

A dengue atualmente constitui um dos principais problemas de saude publica nas
regides tropicais e subtropicais. Apesar dos grandes avan¢os dos Ultimos anos para
o entendimento da biologia do virus da dengue (DENV), a patogenia da doenca
continua sendo um grande desafio. Estudos de infeccdo em modelo murino
identificaram variantes de alta viruléncia em dengue virus tipo 1 (DENV-1) que
apresentam mutacdes nas proteinas E e NS3. As mutacbes na proteina NS3
encontram-se nos residuos Valxplle, LeusssSer e LeusgoSer do dominio helicase.
Recentemente, estudos do nosso grupo demonstraram que as mutacdes LeusssSer
e LeusgpSer aumentam a capacidade replicativa do DENV-1 in vivo, in vitro e ex vivo,
enquanto a mutacdo Valyplle parece ndo alterar a atividade bioldgica do virus. Os
mecanismos pelos quais as mutagdes modulam a viruléncia do virus ainda néo
foram completamente compreendidos. A proteina NS3 é uma proteina multifuncional
gue, juntamente com a proteina NS5, desempenha papel critico durante a replicacéo
do genoma viral. Buscando um melhor entendimento dos mecanismos funcionais
relacionados as mutacdes, o presente estudo visou expressar e purificar as
proteinas NS3hel parental do DENV-1 e suas variantes a fim de avaliar o efeito das
mutagdes pontuais na atividade de ATPase da proteina. Além disso, procuramos
expressar o dominio NS5RdRp da proteina NS5 para estudos futuros de interagao
com a proteina NS3hel. Nossos dados revelam que as mutacbes em estudo
conferem maior afinidade da proteina pelo substrato e maior eficiéncia catalitica
guando comparadas com a proteina parental. Os resultados sugerem ainda que a
atividade helicase da proteina NS3hel é estimulada pela molécula de dupla fita de
RNA. Pelos métodos empregados neste estudo, nao foi possivel expressar de forma
funcional a proteina recombinante NS5RdRp. No entanto, sob condi¢des
desnaturantes a proteina foi purificada e podera ser utlizada para o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais, que contribuirdo para estudos futuros.
Os dados obtidos sobre a atividade ATPase da proteina NS3hel séo indicativos de
gue mutacOes pontuais podem modular a eficiéncia catalitica da enzima e modificar
a aptidao viral para suportar a infeccdo do DENV-1 em diferentes modelos de
estudo. Tais informacdes sdo importantes para o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese da dengue, os quais sdo fundamentais no
contexto de producao de vacinas efetivas e delineamento de estratégias antivirais.

Palavras-chave: Virus da dengue (DENV). Proteina nao estrutural 3 (NS3). Atividade
ATPase. Proteina ndo estrutural 5 (NS5).



ABSTRACT

Dengue consists in one of the main public health problems in tropical and subtropical
regions. Despite the great advances in the last years of the understanding of the
dengue virus (DENV) biology, the pathogenesis of the disease continues being a big
challenge. Studies of infection in mice identified variants of high virulence in dengue
virus 1 (DENV-1) that present mutations in the proteins E and NS3. The mutations in
the NS3 proteins are localized on residues Valylle, LeusssSer and LeusgoSer in the
helicase domain. Recently, studies from our group have shown that mutations
LeusssSer and LeusgoSer increase the replication ability of DENV-1 in vivo, in vitro
and ex vivo, while mutation Valyglle does not change the biological activity of the
virus. The mechanisms whereby those mutations modulate the virulence of the virus
are not yet comprehended. Protein NS3 is a multifunctional protein that, with protein
NS5, plays a critic hole during the replication of viral genome. Seeking a better
understanding of the functional mechanisms related with those mutations, this study
goal was to express and purify the NS3hel parental protein and its variants, to
evaluate the effect of those punctual mutations in the ATPase activity of the protein.
We also tried to express the RdRp domains of the NS5 protein for future studies of
interaction with the NS3hel protein. Our data showed that the mutations studied
enhance the affinity of the protein to the substrat and catalytic efficiency when
compared to the parental protein. The results also suggest that helicase activity of
the NS3hel protein is stimulated by double stranded RNA. By the methodology used
in this study, it was not possible to express the functional NS5RdRp recombinant
protein. However, under denaturing conditions the protein was purified and may be
used for developing monoclonal antibodies that will contribute for future studies. Data
obtained on the ATPase activity of NS3hel protein indicates that punctual mutations
can modulate the catalytic efficiency of the enzyme and modify the viral fithess to
support the infection of DENV-1 in different models of study. Such information is
important to the understanding of the molecular mechanisms involved in dengue
pathogenesis, which are fundamental to obtain effective vaccines and design antiviral
strategies.

Keywords: Dengue virus (DENV). Non-structural protein 3 (NS3). ATPase activity.
Non-structural protein 5 (NS5).
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E PATOGENESE DA DENGUE

A dengue é a doenca viral com transmissdo vetorial com maior potencial
epidémico no mundo. Segundo o Relatério de Doencas Negligenciadas da World
Health Organization - WHO (2013), a distribuicdo geogréafica da dengue alcancou
mais de 125 paises no ano de 2012 e cerca de 3,6 bilhGes de pessoas encontram-se
sob risco da doenca (WILDER-SMITH et al., 2012). O perfil de ocorréncia desta
arbovirose se concentra nas regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 1),
principalmente devido as condi¢des climaticas propicias para a reproducdo do vetor

da doenca, os mosquitos do género Aedes.

"‘_'“ B Paises ou Sraas de risoo de fransmissio ds dangue
."‘b 2 I N2o aplicsvel

Figura 1 - Paises com risco de transmissao de dengue no ano de 2011. Adaptado de
WHO 2013.

O primeiro relato de epidemia de dengue ocorreu na Africa do Sul em 1926
com mais de 40.000 pessoas acometidas (KOKERNOT et al.,, 1956), de onde se
espalhou para outros paises e continentes. Nos Ultimos anos a incidéncia de casos
da doenca no mundo aumentou cerca de 30 vezes, alcancando novas barreiras

geograficas (WHO, 2014). No Brasil, os primeiros relatos desta arbovirose datam de
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1846 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). No entanto, foi a partir de 1986 que a dengue
adquiriu importancia epidemioldgica, disseminando-se rapidamente do estado do Rio
de Janeiro para outras regibes do pais. Nos ultimos anos, a doenca, que esta
presente em praticamente todo territério nacional, tem sido objeto de inumeras
campanhas de informacdo e mobilizagdo social na tentativa de impedir o
estabelecimento de novas epidemias.

O virus da dengue (DENV) é transmitido ao homem pela picada de fémeas
infectadas do mosquito vetor. Aedes aegypti € considerado o principal agente
transmissor do virus devido ao seu habito urbano, mas a espécie Aedes albopictus
também apresenta essa capacidade de transmissédo, sendo considerado o principal
vetor de transmissdo do virus na Africa (EFFLER et al., 2005; KAMGANG et al.,
2011). Entre os possiveis motivos apontados como responsaveis pelo aumento do
namero de casos da doenca nos ultimos anos (Figura 2) estd o crescimento
descontrolado da populacdo mundial e a consequente dispersdo geografica do
mosquito vetor, 0 que aumenta a incidéncia de individuos vivendo em areas de risco
de infeccao pelo DENV (WILDER-SMITH; GUBLER, 2008).

3000 DoD
2 500 000 R

208280
2 000 0po

1 500 0DO 1451014
1 280 452

1000 000 925 896

Mimero de casos reportados

500 000 AT BAB
295 554
122174

gog 1597

55-60  &D-69  70-79  BO-8%  W0-9%  0O0-07 2008 2009 2010 201

Periodo ou ano

Figura 2 - Namero de casos de dengue reportados anualmente & WHO.
Fonte: WHO 2014.

Uma vez que um individuo foi picado por um mosquito fémea infectado com
0 virus, inicia-se um periodo de incubacédo que pode durar de 3 a 14 dias, ap0s o

qual a pessoa pode ou ndo apresentar febre aguda acompanhada de diversos
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sintomas e sinais ndo especificos. Durante este periodo, que pode durar de 2 a 10
dias, o DENV pode circular no sangue periférico. Caso outro mosquito se alimente
do sangue de uma pessoa doente neste periodo, este podera tornar-se infectado e
apos 8 a 12 dias estara apto a transmitir o virus para outras pessoas, completando o
ciclo de transmisséo (GUBLER, 1998).

A infecg&o por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode causar no
hospedeiro humano uma doenca que varia desde manifestacdes clinicas amenas
(dengue sem sinais de alarme), dengue com sinais de alarme até dengue grave, que
pode evoluir para o 6bito (WHO, 2009). A complexidade da patogenia da dengue
ainda € pouco compreendida, no entanto, estudos demonstram que a gravidade da
doenca esta atrelada a uma série de fatores que envolvem principalmente o perfil
genético, co-morbidades pré-existentes, resposta imunolégica do hospedeiro a
infeccao, hiperendemicidade e fatores virais (WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

1.2 VIRUS

O DENV é um membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus, e pode ser
encontrado na forma de quatro sorotipos bastante conhecidos (DENV-1, DENV-2,
DENV-3, DENV-4) (WHO, 2013). O genoma viral € composto por uma Uunica
molécula de RNA fita simples de polaridade positiva de aproximadamente 11
quilobases (Kb). Em sua extremidade 5 o RNA apresenta uma estrutura em cap,
gue confere maior estabilidade a molécula e promove seu reconhecimento pelos
ribossomos da célula hospedeira (CHIU; KINNEY; DREHER, 2005). Tanto na regido
5’ do RNA viral, quanto na regido 3’, estao localizadas sequéncias nucleotidicas néo
traduzidas (UTRs) com tamanho aproximado de 100 nucleotideos na extremidade 5’
e 450 nucleotideos na extremidade 3’. Essas UTRs possuem elementos importantes
para a traducdo, replicacdo e formacdo da estrutura secundaria do RNA e
flanqueiam a porcao codificadora do genoma como mostrado na Figura 3B.

O RNA viral apresenta uma fase de leitura aberta (open reading frame -
ORF) gue codifica para uma poliproteina que é clivada co- e pés-traducionalmente
por proteases virais e da célula hospedeira, gerando trés proteinas estruturais

(capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E)) que sdo responsaveis pela
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formacéo da particula viral (Figura 3A) e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5) que em geral estdo relacionadas com a
replicacdo, montagem da particula viral, rearranjo das membranas internas e a
evasdo da resposta imunoldogica do hospedeiro (CHAMBERS et al.,, 1990;
LINDENBACH et al., 2007). A particula viral infecciosa é constituida por uma unica
molécula de RNA associada a proteinas de capsideo, de membrana (M) e por um
envelope glicoproteico, composto pelas proteinas E e lipideos derivados da célula

hospedeira.

- UTR &’ UTR 3’
S _ ____

tV.Pw o
' . Cap ,’ .

Nucleo—

e @ o o e ) e
S

Figura 3 - Organizacdo estrutural e composicdo do DENV. A. Representacdo da particula viral
indicando sua organizacao estrutural externa e interna. B. Genoma nho DENV com destaque para a
estrutura em cap, as UTRs e a regido codificadora da poliproteina. Adaptado de Modis et al., 2004;
Stiasny et al., 2011; Angel; Valle, 2013.

1.2.1 Ciclo replicativo

A internalizacdo do virus na célula hospedeira ocorre através da ligacédo de
baixa afinidade entre a proteina E e receptores e co-receptores de superficie celular,
dos quais podemos citar o heparan sulfato, DC-SING, CD19 e HSP70/90, seguida
de endocitose mediada por clatrina (ALEN; SCHOLS, 2012). O baixo pH do
endossomo tardio (pH aproximadamente 6,0) promove alteracées conformacionais
na proteina E que desencadeiam a fusdo do envelope viral com a membrana
endossomal, liberando, assim, o nucleocapsideo no citoplasma (Figura 4). O RNA,

guando dissociado das proteinas de capsideo, é traduzido pela maquinaria celular
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em uma poliproteina de aproximadamente 3.400 aminoacidos, que é clivada pela
acdo de proteinas celulares e do complexo NS2B/NS3.

A replicacdo do material genético ocorre associada a membrana do reticulo
endoplasmatico, onde h& a interacdo entre as proteinas ndo estruturais e formacéo
do complexo replicativo. Esse processo tem inicio na regido 3’ UTR do RNA com a
ligacdo do dominio RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) da proteina NS5, o
qual produz uma fita complementar de polaridade negativa que servirh como molde
para a geracao de novas copias de RNA genémico.

O RNA recém sintetizado se associa com proteinas do capsideo, formando o
nucleocapsideo, que € envelopado pelas glicoproteinas prM e E para montagem das
particulas imaturas que brotam do reticulo endoplasméatico. Estas sdo entdo
transportadas através da rota secretéria do complexo de Golgi, onde a particula viral
sofre a acdo de furinas celulares que clivam a proteina prM em proteina M (que
permanece ligada ao virus) e peptideo “pr’ (que se desvincula), dando origem a
particula madura e infecciosa. A particula madura é entéo liberada por meio de

exocitose.
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Figura 4 - Ciclo de replicacdo do DENV. O virus entra na célula por endocitose
mediada por receptores (A), resultando na liberagdo do genoma viral no citoplasma da
célula hospedeira (B). O RNA viral é traduzido em uma poliproteina que é processada
por proteinas virais e da célula hospedeira (C), e, em seguida, replicado via uma fita de
RNA negativo intermediaria que serve como molde para a produg¢do de RNA genémico
(D). As particulas virais sdo montadas nas membranas do reticulo endoplasmaético (E),
sofrem maturacdo (F) e s&o transportadas através da via secretéria da célula
hospedeira e liberadas por exocitose (G). Adaptado de Acosta; Kumar; Bartenschlager,
2014.

Intensas pressdes de selecdo associadas a elevada taxa de erro da
polimerase viral durante a replicacdo (10 a 10°/nucleotideo/ciclo), contribuem para
a geracao de mutacdes que se fixam na populacdo de virus e geram variabilidade
genética. Esse fenbmeno pode promover alteraces na capacidade infectiva e

replicativa dos virus, resultando em fenétipos com viruléncia distinta.
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1.2.2 Complexo replicativo e as proteinas NS3 e NS5

Durante a replicacdo do RNA viral, as proteinas NS3 e NS5 desempenham
funcbBes de destaque e fundamentais para a geracdo da progénie. Essas proteinas
interagem entre si e com outras proteinas virais para formar o complexo replicativo
(CHAMBERS; MONATH, 2003).

A proteina NS5 é a maior das dez proteinas dos flavivirus e apresenta
multiplos dominios, dos quais pelo menos dois estdo envolvidos no ciclo replicativo.
A regido amino-terminal da proteina constitui uma metiltransferase e esta envolvida
na reacdo de adicdo da estrutura em cap (5' m7GpppG) ao RNA viral, enquanto, a
regiao carboxi-terminal apresenta atividade de RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp). Ambos os dominios, metiltransferase e RNA polimerase, ja tiveram suas
estruturas cristalograficas determinadas para DENV (EGLOFF et al., 2002; YAP et
al., 2007). A regido entre os residuos de aminoacidos 320 a 368 apresenta
consideravel grau de conservacao entre os flavivirus e esta envolvida na interacéo
com a proteina NS3 (KAPOOR et al., 1995; JOHANSSON et al., 2001). Além disso,
Pryor et al. (2007) e Perera; Kuhn (2008) mostraram que a proteina NS5 pode ser
encontrada dentro do nucleo da célula hospedeira, mas o papel dessa proteina no
nacleo ainda é incerto.

A proteina NS3, por sua vez, apresenta em sua regido amino-terminal um
dominio serino-protease que requer a associacdo da proteina NS2B para catalisar
clivagens de varias proteinas virais (Figura 5A) (ARIAS; PREUGSCHAT; STRAUSS,
1993). A regido carboxi-terminal da proteina apresenta atividades de nucleosideo 5’-
trifosfatase (NTPase), RNA trifosfatase (RTPase) e helicase (BENARROCH et al.,
2004). O dominio helicase é constituido pelos subdominios I, Il e lll. Sugere-se que
o terceiro subdominio do dominio helicase seja a regido responsavel pela interacéo
com a proteina NS5 (JOHANSSON et al., 2001), enquanto os subdominios | e Il
apresentam motivos conservados que estdo envolvidos na ligacdo da proteina ao
RNA e na hidrolise da molécula de ATP (FAIRMAN-WILLIAMS; GUENTHER;
JANKOWSKY, 2010; PYLE, 2008). Durante a replicacdo do RNA, a NS3 utiliza a

energia gerada pela clivagem do ATP para desempenhar a sua funcéo de helicase e
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separar a dupla fita de RNA (YON et al.,, 2005) para que a polimerase possa

desempenhar a sua funcao.

Figura 5 - Estrutura cristalografica das proteinas NS3hel e NS5RdRp de
DENV. A. Estrutura da proteina NS3 de DENV-4 com os dominios helicase e
protease (LUO et al., 2010). B. Estrutura do dominio RNA polimerase dependente
de RNA da proteina NS5 de DENV-3. Os subdominios estdo representados da
seguinte forma: “dedos” em azul, sequéncias de localizagdo nuclear em amarelo,
“palma” em verde e “polegar” em vermelho (YAP et al., 2007).

Apés a traducéo e processamento da poliproteina do virus, a proteina NS3
interage com a regido N-terminal da proteina NS5, e ambas movem-se em direcédo a
membrana do reticulo endoplasmatico (RE). A proteina NS5 interage com regides
especificas das UTRs 3’ e 5’ do genoma viral circular, como mostra a Figura 6-2
(YOU et al., 2001). A conformacéao circular do RNA viral ocorre pela associacdo de
sequéncias complementares presentes nas regides 3' UTR e 5 UTR, denominadas
de sequéncias de ciclizacdo. A interacdo com as demais proteinas nao estruturais
presentes na membrana do RE (NS1, NS2A, NS4A) promove a formacdo do
complexo replicativo e inicio da sintese de uma fita complementar de RNA de
polaridade negativa no sentido 5 — 3’ (CHAMBERS; MONATH, 2003). A dupla fita
de RNA formada servira como molde para a geracdo de uma fita de polaridade
positiva que ira compor 0 genoma da progénie. Essa molécula é capeada pela acéo

das proteinas NS3 e NS5 e sera envolta pelo nucleocapsideo e envelope viral.
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Figura 6 - Modelo de replicacdo do RNA de flavivirus pela formagdo do
complexo replicativo. RNA genémico (+) com a estrutura em cap € circularizado (1)
pelas interacdes entre sequéncias complementares localizadas nas extremidades 5’
e 3 denominadas UAR (Upstream of AUG Region) e CS (complementary
sequences). Dominio RdRp da NS5 liga-se especificamente ao promotor stem loop
A (SLA) na extremidade 5’ do genoma e inicia a sintese de RNA de novo usando a
regido 3' como modelo (2). Com a formagao do complexo replicativo (CR), a proteina
NS5RdRp sintetiza a fita complementar de polaridade negativa. O RNA dupla fita
(forma replicativa - RF), consistindo na fita de RNA gendmico anelada a fita negativa
sintetizada (4) serve como modelo para a sintese de um novo RNA gendmico (+), na
forma replicativa intermediéria (5). Adaptado de Malet et al., (2008).

1.2.3 Marcadores de viruléncia

Buscando compreender melhor a patogenia da dengue, Després et al.
(1998) desenvolveram um trabalho de neuroadaptacdo do DENV-1, cepa FGA/89,
em modelo murino. Neste estudo o virus foi inoculado no sistema nervoso central de
camundogos neonatos com infec¢cBes alternadas em linhagem celular de mosquito
AP61, por seis passagens, gerando duas variantes altamente neurovirulentas
(FGA/NA dl1d e FGA/NA a5c). O sequenciamento da cepa FGA/NA d1d apontou,
concomitantemente, mutacées na proteina E nos residuos MetE;gsVal, ValEzgslle e

ThrEsgslle além de uma mutagcdo no dominio helicase da NS3 LeuNS33sSer
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(SANTOS et al., 2000). Posteriormente, Bordignon et al. (2007), também realizando
uma neuroadaptacdo da cepa FGA/89 apenas em modelo murino encontraram
mutacdes nas proteinas E (residuo PheEjpLeu) e NS3 (residuos ValNS3,lle e
LeuNS34g0Ser) na cepa gerada, FGA/NA P6 (Figura 7). Essa nova variante viral
também apresentou maior neurovirulancia e maior replicagéo viral in vivo e in vitro
guando comparada com a cepa parental.

Recentemente, estudos do nosso grupo demonstraram que mutacdes
pontuais no dominio helicase da NS3 (LeuNS3435Ser e LeuNS3gSer) foram
capazes de aumentar a habilidade replicativa e viruléncia do DENV-1 em modelo
murino (Borba et al., 2012) e em modelo de infeccdo de células dendriticas
derivadas de monécitos humanos (mdDCs) (STROTTMANN, 2013 - artigo em
preparacao). Porém, o mecanismo pelo qual essas mutacdes modulam a replicacéao

do DENV-1 e favorecem a patogénese viral ndo foram completamente esclarecidos.

C-terminal

Valyglle

— N-terminal

Figura 7- Localizac&o das mutac¢6es nos residuos 209, 435
e 480 no dominio helicase da proteina NS3. Fonte:
Strottmann, 2008.

Estudos recentes sugerem que as proteinas NS3 e NS5 podem cooperar na
formacdo do complexo replicativo e assegurar a amplificacdo eficiente do genoma
viral (MORRISON; AGUIRRE; FERNANDEZ-SESMA, 2012). Além disso, ha
evidéncias que a interacdo entre essas proteinas possa estimular a atividade
NTPase e RTPase da NS3 (CUI et al., 1998; YON et al., 2005).

Diante deste cenario, o presente estudo visa elucidar o papel das mutacdes

identificadas no dominio helicase da proteina NS3 (NS3hel) do DENV-1 nas
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atividades enzimaticas da proteina. Sabendo também da intima interagdo entre os
dominios helicase e RdRp das proteinas NS3 e NS5, visamos investigar possiveis
modulag¢fes das atividades enzimaticas da proteina NS3hel na presenca do dominio
RdRp. Devido ao critico papel na replicacdo viral e processamento da poliproteina,
as proteinas NS3 e NS5 constituem um alvo promissor para terapias antivirais.
Dessa forma, um melhor entendimento sobre o funcionamento dessas importantes
proteinas podera contribuir para o delineamento de estratégias para o controle da

infeccao viral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Expressar e purificar o dominio helicase da proteina NS3 de DENV-1 e suas
variantes para estudos comparativos de atividade enzimética e de interagdo com o

dominio RNA polimerase dependente de RNA da proteina NS5

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Expressar e purificar o dominio helicase das variantes da proteina NS3
(NS3hel) do DENV-1 (NS3 FGA/89, NS3200Mut, NS3209Mut, NS3435Mut e
NS3480Mut);

o Clonar a sequéncia que codifica para o dominio RdRp da proteina NS5
(NS5RdRp) do DENV-1;

o Expressar e purificar o dominio RdRp da proteina NS5;

o Avaliar comparativamente a atividade funcional de ATPase das variantes da

proteina NS3 na presenca ou auséncia da proteina NS5RdRp.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DA PROTEINA NS3hel E SUAS VARIANTES MUTADAS

A producéo de clones recombinantes no vetor pET28a contendo a sequéncia
da proteina NS3hel da cepa parental FGA/89 foi realizada por Strottmann (2013) e
suas variantes mutadas (NS3hel200mut, NS3hel209mut, NS3hel435mut,
NS3hel480mut) foram obtidas por mutagénese sitio dirigida, utilizando o kit Quick
Change Site Directed (Stratagene). A expressao das proteinas seguiu o protocolo
padronizado anteriormente (STROTTMANN, 2013), em que bactérias Rosetta-gami
2 (DE3) (Novagen) contendo os clones de interesse foram crescidas em 20 mL de
meio LB com os antibidticos de selecdo (25 pg/mL canamicina, 34 pg/mL
cloranfernicol, 12,5 pg/mL tetraciclina e 34 pg/mL estreptomicina) a 30°C sob
agitacdo constante (200 rpm) por 16 horas. Posteriormente fez-se uma dilui¢cdo 1:10
da cultura em 180 mL de meio contendo antibioticos que também permaneceu sob
agitacdo a 30°C por 16 horas. Fez-se entdo uma nova diluicdo em um volume final
de 2 L de cultura que foi mantido a 30°C até atingir densidade optica (DO) de 0,6 em
600 nm. Neste momento, a expressdo das proteinas foi induzida com 0,4 mM de
isopropyl-B-d-thiogalactopyranoside (IPTG) (Roche). As bactérias permaneceram
sob agitacdo a 30°C por 5 horas e, em seguida, foram centrifugadas a 12.000 rpm
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi armazenado a
-20°C.

Para a purificacdo das proteinas na forma solluvel, o precipitado de bactérias
foi ressuspendido em 30 mL de tampé&o de lise (50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl
e 10 mM imidazol) e lisado em microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics) a
uma presséao de 18.000 psi por 10 ciclos. Em seguida, esse extrato foi centrifugado a
30.000 g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para tubos de centrifuga
contendo sulfato de estreptomicina 1% (concentracdo final) e centrifugado
novamente a 50.000 g por 20 minutos a 4°C. Esse procedimento possibilita a
precipitacdo de acidos nucleicos e moléculas complexadas. O sobrenadante foi
filtrado em membrana de 0,22 um e utilizado para purificagdo em Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC).
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A purificagdo das proteinas foi realizada por afinidade da cauda de hexa-
histidina (6xHis), co-expressa na por¢do N-terminal da proteina, a coluna de niquel
(Ni**) (GE) utilizando o sistema de cromatografia FPLC AKTA prime (GE). A coluna
foi equilibrada com cinco volumes de tampéo de lise antes da injecdo da amostra. As
proteinas foram eluidas em tampéao de eluicdo (50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NacCl
e 500 mM imidazol), coletadas e armazenadas a -20°C em 28% de glicerol. A
qualidade da purificacdo foi avaliada em gel dodecil-sulfato de sédio (SDS) de
poliacrilamida (PAGE) 13%. Uma segunda purificacdo, também em cromatégrafo
AKTA, foi realizada por troca ibnica em coluna de heparina (GE). Para tanto, as
fracbes contendo a proteina NS3hel, provenientes da purificacdo por afinidade,
foram diluidas em tampéo A (20 mM HEPES pH 7,5) na proporcéo de 1:7, injetadas
na coluna e eluidas com tampéo B (20 mM HEPES pH 7,5 e 1 M NacCl). As fracdes
de interesse foram armazenadas a -20°C com 28% de glicerol.

A identidade das proteinas foi confirmada por western blotting, em que as
proteinas presentes no gel SDS-PAGE 13% foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, posteriormente bloqueada com TBS 1X com 5% de leite em po
desnatado (Nestlé) e incubada com anticorpos monoclonais anti-NS3hel 1722-1B,
seguida pela incubacdo como anticorpo secundario anti-mouse conjugado a

fosfatase alcalina.

3.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ATPase

A atividade ATPase das proteinas NS3hel parental e mutadas foi avaliada
pelo método colorimétrico de deteccdo de fosfato inorganico (Pi) in vitro com o kit
colorimétrico de Atividade ATPase (Innova Biosciences), conforme as instrucdes
sugeridas pelo fabricante. As proteinas purificadas foram incubadas em placas de 96
pocos a 28°C por 10 minutos em 100 pL de tamp&o Tris pH 7,5, contendo 2,5 mM de
MgCl,, 5% de glicerol e diferentes concentraces de RNA dupla fita (dsRNA). A
reacao foi iniciada pela adicdo de diferentes concentracfes de ATP e incubacao a
28°C por 10 minutos. A deteccdo de Pi foi determinada pela reacdo com o corante
verde malaquita e leitura otica da absorbancia de 630 nm em leitor de microplacas

Synergy H1 (BioTek). A curva padrdao de concentracdo de Pi foi utlizada para
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quantificar indiretamente a capacidade hidrolitica das proteinas recombinantes. As
constantes enziméticas (Km, kcat e kcat/Km) foram determinadas a partir das
velocidades iniciais de hidrélise de ATP, utilizando a equacao descrita por Michaelis-
Menten por regresséo nao linear e o programa GraphPad Prism.

Os ensaios de atividade ATPase foram realizados na presenca de RNA
dupla fita (dsRNA) para mimetizar as condi¢cdes encontradas pela proteina durante o
ciclo replicativo. Para tanto, a dsRNA foi obtida utilizando 2 mM Hepes pH 7,0, 50
mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,01% SDS e 90 pmol/uL dos oligonucleotideos
complementares RF (5’ AGCACCGUAAAGACGC) e R3’'R
(5’GCGUCUUUACGGUGCUUAAAACAAAACAAAACAAAACAAAA). Essa solugdo
foi deixada a 95°C por 10 minutos, seguida de decaimento gradativo da temperatura
até 20°C e mantidos a 4°C por 15 minutos. Os oligonucleotideos dupla fita gerados
foram purificados em coluna illustra MicroSpin G-25 (GE Healthcare), seguindo

sugestdes de uso indicadas pelo fabricante e armazenados a -20°C.

3.3 OBTENCAO DA PROTEINA NS5RdRp

3.3.1 Amplificacéo e clonagem da sequéncia de interesse

Células C6/36 (Aedes albopictus) foram infectadas com o DENV-1 cepa
FGA/89 para obtencdo do RNA viral. A extracdo do material genético foi feita por
meio de kit de extracdo de RNA (QlAamp Viral RNA mini kit - Qiagen), conforme
instrucdes do fabricante. Em seguida, realizou-se uma transcricado reversa associada
a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para conversdao do RNA em DNA
complementar (cDNA), utilizando o kit ImProm-Il Reverse Transcription System
(Promega), conforme protocolo sugerido pelo fabricante, acrescido de 12,5 uM de
oligonucleotideos iniciadores randémicos (Invitrogen), 0,5 mM de desoxinucleotideos
trifosfatados (DNTP) (GE Healthcare) e 20 U de RNAse Out (Invitrogen). Essa
solucéo foi mantida a 42°C por 1 hora e armazenada a 4°C. O cDNA serviu como
molde para a amplificacdo da sequéncia nucleotidica do dominio RdRp (1.884

nucleotideos) da proteina NS5 por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR
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foi realizada a partir da utilizacéo de oligonucleotideos iniciadores contendo os sitios
de clivagem das enzimas de restrichio BamHI e Hindlll: CNS5Bam-
5 CGGGATCCAACCTAGATATCATTGGCCAGAGG e CNS5Hind-
5GGGGAAGCTTTTACTACCAGAGTGCCCCTTCGGG (as regibes sublinhadas
indicam os sitios de clivagem das enzimas BamHI e Hindlll, respectivamente). A
amplificacdo foi feita com o kit LongRange PCR (Qiagen), de acordo com as
especificacdes do fabricante. Foram realizados testes a fim de determinar o ciclo de
temperatura ideal para amplificacdo, sendo padronizado como 93°C por 3 minutos o
tempo de desnaturacédo da dupla fita de DNA, seguido de 35 ciclos de 93°C por 15
segundos, 60°C por 30 segundos e 68°C por 2 minutos e 30 segundos.

Os amplicons foram purificados com o kit High Pure PCR Product (Roche),
conforme indicagdes do fabricante, e clivados com as enzimas de restricdo BamHI
(New Englad Biolabs) e Hindlll (New Englad Biolabs), segundo instrugbes do
fabricante. A sequéncia de nucleotideos clivada foi purificada com o kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen) e ligada ao plasmideo pET28a (Novagen) também clivado com
as mesmas enzimas e purificado como mencionado. A ligacdo foi feita com a
proporcao de 1 plasmideo por 3 moléculas de amplicon, utilizando-se a enzima T4
DNA ligase (New Englad Biolabs). De acordo com a construcdo realizada, a
sequéncia da proteina de interesse ficou sob regulacdo do promotor da T7 RNA
polimerase e apresenta a sequéncia de seis histidina na regidao N’ terminal (Figura
8).
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Figura 8 - Esquema de vetor de expressdo contendo o inserto
de interesse. Vetor pET28a com a sequéncia da proteina
NS5RdRp acoplada a uma cauda de hexahistidina, cuja
expressdo esta sob regulacdo do promotor da enzima T7
polimerase.

Um volume de 15 pL do vetor contendo o fragmento de interesse foi
misturado com células de Escherichia coli cepa calcio competente TOP 10
(Invitrogen) para transformacéo bacteriana, sendo incubado em gelo por 30 minutos,
seguido de choque térmico a 42°C por 1 minuto e 30 segundos. As células
transformadas foram incubadas com 800 uL de meio SOC a 37°C sob agitacéo de
200 rpm por 1 hora. Posteriormente, 100 yL de cultura bacteriana foram plaqueadas
em placas contendo meio LB sélido suplementado com 25 pg/mL de canamicina. Os
700 pL de cultura restantes foram centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante foi parcialmente descartado, restando apenas 100 uL de meio que foi
utilizado para ressuspender o precipitado celular e plaquear as bactérias, conforme
descrito a cima. Ambas as placas foram incubadas a 30°C por 16 horas para selecéo
das bactérias que continham o plasmideo com o inserto funcional. As coldnias
contendo possiveis clones recombinantes foram transferidas para uma nova placa
com palitos de dente estéreis (Toothpick), e foi incubada a 30°C por 16 horas.

Apés esse periodo os clones foram triados por PCR de col6nia, em que
amostras de cada colénia eram transferidas da placa para microtubos numerados

com o auxilio de palitos de dente estéreis. A esses tubos foram adicionados 10 uL
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de agua ultrapura e incubados a 95°C por 10 minutos, centrifugados a 13.000 rpm
por 1 minuto. 1 pL do sobrenadante foi utilizado para PCR com a enzima Taq DNA
polimerase (IBMP). Foram utilizados os mesmos oligonucleotideos iniciadores
citados anteriormente em um ciclo de 3 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de
94°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos. As amostras
amplificadas foram aplicadas (10 pL) em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 ug/mL
de brometo de etidio.

Os clones que continham a sequéncia amplificada foram incubados em 10
mL de meio LB com 25 yg/mL de canamicina a 30°C por 16 horas sob agitacdo de
200 rpm. Posteriormente, 500 uL de cultura foram transferidos para microtubos
contendo 500 uL de glicerol 50% e armazenados a -80°C como estoque. O restante
da cultura foi usado para purificacdo do DNA plasmidial, como descrito
anteriormente, e a concentracao de acidos nucleicos foi obtida em espectofotdmetro
(NanoDrop - Thermo). A sequéncia nucleotidica foi confirmada por sequenciamento
pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul), utilizando os oligonucleotideos
T7promoter-5TAATACGACTCACTATAGGG, T7terminator-
5GCTAGTTATTGCTCAGCGG e CN19-5GGCTGTTGCGAACCTGTC.

3.3.2Testes de expressao da proteina NSS5RdARp em sistema procarioto

O vetor contendo o inserto foi utilizado para transformacéo em células de E.
coli das cepas BL21 (DE3) pLysS, Rosetta 2 (DE3) e Rosetta-gami 2 (DE3), como
descrito no item 3.3.1, para realizacdo de cinéticas de expressdo e determinacgao
das melhores condi¢cdes de expressao da proteina heteréloga na forma soltvel. Os
clones positivos foram armazenados em 25% de glicerol a -80°C.

A partir dos estoques em glicerol, as bactérias BL21 (DE3) pLysS, Rosetta 2
(DE3) (resistentes a cloranfenicol) e Rosetta-gami 2 (DE3) (resistente a
cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina) foram cultivadas em 10 mL de meio LB
na presenca dos respectivos antibioticos acrescido do antibiético de resisténcia do
vetor (canamicina), sob agitacdo constante de 200 rpm a 30°C por 16 horas. No dia
seguinte, 2 mL de cada cultura foram transferidos para erlenmeyers contendo 18 mL

de meio com antibidticos que permaneceu em agitacdo e temperatura de 30°C até
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atingir uma densidade Optica (DO) de 0,6 em 600 nm. Em seguida, a inducdo da
proteina foi realizada com 0,4 mM de (IPTG) e uma cinética de expressao foi
realizada sob diferentes condicbes de temperatura e tempo de inducdo. Também
foram realizados testes de solubilidade com choque térmico, em que a cultura foi
mantida em gelo por 15 minutos antes da inducao seguido de choque quimico com
3% de etanol absoluto (Merck). Outros testes de expressado buscaram avaliar a
solubilidade da proteina em meio Terrific Broth (TB). O controle negativo (ndo
induzido) foi mantido sob as mesmas condi¢gbes, no entanto, sem a presenca de
IPTG. Apés o periodo estipulado de inducdo em cada teste, 1 mL de cultura de
bactéria foi coletado para visualizacdo da expressado da proteina de interesse em gel
SDS-PAGE. O restante da cultura foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi estocado a -20°C.

O precipitado bacteriano foi resuspenso em 500 uL de diferentes tampdes
de lise com a finalidade de testar a solubilidade da proteina. Os tampdes utilizados
apresentavam diferentes composic¢des: Tampao fosfato (50 mM fosfato pH 7,4, 300
mM NaCl, 1 mM de beta-mercaptoetanol e 10% glicerol) e tampéo tris (20 mM ou 50
mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5 M NaCl, 10 mM beta-mercaptoetanol e 10% glicerol). Em
seguida a suspensdo de bactérias foi submetida a dois ciclos de congelamento e
descongelamento em banho de gelo seco e etanol e 5 ciclos de 15 segundos de
ultrasom (Ultrasonic Homogeneizer 4710 Series - Cole Parmer) para completa lise
celular. O material foi entdo centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C e 30 uL
do sobrenadante (fracdo soluvel) e 75 yL do sedimento (fragcdo insoluvel) foram
ressuspendidos em tampéo PBS 1X. Foram misturados 10 yL de tamp&o de amostra
4X para SDS-PAGE e desnaturados a 95°C por 5 minutos. As aliquotas dos
controles nédo-induzido e induzido foram centrifugadas a 13.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante foi descartado. Os precipitados foram ressuspendidos em 75 uL de
PBS 1X e 25 yL de tampao 4X e desnaturados como jA mencionado. 15 uL de cada
amostra, com excecao do induzido (7,5 pL) foram aplicados em gel SDS/PAGE 13%
para visualizacdo em coloracéo direta com coomassie blue R-250 (Sigma).

A identidade das proteinas recombinantes foi analisada pela técnica de
western blotting, como descrito no item 3.1 utilizando anticorpos primarios policlonais
anti-hexahistidina (Sigma) ou anticorpos policlonais anti-DENV1 (Hawai, 1998),
seguida pela incubagdo como anticorpo secundério anti-mouse conjugado a

fosfatase alcalina.
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A lise de bactérias em volumes de cultura bacteriana de 1 L e 2 L seguiu 0
protocolo no qual o sedimento celular pés-inducéo era resuspendido em 20 e 30 mL
de tampéao de lise (50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM de beta-
mercaptoetanol e 10% glicerol), respectivamente, suplementado com inibidor de
protease (Roche) na proporcdo de uma pastilha para cada 10 mL de tampéao. A lise
bacteriana foi realizada em microfluidificador, e preparo do extrato para purificacao
por FPLC procedeu conforme descrito no item 3.1.

3.3.3 Purificacdo da proteina NS5RdRp por cromatografia

A preparacdo das amostras para purificacdo da porcao soluvel do lisado
celular por afinidade ao niquel em cromatografo AKTA foi possivel pela presenca da
cauda de hexa-Histidina (6xHis) expressa fusionada ao N-terminal da proteina. A
coluna HisTrap HP 1 mL (GE) foi equilibrada com cinco volumes de tampéao de lise,
seguida de lavagem de 2% de tampéao B (50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NacCl, 1
mM de beta-mercaptoetanol, 10% glicerol e 500 mM imidazol) e inje¢cdo do volume
total de amostra a um fluxo de 1 mL/minuto. As proteinas foram eluidas na presenca
de um gradiente linear de tampéao B de 0-100%, e foram coletadas em fracdes de 1
mL. As fracdes que poderiam conter a proteina de interesse foram armazenadas a
-20°C. Aliguotas de 15 pL dessas fracfes foram misturadas com 5 pL de tampéao de
eletroforese de proteinas e desnaturadas a 95°C por 5 minutos. 15 pL dessa mistura
foram aplicados em gel SDS-PAGE 13%, posteriormente corado com coomassie
blue R-250. A cromatografia foi acompanhada pela absorbancia de UV a 280 nm. As
fracbes correspondentes ao pico do cromatograma desta purificacdo foram
guantificadas em fluorimetro Qubit (Invitrogen), utilizando o kit Qubit Protein Assay
(Invitrogen).

Com a finalidade de melhorar a pureza da amostra por meio de uma
purificacdo de troca ibnica, foram realizados testes de ligacdo da proteina as resinas
SP, heparina e DEAE (GE Healthcare). Para a resina SP o tampéao de ligacdo era
composto de 20 mM de fosfato, 20 mM NaCl e 1 mM de beta-mercaptoetanol pH
6,0; o tamp&o de ligagao para a resina de heparina continha 50 mM de MES, 1 mM

beta-mercaptoetanol e 1 mM EDTA pH 6,2; e para a resina DEAE utilizou-se um
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tampao com 20 mM HEPES, 20 mM NaCl e 1 mM beta-mercaptoetanol pH 8,2. As
proteinas foram eluidas em tampdes de mesma composi¢cdo que os tampdes de
ligacdo, mas com 1 M de NaCl. Para os testes de ligacao, 10 pug da proteina diluidos
em 100 pL de tampéao de ligagdo foram incubados com 100 pyL de cada resina sob
agitacdo por 15 minutos a 4°C.

Uma purificacdo de troca i6nica foi realizada em cromatégrafo AKTA com
coluna de heparina (GE) e tampao MES, na qual as fracdes eluidas anteriormente
na purificagdo de afinidade foram diluidas em tampao MES (50 mM de MES, 1 mM
beta-mercaptoetanol e 1 mM EDTA pH 6,2) na propor¢cdo 1:10 e aplicadas na
coluna. Foi realizado um gradiente linear 0-100% de tamp&o de eluicdo (50 mM de
MES, 1 mM beta-mercaptoetanol, 1 mM EDTA e 1 M NaCl pH 6,2) e as fragbes de
interesse foram armazenadas a -20°C na presenca de glicerol 10%. O resultado da
purificacéo foi analisado em gel SDS-PAGE 13%.

3.3.4 Espectrometria de massas

Para confirmar a sequéncia de aminoacidos do dominio RdRp da proteina
NS5 expresso em sistema procarioto, apds a purificacdo em coluna de troca idnica,
a banda com tamanho correspondente a proteina de interesse foi extraida de gel
SDS-PAGE 13%, digerida com tripsina e avaliada por espectrometria de massas em
espectrometro LTQ Orbitrap XL-ETD (Thermo Scientific).

3.3.5 Purificacéo da proteina NS5RdRp a partir de corpusculos de inclusédo

Embora a proteina purificada a partir de corpusculos de inclusdo bacterianos
nao seja indicada para realizacdo de ensaios enzimaticos, uma vez que 0 processo
de reenovelamento pode levar a formacdo de uma estrutura diferente da estrutura
da proteina nativa, essa proteina podera ser utilizada para a producao de anticorpos
monoclonais, os quais poderdo ser empregados em diferentes abordagens para o

estudo do complexo replicativo do DENV. Com esse objetivo, 2 L de cultura foram



32

centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular foi ressuspenso em 20 mL de tampao A composto por 50 mM de
fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM beta-mercaptoetanol e 10% de glicerol. O
extrato celular foi lisado por 10 ciclos de pressao de 18.000 psi em microfluidificador
M-110L (Microfluidics) e centrifugado a 30.000 g por 20 minutos. O pellet
proveniente dessa segunda centrifugacgéo foi ressuspendido em 20 mL de tampéao B
(100 mM NayHPO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M ureia pH 8,0) e mantido em gelo por 1
hora, com agitagfes vigorosas a cada 15 minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada a 30.000 g por 20 minutos e o sobrenadante foi incubado com resina
Ni-NTA Agarose (Qiagen) por 20 minutos a 4°C. ApGs esse periodo centrifugou-se a
amostra a 4°C 500 g por 4 minutos. O sobrenadante compde a fracdo nao-ligada a
resina e foi armazenado a 4°C. A resina adicionou-se 10 mL de tamp&o C (100 mM
NazHPO,4, 10 mM Tris-HCI, 8 M ureia pH 7,0) seguida de centrifugacdo a 4°C 500 g
por 4 minutos. O sobrenadante (lavado) foi coletado e armazenado a 4°C. A proteina
foi eluida com 100 pL de tampéo D (100 mM Na,HPO,4, 10 mM Tris-HCI, 500 mM de
imidazol e 4 M ureia pH 6,5) e centrifugado como anteriormente. O sobrenadante
(eluido 1) foi coletado. O procedimento foi repetido mais uma vez e o sobrenadante
(eluido 2) foi armazenado. A resina foi ressuspendida em 75 pL de PBS 1X,
adicionando-se a esta 25 pL de tampéao de eletroforese 4X. Aliquotas de 75 pL das
fracbes nado-ligado, lavado, eluidos 1 e 2 foram coletadas e acrescidas de 25 uL de
tampédo 4X. Essas aliquotas foram mantidas a 95°C por 5 minutos e 15 pL foram
aplicados em gel SDS-PAGE 13%. A identidade da proteina foi avaliada pela técnica
de western blotting, utilizando anticorpos primarios policlonais anti-histidina (Sigma)

e detectados por anticorpos anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina.



4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS NS3hel
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A proteina NS3hel parental (NS3helFGA/89), bem como suas variantes
NS3hel209Mut, NS3hel435Mut, NS3hel480Mut, e NS3hel200Mut (proteina contendo

mutacdo no motivo catalitico Walker A do dominio helicase), foram expressas em

sistema procarioto e purificadas por cromatografia de afinidade e troca ibnica,

utilizando o cromatografo AKTA (GE). O resultado das purificagcdes esta mostrado na

Figura 9.
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Figura 9 - Perfil da purificacdo das proteinas recombinantes NS3hel do DENV-1 e
suas variantes mutantes. A. Gel representativo SDS-PAGE 13% corado com coomassie
blue demonstrando o grau de pureza das proteinas recombinantes apés purificacdo por
cromatografia de afinidade e troca ibnica. B. Western blotting das proteinas NS3hel

marcadas com anticorpo monoclonal 1722-1B anti-NS3hel DENV1.

4.2 ATIVIDADE ATPase

A atividade ATPase das proteinas NS3hel foi avaliada pelo método

colorimétrico de deteccdo de Pi, liberado a partir da hidrolise de ATP, pela reagéo



34

com o corante verde malaquita. Primeiramente, testes foram realizados para
determinar a concentragdo Otima de enzima a ser utilizada nos ensaios
comparativos. Para tanto, diferentes concentracdes da proteina parental NS3hel
FGA/89 (20 nM, 40 nM, 60 nM, 80 nM e 100 nM) foram incubadas com 500 nM de
dsRNA, 0,5 mM de ATP, 2,5 mM de MgCl, em tampao Tris 50 mM pH 7,5 para
quantificacdo da hidrélise de ATP em cada condi¢cdo. Concentracdes crescentes de
Pi foram detectadas a medida que concentracBes mais altas da proteina foram
administradas (dados ndo mostrados). Visto que a atividade ATPase foi identificada
desde as concentracBes mais baixas de proteina, decidimos utilizar a concentracao
de 40 nM para 0s proximos ensaios.

Alguns trabalhos mostram que a interacdo com o RNA estimula a atividade
catalitica de ATPase da proteina NS3 dos flavivirus in vitro (GEBHARD et al., 2012;
LI et al., 1999). Desse modo, nossos dados apresentam-se em consonancia com a
literatura, demonstrando que a hidrolise de ATP pela proteina NS3hel do DENV-1 é
estimulada pelo aumento da concentracdo de RNA até aproximadamente 500 nM de
dsRNA (Figura 10A). O grafico representa os valores da meédia de dois experimentos
independentes.

Uma vez estabelecidas as concentracbes de RNA e proteina, foram
realizados ensaios comparativos de atividade enzimatica entre as proteinas
recombinantes NS3hel com diferentes concentragcdes de ATP (Figura 10B). Os
valores de absorbancia para cada proteina foram normalizados pelos dados da
NS3hel200Mut, que ndo apresenta atividade catalitica de ATPase. Os resultados
mostrados representam a média de trés experimentos independentes ajustados a
equacao de Michaelis-Menten. Os valores de Vmax e Km foram obtidos pelo
programa GraphPad Prisma e os valores de kcat e kcat/Km determinados pelas
férmulas kcat = Vuax/[Et], onde [Et] € a concentracdo da enzima vezes uma unidade
de tempo e kcat/Km seria dado pela divisdo desses valores multiplicados por 1000.

Os dados sdo mostrados na Tabela 1.
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Figura 10 - Quantificacdo da hidrélise de ATP pelas proteinas NS3hel. A. Atividade ATPase da
proteina NS3hel FGA/89 estimulada pelo aumento da concentracdo de dsRNA com um tempo de
incubacdo de 10 minutos a 28°C. B. Curva de cinética enziméatica de Michaelis-Menten para as
proteinas recombinantes NS3hel realizada com 10 minutos de incubagéo a 28°C.

Tabela 1 - Pardmetros cinéticos de hidrélise de ATP das proteinas recombinantes NS3hel.

NS3hel Vwmix(nmoles/(mg min) Km (LM) Keat (s71) Kcat/Km (MM s-1)
FGA/89 11,73 £1,045 0,04542 + 0,028 4,8875 £ 0,435 107606,8
209Mut 20,31 + 1,789 0,02971 £ 0,025 8,4625 £ 0,7454 284836,8
435Mut 16,08 £ 1,507 0,03145 + 0,027 6,7 £ 0,627 213036,6
480Mut 13,83+ 1,159 0,02199 + 0,022 5,7625 + 0,482 262050,9

4.3 OBTENCAO DA PROTEINA NS5RdRp

4.3.1 Clonagem e testes de expressao da proteina NS5RdRp

O fragmento de DNA correspondente a sequéncia do dominio RdRp da NS5
foi amplificado por reacdo de PCR, purificado, digerido com as enzimas de restricdo
BamHI e Hindlll (Figura 11A) e ligado ao vetor pET28a, também digerido com as
mesmas enzimas de restricdo. Os clones recombinantes positivos (Figura 11B)

foram sequenciados pela empresa coreana Macrogen, para confirmac&o da correta
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insercao do fragmento de interesse no vetor e verificacdo da auséncia de mutacdes

indesejadas.

A
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Figura 11 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do vetor de
clonagem, produto de amplificacdo por PCR e clone. A. Vetor pET28a
(5369pb) e sequéncia da proteina NS5RdRp amplificada por PCR (1884pb). B.
clone do vetor de clonagem contendo a sequéncia de interesse (7253pb).

Apés a confirmacao por sequenciamento, o clone recombinante foi utilizado
para transformar bactérias E. coli das cepas BL21pLysS (DE3), Rosetta 2 (DE3) e
Rosetta-gami 2 (DES3). Diferentes condicdes de temperatura e tempo de expressao
foram testadas para a obtencdo da proteina NS5RdRp. Os resultados iniciais de
expressao da proteina a 16°C por 16 horas mostraram que a proteina estava sendo
melhor expressa em Rosetta 2 (Figura 12A). A lise das bactérias para analise em gel
das fracdes soluvel e insoluvel (proteina presente em corpusculos de inclusao)
(Figura 12B) indica a presenca de uma banda do tamanho da proteina de interesse.
No entanto, apenas a fracdo insollvel da proteina, proveniente da agregacdo em
corpusculos de incluséo, apresentou marcagcdo quando reagida com anticorpos anti-
hexahistidina pela técnica de western blotting (Figura 12C). Dessa forma, mais
testes foram realizados, alterando as condi¢cbes de inducéo e tampdes de lise a fim

de melhorar a expresséao proteica na forma solavel.
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Figura 12 - Andlise da expressdo da proteina NS5RdRp em sistema procarioto em gel SDS-PAGE
13%. A. Teste de expressdo em BL21pLyS, Rosetta 2 e Rosetta gami a 16°C por 16 horas, mostrando
aliquotas ndo-induzidas com IPTG (NI) e induzidas (Ind). B. Fraces soluvel (Sol) e insolavel (Ins) da
expressdo em Rosetta 2 a 16°C por 16 horas. C. Western blotting do gel mostrado em B marcado com
anticorpo anti-histidina. D. Cinética de expressdo da proteina NS5RdRp em Rosetta 2 feita a 30°C
mostrando amostras antes e apés a indugdo com IPTG em 3, 4, 5 e 6 horas. E. Fragdes soluveis (Sol) e
insoltveis (Ins) da cinética de expressdo em Rosetta 2 a 30°C.

Embora em pequenas concentragcdes, a proteina pareceu estar sendo
expressa em sua forma soltvel a 30°C. A cinética de tempo de inducdo da proteina
nao mostrou diferencas na expressdo e na concentracdo da fracdo soluvel e
insoltuvel ao longo tempo (Figuras 12D e 12E). Optou-se por manter a expressao a
30°C com tempo de inducao de 4 horas para dar inicio aos testes de purificacdo da
proteina NS5RdRp.
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4.3.2 Purificacdo da proteina NS5RdRp

Foram realizadas purificacBes por afinidade ao niquel em pequena escala e
confirmacédo da expressdo da proteina por western blotting. Testes preliminares com
os tampbes de lavagem (50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM beta-
mercaptoetanol, 10% glicerol e 50 mM de imidazol) usado em L1 e L2 (lavados) e
tampdo de eluicdo (mesma composicdo do tampdo B, porém com 500 mM de
imidazol) que eluiu as fracdes E1 e E2 (eluidos) (Figura 13A), mostraram que a
proteina estava se desligando da resina com baixas concentracdes de imidazol.
Para melhorar a purificagdo, novos testes foram realizados com tampéo de eluigédo
com 50 mM de imidazol (Figura 13C).
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Figura 13 - Testes de purificagdo por afinidade da proteina NS5RdRp ao niquel feitos em
bancada. A. Teste de purificacdo utilizando tampéo de lavagem e eluicdo com 50 mM e 500 mM de
imidazol, respectivamente, mostrando as fragdes antes da indugéo (NI), apés a inducéo (Ind), insoldvel
(Ins), soltvel (Sol), ndo-ligado a coluna (NL), lavado 1 (L1), lavado 2 (L2), eluido 1 (E1) e eluido 2 (E2).
B. Western blotting do gel mostrado em A. Marcagao da proteina utilizando anticorpo policlonal anti-
DENV-1 e revelada com anticorpo secundario acoplado a fosfatase alcalina. C. Teste de purificagdo da
proteina NS5RdRp com tampao de eluigdo com 50 mM de imidazol mostrando as fragBes antes da
indugdo (NI), ap6s a indugédo (Ind), solavel (Sal), ndo-ligado a coluna (NL), lavado 1 (L1), lavado 2 (L2),
eluido 1 (E1), eluido 2 (E2) e eluido 3 (E3).

Apés determinar os tampdes mais apropriados para a purificacdo da
proteina, volumes maiores de cultura foram purificados por cromatografia de
afinidade em cromatégrafo AKTA com tampé&o de lise sendo composto por 50 mM
fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM de beta-mercaptoetanol e 10% glicerol e
tampdo de eluicdo 50 mM fosfato pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM de beta-
mercaptoetanol, 10% glicerol e 500 mM de imidazol. A Figura 14 mostra o resultado
de uma purificacdo para dois litros de cultura bacteriana.
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Figura 14 - Purificacdo proteina NS5RdRp por afinidade a coluna de niquel em cromatégrafo
tipo AKTA. A. Cromatograma da purifiacdo indicando a eluicdo de uma grande quantidade de
proteinas entre as fracdes 12 e 19 e de um segundo pico de eluicdo entre as fracbes 22 e 24. B. Gel
de acrilamida indicando a eluicdo de uma proteina do tamanho da proteina de interesse em ambos os
picos do cromatograma. C. Western blotting do gel mostrado em B marcado com anti-hexahistidina no

gual apenas a fragdo 25 foi marcada.

Os resultados observados nessa primeira purificagdo indicavam que a

proteina poderia estar sendo eluida com 40 nM de imidazol, o que representa um

valor baixo comparado ao que se costuma observar em uma purificacdo de

afinidade. Complementariamente a esse resultado

, apenas a fracdo que eluiu mais

tardiamente da coluna apresentou marcagdo em western blotting com anticorpo anti-
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hexahistidina, 0 que poderia ser um indicativo de que a proteina estaria perdendo
sua cauda de histidina e somente as proteinas que apresentassem essa sequéncia
um pouco mais conservada iram ter maior interagcdo com o niquel e apresentar

marcacéao pelo anticorpo.
Assim, a fim de melhorar o grau de pureza da amostra foram realizados

testes de ligacdo em diferentes resinas de troca idnica (heparina, DEAE e SP). Os
resultados indicam que a resina de heparina seria mais eficiente para uma segunda

purificagao por troca catidnica.
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Figura 15 - Teste de ligacdo proteina NS5RdRp em resina. A. Teste com resina de heparina
mostrando uma aliquota da proteina que néo foi colocada na resina (input), ndo-ligado a resina (NL),
lavado (L), eluido 1 (E1), eluido 2 (E2) e a resina (R). B. Teste com resina DEAE. C. Teste com resina

SP.

Apos os testes de ligacao, as fracdes coletadas da purificacédo por afinidade
gue continham a proteina de interesse foram purificadas por troca catibnica em

cromatografo com resina de heparina (GE Healthcare) em tampéo MES.
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Figura 16 - Purificagcdo da proteina NS5RdRp por troca ibnica em resina de heparina. A.
Cromatograma da purificagdo indicando que uma grande quantidade de proteina ndo ligou na coluna.
B. Gel da purificagdo indicando as fragBes FR1, ndo-ligado a coluna (NL), FR8, FR23, FR29 e FR33.

As fracBes dessa purificacdo que nao ligaram a coluna foram concentradas
em Centricon de 50 kDa (Millipore) (Figura 16B). Um volume de 10 uL de proteina foi
aplicado em gel SDS-PAGE 13%. A banda do gel com o tamanho correspondente
ao da proteina de interesse foi recortada e utilizada para analise de sequéncia por
espectrometria de massas. O resultado da analise da sequéncia de aminoacidos da
proteina de aproximadamente 72 kDa que estava sendo expressa em Rosetta 2

(DE3) indica que a proteina em questao trata-se, na verdade, de uma proteina heat

shock de E. coli com 71 kDa.
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Além das tentativas de expresséao e purificacdo da proteina na forma soltvel
realizou-se a purificacdo da fragcdo insoluvel da proteina. O resultado visualizado no
western blotting com anticorpo anti-hexahistidina mostra a marcacao de bandas no
tamanho esperado, indicando que a proteina de interesse esta sendo expressa, mas
encontra-se retida em corpos de inclusédo. A banda visualizada na fragdo E2 (Figura
16A) sera analisada por espectrometria de massas para confirmacdo da sequéncia
de aminoacidos. Embora a proteina insollvel ndo seja indicada para realizacdo de
ensaios de interacdo e de atividade devido a conformacéo estrutural inadequada do
polipetideo, a proteina purificada podera ser utilizada para a produgéo de anticorpos
monoclonais que poderdo contribuir para estudos futuros da proteina na forma

solivel, além de poder ser utilizado em outros trabalhos desenvolvidos no

laboratério.
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Figura 17 - Purificag@o da proteina NS5RdRp por afinidade ao niquel a partir
de corpuUsculos de inclus@o. A. Perfil da purificacdo observado em gel de
acrilamida 13% corado com coomassie blue indicando as fracdes antes da
inducéo (NI), apés inducéo (Ind), ndo-ligada a coluna (NL), lavado 1 (L1), eluido 1
(E1), eluido 2 (E2) e resina (R). B. Western blotting da purificagdo feita por
afinidade ao niquel e marcado com anti-hexabhistidina.
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5 DISCUSSAO

Apesar dos grandes avancos dos ultimos anos para o entendimento da
biologia do DENV, a patogenia da doenca continua sendo um grande desafio
principalmente no que diz respeito a ocorréncia das formas mais graves. Uma das
maiores dificuldades encontradas para o estudo da patologia e biologia molecular do
virus é o fato de que até o momento ndo existe um modelo ideal de infec¢do capaz
de refletir as diferentes formas clinicas da doenca, o que dificulta ainda mais o
estudo.

Existem evidéncias na literatura que o virus pode atravessar a barreira
hematoencefalica e infectar células do sistema nervoso central, ocasionando
encefalite (FERREIRA et al., 2005). Em funcédo disso, o modelo de infeccdo em
sistema nervoso de camundongos tem se apresentado como um bom sistema para
0 estudo da patogénese do DENV. Sabin; Schlesinger, (1945) demonstraram que
passagens sucessivas de isolados clinicos de DENV em cérebro de camundongos
produziram variantes com maior viruléncia em modelo murino. Esses resultados sé&o
reflexo da alta taxa de erro da polimerase inerente aos virus de RNA, que pode
contribuir para o surgimento de mutacdes que auxiliem o virus a superar uma
pressao seletiva e permitir, por exemplo, a infeccdo em um novo nicho.

Trabalhos independentes (DESPRES et al., 1998; BORDIGNON, et al.,
2007) que buscavam compreender melhor a patogénese da dengue através da
neuroadaptacdo em camundongos neonatos, mostraram que mutacbes nas
proteinas E e NS3 do DENV-1 cepa FGA/89 sao capazes de aumentar a viruléncia
do virus. O sequenciamento das cepas neuroadaptadas geradas indicou que as
mutacbes presentes na proteina NS3 localizam-se no dominio helicase dessa
proteina (SANTOS et al., 2000; BORDIGNON, et al., 2007). Borba (2010)
desenvolveu estudos com clones infecciosos de DENV-1 para tentar compreender o
papel dessas mutacBes na viruléncia do virus e, mais recentemente, Strottmann
(2013) avaliou o perfil de infeccdo de duas variantes recombinantes do DENV-1,
contendo as mutacdes pontuais LeuNS3435Ser ou LeuNS3450Ser em mdDCs, o alvo
primario da infeccdo pelo DENV em humanos. Os estudos demonstram que o0s
DENV-1 contendo mutagcbes na proteina NS3hel aumentam substancialmente a

aptidao viral in vitro, in vivo e ex vivo.
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A proteina NS3 é uma proteina multifuncional que interage com outras
proteinas virais, da célula hospedeira e com o RNA viral. Acredita-se que seu
dominio helicase seja responsavel por desfazer as estruturas secundarias do RNA
gendmico, dissociar proteinas do RNA e separar a dsRNA formada durante a
replicacdo do material genético viral (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009; RANEY et
al., 2010). E sabido que existe uma relagéo funcional entre os dominios ATPase e
helicase da proteina NS3 dos flavivirus, no entanto, o papel dessas atividades na
modulacdo da replicacdo viral ndo esta completamente elucidado (FAIRMAN-
WILLIAMS; GUENTHER; JANKOWSKY, 2010).

Sampath et al., (2006) trabalhando com mutacdes pontuais no dominio
helicase do DENV-2 mostraram que a mutacdo LyssgsAla é capaz de anular a
atividade ATPase dessa enzima e reduzir em até 80% a sua atividade helicase
guando comparada com a proteina parental. Curiosamente, mutagdes nos residuos
llesssAla e ArgszgAla apresentaram reducdo da atividade helicase sem alterar a
hidrolise de ATP, mostrando que as mutacdes modulam a atividade enzimatica da
proteina através de diferentes mecanismos. Outros trabalhos na literatura
envolvendo mutagcdes na NS3 também mostram diferentes relacdes entre as
atividades ATPase e helicase in vitro (HEILEK; PETERSON, 1997; KIM et al., 1997;
WARDELL et al., 1999; MATUSAN et al., 2001; YON et al., 2005).

Alteracbes no perfil enzimatico da proteina NS3hel poderiam constituir um
dos mecanismos pelos quais as mutacdes nos residuos LeuNS3,3sSer e
LeuNS34g0Ser estariam modulando a infectividade e replicacédo viral, conforme os
fendtipos observados por Despres et al. (1998), Bordignon, et al. (2007), Borba
(2010) e Strottmann (2013). Neste trabalho nds demonstramos que a atividade
ATPase da proteina NS3hel FGA/89 é estimulada pelo aumento da concentracao de
RNA. Outros trabalhos na literatura corroboram esse dado (GEBHARD et al., 2012;
LI et al.,, 1999; YON et al., 2005). Acredita-se que a ligacdo da proteina ao RNA
promove uma alteracdo conformacional que favorece a hidrélise do ATP (LI et al.,
1999). Yon et al. (2005) demonstraram que mutacdes no motivo RKRK da NS3hel,
motivo conservado entre os flavivirus e responsavel pela interacdo com o0 RNA,
levam a diminuicdo das atividades ATPase e helicase em DENV-2.

Nossos dados demonstram que as proteinas mutantes NS3209Mut,
NS3435Mut e NS3480Mut apresentam maior eficiéncia catalitica (determinada pelos

valores de kcat/Ky) quando comparadas com a proteina parental (NS3hel FGA/89).
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Além disso, as muta¢gBes também parecem conferir maior afinidade da enzima pelo
substrato (valores de Ky) enquanto o nimero de renovacao (turnover) da enzima,
dado pelos valores de kcat, apresenta pouca variacdo entre as proteinas mutadas e
a parental. Embora as mutacdes estudadas nesse trabalho n&o estejam localizadas
no sitio ativo de ligacéo do ATP, altera¢gBes da atividade enzimatica sdo observadas,
provavelmente, por promoverem alteracdes conformacionais na proteina que
modificam a ligagdo com o substrato e capacidade de hidrolisar ATP. Nos
especulamos que as muta¢des no dominio Il da proteina NS3hel poderiam modificar
a interacdo da proteina com a molécula de RNA e promover alteracdes no processo
replicativo do virus, de acordo com o modelo proposto por Sampath e colaboradores
(2006). Porém a alteracdo da capacidade hidrolitica de ATP por si s talvez nédo seja
0 Unico mecanismo pelo qual as muta¢cées modulem a viruléncia do virus. Como
citado anteriormente, modificacbes na atividade ATPase podem refletir na atividade
helicase, promovendo aumento ou diminuicdo dessa funcdo. Além disso, as
atividades RTPase, NTPase e helicase da NS3 sdo mutuamente reguladas pela
ligacdo do Mg?*. Assim sendo, mutacbes que alterem a ligacdo do cation podem
anular as trés atividades da proteina, como mostrado por Benarroch et al. (2004).
Em seu trabalho, Borba (2010) mostrou alteracdes na viruléncia em
camundongos quando infectados com virus recombinantes contendo as mutacfes
NS3209Mut, NS3435Mut e NS3480Mut. A infeccdo com os mutantes NS3435Mut e
NS3480Mut  ocasiona o desenvolvimento de sinais de neuroviruléncia em
camundongos neonatos, similares aos ocasionados pelas variantes neurovirulentas
do DENV-1. Enquanto que o animais infectados com o virus recombinante contendo
a mutacdo NS3209Mut ndo apresentaram nenhum sinal da doenca. Os resultados
dos ensaios in vitro de atividade ATPase obtidos no presente estudo, sugerem que
as mutacdes nos residuos LeuNS3435Ser e LeuNS3450Ser promovem alteracdes na
atividade ATPase da proteina, contribuindo para os fenotipos observados por Borba
(2010). No entanto, a mutacdo no residuo ValNS3,p0lle mesmo apresentando um
aumento na eficiéncia catalitica da enzima e maior afinidade pelo substrato, ndo é
suficiente para modular a atividade replicativa do virus in vitro e in vivo. . Matusan et
al. (2001), mostrou que um aumento da hidrélise de ATP pode estar relacionado
com um aumento ou diminuicdo da atividade helicase, dependendo do residuo onde
a mutacao ocorre. As alteracOes da atividade de ATPase, observadas nesse estudo,

poderiam, portanto, estar modulando a atividade helicase da proteina NS3. Diante
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desse cenario, os dados sobre a atividade ATPase aqui mostrados devem ser
comparados com ensaios de atividade helicase destas proteinas para melhor
compreender 0s mecanismos pelos quais essas mutacdes modulam a replicacao
viral.

Outra hip6tese de como essas mutacdes estariam regulando o fenétipo viral,
seria por promover uma alteracao da interacdo da NS3 com outras proteinas virais
ou da célula hospedeira. Uma das proteinas que se associa intimamente com a NS3
€ a proteina NS5. A interacdo entre elas ocorre através dos dominios helicase da
NS3 (aminoacidos 303-618) e RNA polimerase da NS5 (aminoacidos 320-368) e
ambas interagem com o RNA viral e com outras proteinas virais para formar o
complexo replicativo (JOHANSSON et al., 2001). Cui et al. (1998) Yon et al. (2005)
mostraram que a interagcdo da proteina NS3 com a proteina NS5 estimula a
atividade NTPase e RTPase da NS3. O mecanismo envolvido nesse estimulo de
atividade ainda ndo foi caracterizado. NOs especulamos que as mutacOes
NS3435Mut e NS3480Mut, localizadas no topo do subdominio Il da proteina NS3,
poderiam modular a interacdo desta molécula com a proteina NS5 e modificar as
suas atividades enzimaticas e, assim, resultar no aumento da aptiddo viral
observada nos modelos de estudo.

Com o intuito de estudar a interacdo entre a proteina NS5RdRp com as
proteinas NS3hel mutantes, nos propusemos a expressar e purificar esse dominio.
Para tanto, nos baseamos no protocolo descrito por Yap et al. (2007). Entretanto,
como mostrado anteriormente nesse trabalho, a expressao da proteina nao foi bem
sucedida nessas condi¢cdes. Uma analise da composicdo de aminoacidos entre a
proteina NS5RdRp de DENV-1 cepa FGA/89 (GenBank AF226687.2) e de DENV-3
(GenBank AY662691.1), utilizada por Yap et al. (2007), apontou 118 aminoacidos
de diferenca entre as sequéncias. No entanto, testes de expressdo em cepas de E.
coli indicaram que a proteina de DENV-1 estava sendo expressa em Rosetta 2 na
forma insoluvel e, em menor proporcao, na forma soluvel.

A analise eletroforética do teste de purificacdo da proteina solGvel por
afinidade mostra que uma proteina com 0 mesmo peso molecular da proteina de
interesse estava sendo eluida da coluna. No entanto, ndo foi observada marcacéo
da proteina em western blotting com o anticorpo anti-hexahistidina. Além disso, o
cromatograma da purificagcdo mostra que a proteina foi eluida em uma concentracéo

muito baixa de imidazol. Esses resultados nos fizeram levantaram a hipétese de que
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a cauda de histidina da proteina pudesse estar sendo degradada por proteases
bacteriana. Por se tratar de um ion bivalente, o niquel necessita apenas de duas
moléculas de histidina para estabilizar sua carga. Sendo assim, a proteina com parte
da etiqueta poderia se ligar a coluna durante a purificagdo, mas devido ao menor
namero de moléculas para interacdo ela se desligaria da coluna com maior
facilidade. Essa hipotese também poderia explicar a auséncia de marcacdo da
proteina por western blotting quando reagida com anticorpos anti-hexahistidina. Para
esclarecer os resultados observados nesses experimentos, a sequéncia de
aminoacidos da proteina que estava sendo expressa e purificada foi analisada por
espectrometria de massas, evidenciando que a proteina que estava sendo expressa
e purificada tratava-se de uma proteina de E. coli. No entanto, como a ultima fracdo
coletada a partir da purificacdo por afinidade ao niquel (fracdo 25) apresenta
marcacdo com anticorpo anti-hexahistidina, sua sequéncia de aminoacidos sera
analisada por espectrometria de massas e, caso confirme-se que se trata da
proteina NS5RdRp, novos testes serdo realizados para melhorar o rendimento de
expressao.

Paralelamente a purificacdo da proteina na forma soluvel, foram realizadas
purificacbes da fracdo insoluvel da proteina NS5RdRp, a partir de corpusculos de
inclusdo gerados pela agregacdo da proteina recombinante (SCHUMANN;
FERREIRA, 2004). Mesmo apés um tratamento para reenovelamento das proteinas
na forma insoluvel, sua utilizacdo para ensaios enzimaticos ndo € recomendada por
poder apresentar uma estrutura diferente da proteina nativa. No entanto, esse
polipeptideo reenovelado pode ser utilizado para outros fins, como a producao de

anticorpos monoclonais.
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CONCLUSAO

A proteina NS3hel FGA/89 tem sua atividade ATPase estimulada pelo aumento
da concentracdo de RNA dupla fita;

As proteinas NS3hel com as mutacdes ValNS3yplle, LeuNS3s3sSer e
LeuNS3.5Ser apresentam maior eficiéncia catalitica e maior afinidade pela
molécula de ATP quando comparadas com a proteina parental do virus DENV-1
FGA/89;

A expresséao da proteina NS5RdRp na forma soltvel ndo foi eficiente no sistema
utilizado e outras estratégias de clonagem e expressdo deverdo ser utilizadas
para dar continuidade aos trabalhos realizados.
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PERSPECTIVAS

Realizar os ensaios de atividade ATPase com a proteina NS3hel209/480Mut,
gque apresenta as duas mutacOes observadas na variante neuroadaptada
FAG/NA P6, e determinar seus valore de kcat, Ky e kcat/Ky.

Realizar ensaios de atividade helicase com as proteinas NS3helFAG/89,
NS3hel200Mut, NS3hel209Mut, NS3hel435Mut, NS3hel480Mut e
NS3hel209/480Mut.

Analisar a sequéncia de aminoacidos da fracdo 25 da purificacdo por afinidade

ao niquel da proteina NS5RdRp por espectrometria de massas.
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