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PRESS RELEASE

A dengue é uma das principais doencas transmitidas por mosquitos a seres humanos, que apesar
de antiga, é pouco compreendida. Ela é causada pelo virus da dengue (DENV). Todos os anos,
milhdes de casos da doenca sdo registrados mundialmente. A infec¢do pelo DENV é na maioria
das vezes assintomatica, mas a doenca pode evoluir para casos graves e levar a morte. Em 2022,
mais de 1000 mortes foram registradas no nosso pais. Infelizmente, até presente momento, a
doenca ndo possui tratamento especifico e nem uma vacina amplamente distribuida. O
agravamento da dengue envolve a resposta imune e metabdlica do individuo. Durante a
infeccdo, algumas alteracdes no metabolismo celular ocorrem, sendo o figado um érgdo muito
afetado. Em nosso trabalho, n6s analisamos alteracdes no metabolismo causadas pelo DENV
em mitocondrias do figado. O metabolismo é um conjunto de reacBGes quimicas que fornece
energia para o funcionamento do organismo e as mitocondrias sdo organelas celulares centrais
nesse processo. Buscamos entender como o DENV pode modificar o metabolismo e
observamos que algumas proteinas celulares tém seus niveis reduzidos durante a infecgdo. Parte
dessas proteinas compdem o sistema de transporte de elétrons da mitocondria. Esse sistema é
responsavel pelo consumo do oxigénio durante a respiragdo celular, processo no qual os
nutrientes (substratos energéticos) que consumimos fornecem a energia necessaria para o
funcionamento das células, e consequentemente, do organismo. Vimos que uma das proteinas
virais, a proteina ndo estrutural 3, NS3, promove a diminuicdo da utiliza¢do de alguns substratos
energéticos fornecidos para as mitocondrias, levando a uma reducdo do consumo de oxigénio
por essas organelas. Esse efeito foi variavel de acordo com o substrato que € fornecido para a
mitocdndria. Além disso, vimos que quando fornecemos citocromo ¢, que também faz parte do
sistema de transporte de elétrons, para as mitocéndrias, o efeito observado é revertido, o que
indica que NS3 pode atuar sobre essa molécula e assim diminuir o consumo de oxigénio das
mitocondrias. Esses achados sdo importantes para entender como o DENV causa mudancas no
metabolismo celular, indicando que NS3 pode causar uma parte delas. Entender as alteracfes
que ocorrem durante a infeccdo pode contribuir para o desenvolvimento de terapias anti-DENV.
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RESUMO

Sousa, Bruna Guedes. Estudo do papel da proteina NS3 do virus da dengue no metabolismo de
células humanas. AlteracGes metabdlicas induzidas pela proteina NS3 do virus da dengue. Rio
de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias-Microbiologia), Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A dengue é responsavel por um numero significativo de casos e mortes todos os anos
mundialmente e atualmente ndo possui tratamento especifico. Estudos indicam uma relacéo
entre o metabolismo da célula hospedeira e a replicagéo do virus da dengue (DENV), incluindo
nossa observacdo prévia de que a infeccdo pelo DENV afeta a bioenergética mitocondrial. Foi
demonstrado que a proteina ndo estrutural 3 (NS3) do DENV possui um peptideo sinal de
importacdo para a mitocondria. Os mecanismos pelos quais 0 DENV modula o metabolismo
celular sdo pouco conhecidos e faltam evidéncias do papel de NS3 nesse contexto. Para
investigar isso, realizamos uma varredura por proteémica com mitocondrias isoladas de células
Huh7 infectadas pelo DENV. De todos os peptideos virais identificados na fracdo mitocondrial,
44,4% pertenciam a NS3, sugerindo que NS3 esta localizada na mitocéndria durante a infeccgéo.
Em seguida, investigamos possiveis papeis de NS3 no metabolismo mitocondrial. Usando um
protocolo de respirometria multi-substrato, observamos a diminuicéo da respiragdo acoplada e
da razéo de controle respiratorio (RCR) em mitocdndrias incubadas com o dominio protease de
NS3 (NS3pro). Ao avaliar a utilizagdo de cada substrato individualmente, NS3pro diminuiu o
RCR associado a malato/piruvato (40,6%), palmitoil-carnitina (53,2%) e succinato (56,2%). No
entanto, o dominio de protease cataliticamente inativo, NS3proS135A, ndo prejudica a taxa
respiratoria associada a malato/piruvato e de palmitoil-carnitina, mas prejudica a induzida por
succinato, indicando efeitos diferenciais dependentes e independentes da atividade protease de
NS3pro dependendo do substrato. O comprometimento da taxa respiratoria associada ao
succinato, mas nao a piruvato/malato ou palmitoil-carnitina, também foi observado com
mitocdndrias incubadas com NS3 inteira (contendo todos os dominios) e células transfectadas
com NS3. NS3pro ndo compromete a integridade da membrana interna mitocondrial, uma vez
gue ndo houve diferenca na capacidade de formacéo de potencial da membrana mitocondrial
entre 0 controle e as mitocondrias incubadas com NS3. Além disso, nem a funcdo dos
complexos mitocondriais Il e 1V foi diretamente afetada pela incubagdo com NS3pro, indicando
gue outros componentes do sistema transportador de elétrons sdo afetados por NS3pro. A
suplementacdo com citocromo c restaurou o consumo de oxigénio para niveis do controle na
presenca de succinato, mas ndo com outros substratos. De modo geral, mostramos que NS3
afeta o metabolismo mitocondrial de forma substrato-especifica, afetando a taxa respiratoria
associada succinato de maneira dependente do citocromo ¢ e independente de sua atividade
protease. Esses achados elucidam novas potenciais fungbes de NS3 na reprogramacéo
metabdlica que ocorre durante a infeccdo pelo DENV.

Palavras-chave: dengue, metabolismo, NS3, mitocondria, citocromo c, bioenergética.



ABSTRACT

Sousa, Bruna Guedes. Estudo do papel da proteina NS3 do virus da dengue no metabolismo de
células humanas. AlteracGes metabdlicas induzidas pela proteina NS3 do virus da dengue. Rio
de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias-Microbiologia), Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Dengue disease is responsible for a significant number of cases and deaths every year
worldwide and currently has no specific treatment. Studies indicate a relationship between host
cell metabolism and dengue virus (DENV) replication, including our previous observation that
DENV infection affects mitochondrial bioenergetics. It has been shown that DENV
nonstructural protein 3 (NS3) possesses a N-terminal mitochondrial import signal. However,
the mechanisms by which DENV modulates cellular metabolism are poorly known, and
evidence for the role of NS3 in this context is lacking. To investigate that, we performed
proteomics screening on the mitochondria isolated from DENV-infected Huh7 cells. From all
viral peptides identified in the mitochondrial fraction, 44.4% belonged to NS3, suggesting that
NS3 is localized in mitochondria during infection. Next, we investigated possible roles of NS3
in mitochondrial metabolism. Using a multi-substrate respirometry protocol, we observed
decreased coupled respiration and respiratory control ratio (RCR) in mitochondria incubated
with the NS3 protease domain (NS3pro). When assessing the utilization of each substrate
individually, NS3pro decreased the RCR associated with malate/pyruvate (40,6%),
palmitoylcarnitine (53,2%), and succinate (56.2%). However, the catalytically inactive protease
domain, NS3proS135A, does not impair the respiratory rates associated with malate/pyruvate
and palmitoylcarnitine, but it impairs succinate-induced, indicating differential protease-
dependent and independent effects of NS3pro depending on the substrate. The respiratory rate
impairment associated with succinate, but not with pyruvate/malate or palmitoylcarnitine, was
also observed with mitochondria incubated with full-length NS3 and NS3-transfected cells.
NS3pro does not disrupt mitochondria membrane integrity since there was no difference in
mitochondrial membrane potential between control and NS3-incubated mitochondria. Also,
neither mitochondrial complex Il nor IV function was directly affected by NS3pro incubation,
indicating that other components of the electron transport system are affected by NS3pro.
Cytochrome c¢ supplementation restored oxygen consumption to control levels in the presence
of succinate but not with other substrates. Altogether, we show that NS3 impairs mitochondrial
metabolism differently, affecting succinate-induced respiration in a cytochrome c-dependent
and protease-independent manner. These findings uncover new potential functions for NS3 in
metabolic reprogramming during DENV infection.

Key words: dengue, metabolism, NS3, mitochondria, cytochrome c, bioenergetics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

A dengue é uma arbovirose de alta incidéncia em humanos e representa um grande
problema de saude publica. Estima-se que metade da populacdo mundial corre o risco de
contrair a doenc¢a (Word Health Organization, 2022). A dengue é causada pelo virus da dengue,
da familia Flaviviridae, transmitido principalmente por fémeas do mosquito Aedes aegypti
(Guzman et al., 2016). Além do A. aegypti, A. albopictus, A. polynesiensis e espéecies do
complexo A. scutellaris também podem transmitir o DENV (Word Health Organization, 2009),
0 que contribui para uma grande distribuicdo geografica da doenca. Atualmente 129 paises sao
afetados na Africa, Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental
(Figura 1), e estima-se que ocorram de 100 a 400 milhdes de infec¢cdes anuais pelo DENV
(Word Health Organization, 2022).

Semdados  Sem infecgdes 10,000 100,000 1 milhdo 10 milhdes 100 milhdes

Figura 1. Ocorréncia global da dengue. O mapa ilustra a distribui¢do global da dengue, assim como, 0 nimero
de infeccdes em 2019. A dengue é endémica em regides da Africa, das Américas, do Mediterraneo Oriental, do
Sudeste Asiatico e do Pacifico Ocidental (Adaptado de Our World In Data. Disponivel em:

https://ourworldindata.org/grapher/dengue-incidence?time=latest. Data de acesso: 14/01/2023).
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O Brasil possui 0 maior percentual de casos de dengue do continente americano
(Institute for Health Metrics and Evaluation, 2021). No ano de 2022, foram registrados cerca
de 1,4 milhdo casos provaveis e 978 obitos em decorréncia da doenca no pais (Secretaria de

Vigilancia em Saude — Ministério da Saude, 2022).

Além do impacto na salde da populacdo, a dengue também afeta a economia do pais.
Estima-se que 3 bilhdes de dblares sejam gastos anualmente nas Américas com a doenca, sendo
o0 Brasil responsavel por 46,6% dos gastos (Laserna et al., 2018).

Os sintomas clinicos mais comuns da dengue incluem manifestagdes leves, mas
debilitantes, como febre, dores musculares e articulares, dor de cabega e erupgdo cuténea
(Guzman et al., 2016; Khanam et al., 2022). Alguns individuos desenvolvem formas mais
graves da doenca, como a febre hemorragica da dengue e a sindrome do choque da dengue,
marcadas pelo aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de plasma,
hemorragia em mucosas e queda na contagem de plaquetas, que podem culminar em morte
(Guzman et al., 2016; Khanam et al., 2022).

Existem quatro sorotipos do DENV (DENV 1-4) geneticamente relacionados e
antigenicamente distintos, que evoluiram de um ancestral comum (Wang et al., 2000). As
formas graves de dengue sdo mais frequentes em infeccBes secundarias causadas por um
sorotipo do DENV diferente do da infecgdo anterior (Murphy e Whitehead, 2011; Khanam et
al., 2022). Devido a existéncia desses sorotipos distintos e a0 aumento do risco de progressao
para doenca grave associada a infeccdes secundarias, o desenvolvimento de vacinas é
desafiador. Até o presente momento nenhuma vacina para uso generalizado esta disponivel e
ndo ha tratamentos antivirais especificos contra 0 DENV (Silva e Fernandez-Sesma, 2023).
Portanto, é crucial continuar a pesquisa para descobrir alvos terapéuticos que possam atenuar o

impacto da dengue.

1.2. Virus da Dengue

1.2.1. Estrutura viral

O DENYV consiste em uma particula de cerca de 50 nm de diametro. Em sua superficie
séo encontrados homodimeros da proteina de envelope e proteinas de membrana ancorados em

uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira. Na parte interna da particula encontra-se
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o nucleocapsideo composto de RNA genémico associado a homodimeros da proteina capsideo
(Perera e Kuhn, 2008; Cruz-Oliveira et al., 2015) (Figura 2).

Virus da dengue Proteina do envelope Proteina do capsideo Proteina de membrana
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Figura 2. Estrutura do DENV. Representacdo esquemética da estrutura do DENV composta de um envelope
lipidico (em laranja) em cuja superficie estdo ancorados homodimeros da proteina de envelope (em verde) e
proteinas de membrana (M, em azul), envolvendo o nucleocapsideo formado pelo RNA gendmico associado a
homodimeros da proteina capsideo (em vermelho) (Adaptado de Cruz-Oliveira et al., 2015).

O genoma viral possui aproximadamente 11 kb e consiste em uma fita simples de RNA
de senso positivo capeado na extremidade 5’ (Lindenbach, Thiel e Rice, 2007; Tay e
Vasudevan, 2018). Nas suas extremidades 5’ e 3 sdo encontradas regides ndo codificantes
(UTRs, do inglés untranslated regions), que contém sequéncias conservadas que servem como
elementos de direcionamento para sua amplificacdo, traducdo e encapsidacdo (Meng et al.,
2015). O RNA viral é traduzido dando origem a uma poliproteina que é posteriormente clivada
originando as trés proteinas estruturais do virus ja mencionadas, a proteina do capsideo (C), a
proteina de envelope (E), a proteina precursora de membrana (PrM), e sete proteinas ndo
estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Perera e Kuhn, 2008) (Figura 3).

5 UTR 4 ¢ 4 ¢ 3 UTR
c prM E Ns1  2A 2B NS3 4A 4B NS5

Estruturais Nao estruturais

Figura 3. Representacdo do genoma do DENV. O RNA gendmico viral serve também como RNA mensageiro,
e codifica trés proteinas estruturais, a proteina do capsideo (C), a proteina precursora de membrana (prM) e a
proteina de envelope (E), que comp8em a estrutura viral, e sete proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5, que estdo envolvidas na replicacdo viral.
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1.2.2. Mecanismo de replicacéo viral

A replicacdo viral tem inicio com a adesdo do DENV a receptores presentes na superficie
da celula hospedeira, seguida da sua internalizacdo por endocitose. Na vesicula endocitica, a
proteina E passa por mudancas conformacionais devido ao baixo pH, o que permite a fusdo da
membrana endossomal com a membrana viral culminando na liberagdo do nucleocapsideo para
o citoplasma. O nucleocapsideo dissocia-se liberando 0 RNA viral, que pode ser entdo traduzido
no reticulo endoplasmatico (RE) originando a poliproteina viral. Como mencionado
anteriormente, a poliproteina viral é clivada originando dez proteinas. As proteinas nao
estruturais e proteinas do hospedeiro agrupam-se em vesiculas derivadas da membrana do RE
formando os chamados complexos replicativos, onde a transcri¢do pode ser iniciada (Screaton
et al., 2015; Madhry et al., 2021). O RNA fita simples senso positivo é transcrito em um RNA
complementar de senso negativo, que fica pareado com a fita de senso positivo formando um
RNA intermediério dupla fita. A fita de senso negativo serve entdo como molde para a sintese
de varias moléculas de RNA de senso positivo (Klema, Padmanabhan e Choi, 2015). As fitas
de RNA viral recém-sintetizadas sdo empacotadas por copias da proteina C, originando o
nucleocapsideo, que brota para o limen do RE formando particulas virais imaturas.
Posteriormente, essas particulas virais imaturas migram pela rede trans-Golgi onde passam por
mudangas conformacionais tornando-se maduras e séo liberadas para 0 meio extracelular por
exocitose (Screaton et al., 2015; Madhry et al., 2021) (Figura 4).
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Figura 4. llustracdo do ciclo replicativo do DENV. O DENV é reconhecido por receptores na superficie da
célula hospedeira e é internalizado por endocitose. A acidificagdo da vesicula endocitica permite a fusdo entre a
membrana endossomal e a membrana viral, culminando na liberacdo do genoma viral. O RNA viral é entdo
traduzido no RE rugoso originando uma poliproteina, que posteriormente é clivada pela protease viral e por
proteases da célula hospedeira. As proteinas ndo estruturais do DENV em conjunto com proteinas do hospedeiro
se agrupam em vesiculas associadas ao RE formando os complexos de replicacdo viral, onde a transcri¢cdo pode
ser iniciada. As fitas de RNA viral recém-sintetizadas sdo empacotadas com copias da proteina C formando o
nucleocapsideo, que brota para o limen do RE formando as particulas virais imaturas, cuja maturacdo ocorre na
rede trans-Golgi. Por fim, as particulas virais maduras sdo liberadas para o meio extracelular por exocitose.
(Adaptado de Madhry et al., 2021).
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1.2.3. NS3

A proteina multifuncional NS3 ¢ altamente conservada entre os flavivirus
(Papageorgiou et al., 2016), sendo a segunda maior proteina viral, com aproximadamente 70
kDa (Lindenbach, Thiel e Rice, 2007). NS3 é necesséria para o processamento da poliproteina
viral e para posterior replicacdo do genoma do DENV, pois possui um dominio protease na sua
regido N-terminal (residuos 1-180) e um dominio RNA-helicase, trifosfatase de nucleosideo
(NTPase, do inglés nucleoside-triphosphatase) ¢ 5’-trifosfatase de RNA (RTPase, do inglés
RNA 5'-triphosphatase) na regido C-terminal (residuos 181-618) (Meng et al., 2015) (Figura
5).

Helicase

Figura 5. Estrutura da NS3 do DENV. Estrutura da proteina NS3, preparada a partir de dados do PDB ID:
2VBC. O dominio de protease (residuos 1-180, verde) encontra-se na extremidade N-terminal na molécula. O
dominio helicase corresponde a dois ter¢os da molécula (residuos 180-618, lilas) e encontra-se na extremidade C-
terminal.

O dominio protease NS3 (NS3pro) apresenta atividade do tipo serina protease, com
motivos estruturais semelhante aos encontrados nas enzimas do tipo tripsina. Ela possui uma
triade catalitica composta pelos residuos histidina na posicdo 51 (His51), aspartato na posi¢édo
75 (Asp75) e serina na posicdo 135 (Serl135) (Valle e Falgout, 1998). A atividade protease de
NS3 depende da sua associacdo com NS2B para clivagem da poliproteina viral, a qual se d&d em
sitios apds um par de amino&cidos basicos (Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys, com excecao de GIn-

Arg) (Yusof et al., 2000). NS2B possui dominios transmembrana, permitindo que NS3 se
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associe com a membrana do RE, posicionando-a nas proximidades das poliproteinas a serem
clivadas (Luo, Vasudevan, e Lescar, 2015). Além disso, acredita-se que NS3 possa assumir
uma conformacao alongada dado que ela é estruturalmente dindmica, o que poderia explicar
como a protease NS2B-NS3 pode atuar em diferentes regides da poliproteina viral (Perera e
Kuhn, 2008). As clivagens proteoliticas catalisadas por NS2B-NS3 ocorrem nas juncdes
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5 (Falgout et al., 1991; Arias, Preugschat e
Strauss, 1993; Lin et al., 1993; Lobigs, 1993; Teo and Wright, 1997) (Figura 6).

Limen do RE

-?L = Sitio de clivagem da protease celular
»/7( =Sitio de clivagem da protease NS2B-NS3 Citoplasma NS5

Figura 6. Sitios de clivagem da protease NS2B-NS3. Representacdo da topologia da poliproteina do DENV na
membrana do reticulo endoplasmatico, com os sitios de clivagem por proteases do hospedeiro (tesouras pretas), e
pela protease viral (tesouras vermelhas). RE: reticulo endoplasmatico (Adaptado de Zeidler et al., 2017).

A atividade helicase de NS3 desenrola o dsRNA intermediério da replicacdo do genoma
viral, por um mecanismo dependente da hidrdlise de nucleotideo trifosfato (NTP),
desempenhada por sua atividade NTPase (Davidson et al., 2018). A atividade helicase €
aumentada pela interacio com NS4B (Kundharapu e Chowdary, 2022). E interessante destacar
que o dominio helicase também interage com a polimerase viral, NS5, sendo essa interacdo
essencial para replicacdo do RNA viral (Tay et al., 2015). J& a atividade RTPase esta
relacionada ao capeamento da extremidade 5’ do RNA viral. Ela € necessaria para desfosforilar
o terminal 5’ antes da adi¢@o do cap (Lindenbach, Thiel e Rice, 2007). O capeamento do RNA
viral é importante para que a traducéo seja eficiente, pois confere protecdo ao mMRNA contra a

degradagao por 5’exoribonucleases celulares (Decroly et al., 2011).
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Além das atividades classicas, NS3 também desempenha outras funcées, algumas pouco
compreendidas. Durante a infecgdo, NS3 interage com a proteina caveolina-1 presente em
jangadas lipidicas (lipid rafts). As jangadas lipidicas sdo microdominios enriquecidos com
colesterol e esfingolipidos presentes nas membranas da célula. O efeito causado por essa
interacdo ndo € claro, mas parece estar relacionada a um evento de sinalizacéo, ou de regulacéo,
para o recrutamento de moléculas celulares necessérias durante o processamento da

poliproteina viral ou replicacdo do RNA viral (Cordero et al., 2014).

Células infectadas pelo DENV apresentam estruturas membranosas intracelulares
interconectadas ao RE. Essas estruturas sdo conhecidas como membranas convolutas, vesiculas
e tubos de membrana. Acredita-se que elas favorecem a eficiéncia da replicagdo viral por
servirem como uma plataforma para amplificacdo do RNA viral e por conferirem protecao
contra a resposta imunoldgica (Welsch et al., 2009). Existem indicativos de que NS3 possa
estar envolvida na formacdo dessas estruturas. Um estudo realizado em 2004 mostrou que a
expressdo de NS3 poderia levar a proliferacdo de membranas derivadas do RE na regido
perinuclear. Ademais, NS3 interage com a proteina de ligacao ao receptor nuclear (NRBP, do
inglés nuclear receptor binding protein) e faz com que ela seja realocada do citoplasma para a
regido perinuclear. NRBP por sua vez esta associada ao trafego entre RE e Golgi. N&o se sabe
ao certo as consequéncias desse evento, mas acredita-se que possa estar relacionado a formacao
dessas estruturas, pois NRBP poderia regular o transporte de lipidios para essas regides (Chua,
Ng e Chow, 2004). Posteriormente, foi demostrado por microscopia eletrdnica que NS3 pode
ser encontrada em membranas convolutas e vesiculas (Figura 7), o que da suporte a hipétese
de que a NS3 participe da formacdo dessas estruturas membranares (Welsch et al., 2009).
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Figura 7. Localizacdo de NS3 em células infectadas pelo DENV. Microscopia eletrdnica de células Huh7
infectadas pelo DENV. O virus induz a formag&o de estruturas membranosas interconectadas ao RE denominadas
membranas convolutas (CM) e vesiculas (Ve/setas). As células foram marcadas com anticorpos especificos para
NS3 (Welsch et al., 2009).

Ha muito a ser explorado em relacdo as funcbes desempenhadas por NS3. Um estudo
interessante realizado com NS3 e NS5 de diferentes flavivirus identificou que 108 proteinas
humanas poderiam interagir com essas proteinas virais. As proteinas humanas identificadas que
poderiam interagir com NS3 eram componentes do citoesqueleto, ou estavam relacionadas a
processos como transporte vesicular, metabolismo de lipideos, regulacdo transcricional e

regulacao do sistema imunolégico (Le Breton et al., 2011).

A protease NS2B/NS3 contribui para evasdo do sistema imune do hospedeiro, pois
interage com a isoforma epsilon da proteina quinase de IKB (IKKe, do inglés kB kinase ¢)
mascarando seu dominio quinase, o que resulta no bloqueio da fosforilagcdo catalisada por ela e
da posterior translocacdo para o nucleo do fator regulador de interferon 3 (IRF3, do inglés
interferon regulatory factor 3) (Angler6-Rodriguez, Pantoja e Sariol, 2014). NS2B/NS3
também bloqueia a ativacdo de IRF3 por meio da clivagem do mediador humano da ativacdo
IRF3 (MITA, do inglés human mediator of IRF3 activation) (Yu et al., 2012). Em ambos 0s
casos ocorre a inibicdo da expresséo de interferon tipo 1.

1.2.4. DENV e metabolismo

Nos Ultimos anos, vem crescendo o numero de trabalhos que abordam alteracOes
metabdlicas induzidas pelo DENV. Durante a infeccdo, o perfil lipidico das células € alterado.
Ocorrem mudancas na expressdo de genes envolvidos na biossintese de lipideos, lipdlise ¢ B-
oxidacdo como, por exemplo, aumento da expressdo génica das enzimas &cido graxo sintase
(FAS, do inglés fatty acid synthase), acetil-CoA carboxilase (ACC), lipase de triacilglicerol do
adipdcito (ATGL, do inglés adipose triglyceride lipase), carnitina palmitoiltransferase-1(CPT-
1), entre outras (Tongluan et al., 2017). Ocorre também o aumento do nimero de goticulas
lipidicas (GLs) em alguns tipos celulares como em fibroblastos (Samsa et al., 2009), leucdcitos,
macrofagos (Assuncdo-Miranda et al., 2010) e células epiteliais pulmonares (Tang et al., 2014).
E interessante destacar que estudos clinicos de casos de dengue identificaram a diminuicéo dos
niveis de colesterol e lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés low-density lipoprotein)

no soro de pacientes (van Gorp et al., 2002; Biswas et al., 2015; Duréan et al., 2015; El-Bacha
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et al., 2016), o que sugere que os triacilglicerois poderiam estar sendo estocados na forma de
GLs, em vez de serem secretados na forma de lipoproteinas.

NS3 € capaz de recrutar a enzima FAS para os sitios de replicacdo viral e estimular sua
atividade, aumentando assim a sintese de novo de lipideos (Heaton et al., 2010). Esse evento
parece ser mediado pela proteina Rab-18 (Rab, do inglés Ras-related proteins in brain), uma
proteina da familia Rab GTPase de reguladores do trafego de membrana que pode ser
encontrada no RE e em GLs (Tang et al., 2014). A biossintese de lipideos é bastante relevante
para a replicacdo viral, dado que a inibicdo farmacol6gica (Samsa et al., 2009) ou o
silenciamento da FAS (Tongluan et al., 2017) culminam na reducéo da replicagdo do RNA viral

e da formacéo de particulas virais infecciosas do DENV.

A lipofagia, autofagia seletiva de GLs, também esta aumentada na infeccdo pelo DENV
e permite que acidos graxos sejam disponibilizados para que ocorra o aumento da B-oxidacao
(Heaton e Randall, 2010; Jordan e Randall, 2017). A infec¢do estimula a via da proteina quinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK, do inglés 5' adenosine-monophosphate
activated kinase) iniciando assim o processo de lipofagia (Jordan e Randall, 2017). Os acidos
graxos sao o principal substrato energético de hepatdcitos humanos (linhagem Huh7) infectados
pelo DENV (Fernandes-Siqueira et al., 2018). Nessas células, a inibigdo farmacologica da B-
oxidacdo utilizando etomoxir, um inibidor irreversivel da CPT-1, reduz significativamente a

formacdo de particulas virais infecciosas.

A gliclise também é estimulada durante a infeccdo pelo DENV. A inibicdo dessa via é
acompanhada da reducdo da sintese de RNA viral e da producdo de particulas infecciosas
(Fontaine et al., 2015). Ainda néo esté claro o papel da glicose durante a infecgdo, mas nosso
grupo demonstrou que ela desempenha um papel anaplerético no uso de acidos graxos. Em
células hepéticas humanas, Huh7, a capacidade celular de metabolizar glicose é favorecida
durante a infeccdo que, por sua vez, aumenta a capacidade de oxidacdo de acidos graxos
enddgenos, os quais sdo a principal fonte energética dessas células como mencionado

anteriormente (Fernandes-Siqueira et al., 2018).
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1.2.5. DENV e mitocondrias

Alguns trabalhos vém apontando modificacdes estruturais e funcionais nas mitocondrias
de celulas infectadas pelo DENV. Estudos conduzido em células Huh7 apontaram que ocorre o
alongamento das mitocondrias pela inibicdo da fissdo durante a infeccdo pelo DENV. A
proteina 1 relacionada a dinamina (DRP1, do inglés dynamin-related protein-1), que é um fator
de fissdo mitocondrial € inativado, o que parece ser mediado por NS4B (Chatel-Chaix et al.,
2016; Barbier et al., 2017). Essa alteracdo na morfologia mitocondrial foi associada a uma

maior capacidade oxidativa nas células infectadas (Barbier et al., 2017).

Por outro lado, um estudo conduzido por nosso grupo em células hepaticas humanas,
HepG2, mostrou que as mitocdndrias de células infectadas com DENV apresentavam inchaco
se comparadas as das celulas ndo infectadas (El-Bacha et al., 2007). Além disso, possuiam uma
diminuicdo da capacidade respiratoria mitocondrial associada a sintese de trifosfato de
adenosina (ATP, do inglés adenosine triphosphate), um menor contetdo de ATP e uma reducéo
do potencial de membrana mitocondrial (EI-Bacha et al., 2007). Isso pode estar relacionado ao
fato de que a protease viral NS2B/NS3 é capaz de clivar as mitofusinas 1 e 2 (MFN1 e MFN2)
gue medeiam a fusdo mitocondrial, interrompendo, assim, o processo (Yu et al., 2015). Nosso
grupo também mostrou a inibi¢do da respiracdo mitocondrial em células Huh7. O consumo
basal de oxigénio foi reduzido, assim como a capacidade maxima respiratoria das células
infectadas pelo DENV (Fernandes-Siqueira et al., 2018). Efeitos diferentes foram observados

dependendo do estudo realizado, mas a razéo dessas diferencas ainda ndo é clara.

Curiosamente, recentemente foi demonstrado que NS3 é importada para a mitocondria
e cliva a co-chaperona mitocondrial GrpEL1 (Gandikota et al., 2020). Ainda ndo esta claro se

esse evento poderia de alguma forma alterar a fun¢édo mitocondrial.

1.3. Mitocdndrias

1.3.1. Estrutura mitocondrial

As mitocondrias s@o organelas dindmicas, cuja estrutura pode variar de acordo com o

tecido, estado fisioldgico e organismo (Zick, Rabl e Reichert, 2009; Glancy et al., 2020). Elas



29

sdo compostas por duas membranas, a externa e a interna, que compartimentalizam o espaco
intermembranar e a matriz mitocondrial. A membrana externa permite a passagem livre de
solutos por proteinas que formam poros. Ja a membrana interna é mais restrita, permitindo a
passagem de ions e substratos energéticos de forma controlada, via proteinas transportadoras
especificas (Vogel et al., 2006). A membrana interna mitocondrial pode ainda ser subdividida
morfologicamente em duas por¢des, a membrana limite interna, que fica mais proxima a
membrana externa; e as cristas mitocondriais, que sdo invaginacdes lamelares no sentido da
matriz mitocondrial. Essas duas porcdes sdo conectadas por juncdes estreitas tubulares
semelhantes a anéis (Vogel et al., 2006; Lee, 2020) (Figura 8A).

Os complexos proteicos que fazem parte da fosforilagdo oxidativa, promovendo a
sintese de ATP, encontram-se preferencialmente localizados nas cristas mitocondriais
(Gilkerson, Selker e Capaldi, 2003; Vogel et al., 2006). A ATP sintase inclusive contribui com
a formacdo da curvatura das cristas, ja que seus dimeros formam fileiras que dobram a bicamada
lipidica localmente (Figura 8B), enquanto os demais componentes do sistema transportador de
elétrons (ETS, do inglés electron transport system) encontram-se preferencialmente nas regiées

mais planas da crista (Davies et al., 2011).
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Figura 8. Estrutura mitocondrial. (A) Esquema ilustrativo da estrutura mitocondrial. (B) Superficie mitocondrial
visualizada por tomografia crioeletronica, destacando duas cristas (azul) com os dimeros de ATP sintase em suas

extremidades (amarelo). (Adaptado de Lee, 2020 - http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Além da ATP sintase outras proteinas contribuem para arquitetura das cristas. O
complexo proteico MICOS (do inglés mitochondrial contact site and cristae organizing system)
fica localizado na juncéo das cristas mitocondriais. Esse complexo é importante para formacéo
e manutencdo estrutural das cristas, na sua auséncia as cristas podem assumir conformacdes
aberrantes ou desfazem-se. Essas alteracBes além de afetar a capacidade respiratoria
mitocondrial, culminam na reducéo da proliferacédo e viabilidade celular (Eramo et al., 2020).
Outra proteina com destaque na manutencdo das cristas € a proteina da atrofia dptica tipo 1
(OPAL, do inglés optic atrophy type 1 protein), acredita-se que OPAL1 € necessaria para manter
as juncOes das cristas fechadas, restringindo assim a passagem de metabdlitos e do citocromo
C, que é uma proteina faz parte do ETS (Kondadi, Anand e Reichert, 2019).

O potencial de membrana mantido ao longo da membrana mitocondrial interna é a
principal forca motriz para o funcionamento da ATP sintase, ele € menor no interior das cristas
do que na membrana limite interna, o que faz com que os prétons fiquem mais concentrados
nas cristas (Song et al., 2013). As cristas mitocondriais presentes em uma mesma mitocondria
podem ter potenciais de membrana distintos funcionando como unidades bioenergéticas
independentes. Quando uma despolarizacdo € induzida, algumas cristas podem ser afetadas
enquanto outras ndo, o que evitaria uma disfuncdo mitocondrial (Wolf et al., 2019).

1.3.2. Bioenergética mitocondrial

As mitocondrias sdo componentes centrais do metabolismo. O catabolismo de diferentes
substratos energéticos gera moléculas de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH)
e flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH.) para o ETS (Da Poian e Castanho, 2021).

A producgdo de ATP via fosforilagdo oxidativa envolve a reducdo de oxigénio a agua,
com elétrons doados por NADH e FADH,. O complexo | (NADH/ubiquinona oxidoredutase)
oxida NADH a NAD". O complexo Il (succinato desidrogenase) oxida FADH, a FAD. Os
elétrons de NADH e FADH: séo transferidos para ubiquinona. Ela se difunde livremente dentro
da membrana mitocondrial interna e entrega os elétrons ao complexo Il (ubiquinona:citocromo
c oxidorredutase). A transferéncia de elétrons entre os complexos Il e IV (citocromo ¢ oxidase)
¢ mediada pelo citocromo c. No complexo IV os elétrons encontram seu aceptor final, o

oxigénio, que é reduzido formando H»O. A transferéncia de elétrons pelos complexos I, 111 e
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IV ¢é acoplada ao bombeamento de protons para o espaco intermembranar, que retornam a
matriz pela atividade do complexo V (ATP sintase), gerando ATP a partir de ADP e fosfato
inorganico (Papa et al., 2011; Andrieux et al., 2021) (Figura 9).

Espaco
E intermembranar

222000068820

Matriz
mitocondrial
Complexo |

Complexo lll

NAD*NADH FAD FADH,

Complexo Il

Complexo V

Figura 9. Esquema ilustrativo da fosforilagio oxidativa. NADH e FADH, sdo oxidados transferindo elétrons
(e-) via ETS até seu aceptor final, o oxigénio. O transporte de elétrons é acompanhado pelo bombeamento de
prétons (H*) para o espago intermembranar. Os complexos I, 111 e IV bombeiam em conjunto dez prétons, que
posteriormente geram a for¢a motriz para producdo de ATP. Q: ubiquinona. CtyC: citocromo c. A ilustragdo ndo
estd em escala. As estruturas dos complexos foram geradas com PyMOL usando os PDB IDs: 3M9S, 3AEF,
INTM, 3ZCF, 2Y69 e 5ARE.

Os elétrons carreados por NADH e FADH, vém da oxidacdo de diferentes nutrientes
através de vias metabolicas especificas, que convergem na formacéo acetil-coenzima A (acetil-
CoA). O metabolismo de carboidratos, lipideos e aminoacidos converge para a formacdo de
acetil-CoA, que é direcionada para o ciclo de Krebs. No ciclo, acetil-CoA e oxaloacetato ddo
origem ao citrato, que por sua vez é convertido a isocitrato. O isocitrato é convertido em a-
cetoglutarato, e durante essa reacdo NAD* é reduzido formando NADH. Posteriormente, ha a
formacdo de succinil-CoA acoplada a produgdo de mais uma molécula de NADH. Dando
continuidade ao ciclo, o succinil-CoA da origem ao succinato. A oxidagdo do succinato gera
fumarato e é acompanhada da reducdo de FAD a FADH.. O fumarato é convertido em malato.
Em seguida, o malato é convertido em oxaloacetato e mais uma molécula de NADH é produzida
nessa etapa (Martinez-Reyes e Chandel, 2020) (Figura 10).
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Figura 10. Esquema ilustrativo do ciclo de Krebs. A conversdo de isocitrato a a-cetoglutarato, a-cetoglutarato
a succinil-CoA e malato a oxalacetato gera NADH, que pode ser oxidado pelo complexo | da ETS. A oxidacédo do
succinato pelo complexo Il gera FADH; e fumarato. Posteriormente o FADH; pode ser oxidado no proprio

complexo Il

A B-oxidacédo de acidos graxos de cadeia longa, além de gerar acetil-CoA para o ciclo
de Krebs, gera NADH, que € oxidado pelo complexo I, e FADH3, cujos elétrons sdo entregues
a ubiquinona via flavoproteina de transferéncia de elétrons:ubigionona oxidoredutase
(ETF:QOQ, do inglés electron transfer flavoprotein:ubigionone oxidoreductase). A atividade da
ETF:QO ocorre em conjunto com a da flavoproteina de transferéncia de elétrons (ETF, do
inglés electron transfer flavoprotein), que recebe elétrons de acil-CoA desidrogenases

mitocondriais e os transfere para ETF:QO (Watmough e Frerman, 2010).

E interessante destacar que os complexos do ETS s&o estruturas dinamicas que podem
se associar formando uma variedade de estruturas supramoleculares, os supercomplexos
(Cogliati, Cabrera-Alarcon e Enriquez, 2021). Estes mantém a estabilidade dos complexos e
ajudam a organizar o fluxo de elétrons, melhorando a eficiéncia das conversdes de energia e
reduzindo a producéo de espécies reativas de oxigénio. Os complexos I, Il e IV podem formar
supercomplexos (SC, Figura 11). Dois tipos de SC, conhecidos como respirassomas, foram
descritos, 0 NADH-respirassoma (SC | + 1l 2 + 1V1-2), e 0 CoQ-respirassoma (SC Il +1V e
SC 12 +1V2). Alguns SC podem ter duas unidades do complexo Il e um nimero variavel de
unidades do complexo IV (Acin-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013; Novack et al.,

2020; Cogliati, Cabrera-Alarcon e Enriquez, 2021). Até o presente momento, o complexo Il
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parece ndao formar supercomplexos em mamiferos, mas recentemente foi descrita a formacéo

de um supercomplexo contendo CI, II, 11l e IV em ciliados (Muhleip et al., 2023).

Figura 11. Exemplo de supercomplexo. Crio-microscopia eletronica de um supercomplexo. (A) Complexo I. (B)
Supercomplexo formado pelos complexos | + I11,. (C) Supercomplexo formado pelos complexos | + 111, + IV. (D)
Posicdo dos complexos individuais dentro do supercomplexo. O dominio hidrofilico do complexo | é mostrado
em amarelo, o dimero do complexo 111 é mostrado em verde e o complexo 1V é mostrado em roxo (Dudkina el al.,
2010).

Além de contribuir para estabilidade dos complexos e auxiliar na organizacéo do fluxo
de elétrons, os SC otimizam o uso dos substratos energéticos disponiveis. Os SC podem ter um
pool exclusivo de ubiquinona e de citocromo ¢ dedicado a receber elétrons provenientes do
NADH, que fica retido no SC, enquanto outro pool de ubiquinona e citocromo ¢ é destinado a
receber elétrons de enzimas associadas a FAD; esse pool fica mais livre na membrana
mitocondrial interna. O complexo IV também pode formar pools distintos, um deles recebe
elétrons doados exclusivamente pelo NADH, outro é exclusivo para elétrons carreados pelo
FADH,, e um terceiro pool pode receber elétrons de ambos. Dessa forma, o uso de substratos é
otimizado, pois diferentes substratos podem ser oxidados de forma simultanea (Lapuente-Brun
etal., 2013).



2. JUSTIFICATIVA

A dengue é uma das doencas transmitidas por mosquitos a seres humanos mais
impactantes mundialmente em termos de saGde publica. E responsavel por um nimero

significativo de casos e mortes todos 0s anos e atualmente ndao possui um tratamento especifico.

Evidéncias clinicas e experimentais apontam o figado como alvo na infec¢do pelo
DENV. Dados de estudos clinicos realizados post-mortem em pacientes infectados revelaram
alteracOes hepéticas como hepatomegalia com focos hemorragicos, necrose médio-sazonal
(Leong et al., 2007), assim como esteatose macro e microvesicular (Basilio-De-Oliveira et al.,
2005). Eventos de faléncia hepética aguda ja foram descritos por diversos autores (Poovorawan
et al., 2006; Kumar et al., 2008; Arora et al., 2015; Kumarasena et al., 2016). Nesse contexto,
torna-se relevante ter o figado como modelo de estudo. Alguns trabalhos com modelos
hepaticos in vitro tém apontado alteracGes metabodlicas induzidas durante a infecgdo pelo DENV
(Samsa et al., 2009; Heaton et al., 2010; Heaton e Randall, 2010; Fontaine et al., 2015; Jordan
e Randall, 2017), incluindo nossa observacao prévia que a bioenergética mitocondrial € alterada
durante a infeccdo de linhagem celular derivada de hepatocarcinoma humano (Fernandes-
Siqueira et al., 2018).

Recentemente foi descrito que a proteina ndo estrutural 3, NS3, do DENV pode ser
importada para matriz de mitocondrias isoladas (Gandikota et al., 2020). NS3 é uma proteina
multifuncional altamente conservada entre os flavivirus (Papageorgiou et al., 2016). Ela é
necessaria para processamento da poliproteina viral e para posterior replicacdo do genoma do
DENV (Meng et al., 2015), sendo um importante alvo na pesquisa de antivirais (Luo et al.,
2015).

Apesar do crescente nimero de estudos que abordam a infeccdo por DENV e o
metabolismo energético celular, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais 0 DENV é
capaz de modular o metabolismo, e ndo ha estudos mais aprofundados avaliando o papel de
NS3 nesse contexto. Dessa forma, analisar a relagdo de NS3 com a mitocondria representa um

passo importante na compreensdo dessas alteracoes.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo avaliar o possivel papel das proteinas do DENV na

modulacdo metabolica das mitocondrias.

3.2. Objetivos Especificos

= |dentificar proteinas virais associadas a mitocondrias isoladas de células da linhagem
de hepatocarcinoma humano Huh7 infectadas pelo DENV, bem como possiveis
alteracbes de expressdo proteica induzidas pela infec¢do, através da técnica de

protedmica;

» Implementar um sistema para expressdo heter6loga de NS3 em células humanas para
avaliar diretamente o efeito desta proteina no metabolismo mitocondrial dessas células;

= Expressar e purificar as proteinas recombinantes NS3pro (dominio protease),
NS3proS135A (dominio protease inativo) e NS3 inteira (NS3prohel) por cromatografia

de afinidade a metal imobilizado;

= Avaliar as alteragdes na fungdo mitocondrial (consumo de oxigénio frente a diferentes
substratos, capacidade de formacdo de potencial de membrana, atividade de complexos
do ETS etc.) induzidas pela incubagdo das formas de NS3 recombinantes em

mitocondrias isoladas de figado.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Estabelecimento dos modelos de estudo in vitro

Células Huh7 (linhagem derivada de hepatocarcinoma humano), HEK293T (linhagem
derivada de células epiteliais embrionarias humanas renais) e A549 (linhagem derivada de
carcinoma epitelial pulmonar humano) foram cultivadas em DMEM (Gibco, Massachusetts,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL, HEPES 2 g/L e NaHCOs 2,2 g/L, e mantidas em camara de
incubacdo Umida de CO», a 37°C.

4.1.1 Infeccdo

Células Huh7 e A549 foram infectadas com DENV sorotipo 2 (cepa 16681) usando uma
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 1, e incubadas em DMEM sem adicdo de FBS, por 1h, em
camara de incubacdo Umida de CO2, a 37°C. Apds este periodo de adsorcdo do virus, 0 meio
de cultura foi substituido por DMEM suplementado com 10% de SFB, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL e as células foram mantidas em cultura por 24h. Como controle, as
células foram submetidas a infec¢do simulada (mock) através da incubag¢do com meio de cultura
retirado de uma cultura de células de mosquito C6/36 mantidas sob as mesmas condi¢Ges que

as células infectadas durante a propagacéo viral, mas na auséncia de virus.

4.1.2. Plasmideos

Todos os plasmideos utilizados nas transfeccfes estdo descritos a seguir (Tabela 1).
Para amplificacdo desses plasmideos, bactérias DH5a competentes para transformacéo foram
incubadas com o DNA plasmidial (50 ng) em 50 pL de meio de cultura Luria-Bertani (LB), por
30 min, no gelo, seguindo-se um choque térmico a 42°C por 40 s, e novamente incubagdo no
gelo. As bactérias foram mantidas em 1 mL de LB por 1h a 37°C, centrifugadas a 4000 rpm por
4 min em temperatura ambiente e ressuspendidas em 100 pL de meio. Em seguida, foram
plaqueadas em placas de 100 mm com meio LB agar suplementado com ampicilina 100 ug/mL
e mantidas a 37°C por 18h. A ampicilina é utilizada como antibi6tico de selegdo onde as
bacterias resistentes sdo mais propensas a possuirem o plasmideo utilizado na transformacao.

Uma coldnia foi retirada da placa e transferida para 250 mL de LB com ampicilina 100 pg/mL
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e colocada sob agitacdo em incubadora a 37°C sob por 18h. Os plasmideos foram purificados

com o kit PureYield™ Plasmid Maxiprep System (Promega, Wisconsin, EUA).

Tabela 1 — Plasmideos utilizados nas transfeccoes.

Plasmideo

Descrigao

pBABEpuro-NS3 Vetor retroviral para células de mamifero, expressa NS3

pCW57.1

pCW57.1_NS3

pVSV-G

psPAX2

pcDNA3.1_NS3

pcDNA3.1_@

(residuos 1-618). Possui resisténciaa ampicilinae puromicina.

Vetor lentiviral induzivel para células de mamiferos, vetor vazio.
Possui resisténcia a ampicilina e puromicina.

Vetor lentiviral induzivel para células de mamiferos, expressa
NS3 (residuos 1-618). Possui resisttncia a ampicilina e
puromicina.

Vetor lentiviral de envelope para células de mamifero, expressa
a glicoproteina de envelope do virus da estomatite vesicular
(VSV). Possuiresisténcia a ampicilina.

Vetor lentiviral de empacotamento para células de mamifero,
expressa a proteina do capsideo, a polimerase e a transcriptase
reversa do virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1). Possui
resisténciaa ampicilina.

Vetor de expressao para células de mamifero, expressa NS3
(residuos 1-618). Possui resisténciaa ampicilina.

Vetor de expressdo para células de mamifero, vetor vazio.
Possuiresisténcia a ampicilina.

Fornecedor

Genscript, Nova Jersey, EUA.

Addgene, Massachusetts, EUA.

Clonagem in house.

Addgene, Massachusetts, EUA.

Addgene, Massachusetts, EUA.

Biomatik, Ontario, Canada.

Retirada do inserto e recircularizagao
do plasmideo in house.

4.1.3. Expressdo de NS3 através de transducdo com vetor lentiviral induzivel

Inicialmente, o gene NS3 (codifica os residuos 1-618 de NS3) foi amplificado do

plasmideo doador pBaBepuro-NS3 utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA

Polymerase (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). Paralelamente, o plasmideo receptor,

pCWS57.1, foi digerido com as enzimas de restricdo Nhel e Sall FastDigest (Thermo Scientific)

de acordo com as instru¢Bes do fabricante. A ligacdo do inserto ao plasmideo receptor foi

realizada com o kit Gibson Assembly Cloning (New England Biolabs, Massachusetts, EUA),

gerando o plasmideo pCW57.1 NS3. Este plasmideo foi posteriormente enviado para
sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA-UFRJ) do Instituto de

Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, confirmando assim sua sequéncia.
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O plasmideo pCW57.1 é um vetor lentiviral Tet-On (ativacdo transcricional controlada
por tetraciclina), que permite a expresséo do gene de interesse pela adi¢do de doxiciclina (DOX,
analogo da tetraciclina) a cultura. Os vetores lentivirais integram-se ativamente no DNA
gendmico sem a necessidade de replicacdo celular, uma vez que ocorre transcri¢ao reversa do
RNA do vetor, formando uma copia de DNA dupla fita que é integrada ao DNA da célula
hospedeira (Dufait et al., 2012).

Células HEK293T foram transfectadas com trés plasmideos: o vetor de transferéncia,
que contém o gene de interesse (PCW57.1_NS3), o vetor de envelope (pVSV-G) e o vetor de
empacotamento (psPAX2) utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen, Massachusetts, EUA).
As particulas virais geradas com o uso desses vetores sdo pseudotipadas, pois a glicoproteina
do envelope usada € de um virus diferente do das demais proteinas. Nesse caso, a glicoproteina
de envelope pertence ao VSV, enquanto a proteina do capsideo, a polimerase, e a transcriptase
reversa pertencem ao HIV-1. Cabe ressaltar que essas particulas ndo sdo infecciosas. O
sobrenadante das células transfectadas, contendo particulas lentivirais pseudotipadas, foi
coletado 24, 48 e 72h pds-transfeccdo, centrifugado a 1.200 rpm por 5 min a fim de remover
debris celulares, filtrado em filtro de 0,45 um, e diluido 1:2 em meio fresco suplementado com
polibreno 10 pg/mL (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Essas particulas foram utilizadas na
transducdo da célula-alvo, A549 (linhagem derivada de carcinoma epitelial pulmonar humano).
Essa linhagem celular foi escolhida por se tratar de um modelo de estudo utilizado em
publicacdes cientificas com DENV. Ap0s a transducdo, as células foram selecionadas com
puromicina 1pg/mL (Sigma-Aldrich) até a morte das células de controle A549 progenitoras, a
fim de estabelecer uma sublinhagem estavel com expressao heter6loga de NS3. O mesmo
processo foi realizado com o vetor vazio gerando a sublinhagem controle A549-g. Terminada
a selecéo, diferentes concentragdes de DOX (Sigma-Aldrich) foram adicionadas a cultura para
induzir a expressdo de NS3 (Figura 12).
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Figura 12. Esquema ilustrativo do sistema de transdug@o com vetor lentiviral induzivel. Células HEK293T
foram transfectadas com trés plasmideos: o vetor de transferéncia (pCW57.1, vetor lentiviral Tet-On), que contém
0 gene de interesse NS3, o vetor de envelope (pVSV-G) e o vetor de empacotamento (psPAX2) que possibilitam
a formacdo de particulas lentivirais pseudotipadas. As células A549 foram transduzidas com essas particulas e
selecionadas com puromicina. Apos a sele¢do, a expressdo de NS3 pode ser induzida com doxiciclina (DOX).

4.1.4. Expressdo de NS3 através de transfeccao

Células HEK293T foram transfectadas com o vetor pcDNA3.1_NS3 contendo a
sequéncia codificantes dos residuos de 1 a 618 de NS3, usando-se PEI MAX 40K (Polysciences,
Warrington, EUA) em uma proporcao de 3:1 de PEI para DNA. Os complexos PEI:DNA foram
preparados em Opti-MEM (Gibco) com 0,5 pg de DNA plasmidial por cm? de area de superficie
de cultivo, incubados por 20 min em temperatura ambiente e adicionados a cultura celular. Apds
12h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco. Como controle, utilizamos o vetor vazio
pcDNA3.1_g, que foi gerado retirando o inserto (NS3) com as enzimas de restricdo Nhel e
EcoRI FastDigest (Thermo Scientific) e recircularizado com a enzima T4 DNA Ligase (Thermo
Scientific).

4.2. Avaliacdo da expressdo de NS3 por imunofluorescéncia
Células transduzidas, infectadas ou transfectadas, cultivadas sobre laminulas em placas

de 6 pogos (1x10° células por pogo), foram utilizadas nos ensaios de imunofluorescéncia. As

laminulas foram retiradas das placas e fixadas com solucao de formaldeido 4% em PBS, por 15
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min, em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS, permeabilizadas com
Triton X-100 0.1% por 7 min e incubadas com solucdo de bloqueio (PBS com BSA 1%) por
1h. Apds o bloqueio, as células foram incubadas com anticorpo primario anti-NS3 (GeneTex)
na dilui¢do 1:1000, e anticorpo secundario anti-rabbit alexa fluor 488 ou anti-rabbit alexa fluor
594 (Life Technologies, Califérnia, EUA) na diluicdo 1:800. Todos os anticorpos foram
diluidos em tamp&o de bloqueio e incubados por 1h. Apos as incubagdes foram realizadas trés
lavagens com PBS. As células foram marcadas com DAPI (Invitrogen) por 10 min. Em seguida
foram analisadas por microscopia oOptica de fluorescéncia utilizando o microscopio Olympus

IX81 e o programa CellSens Standard (Olympus, Toquio, Japdo).

4.3. Deteccdo de NS3 por western blotting

Células HEK?293T ap06s diferentes tempos de transfeccdo com pcDNA3.1_NS3 foram
lisadas com o tampaéo de lise A (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 1,5 mM, EDTA 1 mM,
glicerol 10% e Triton X-100 1%) contendo coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). As
proteinas presentes no extrato celular foram separadas em por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, e transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad,
California, EUA). A membrana foi blogueada por 1h por incubacdo em TBS-T com leite
desnatado 5%. Em seguida ela foi submetida a ligacdo com anticorpo primario anti-NS3
(GeneTex, California, EUA) na dilui¢do 1:4.000 por 1h e ao anticorpo secundéario anti-rabbit
IRDye®800CW (LI-COR Biosciences, Nebraska, EUA) na diluicio 1:25.000 por 1h. Apds a
incubagdo com cada um dos anticorpos mencionados, a membrana foi lavada trés vezes com
TBS-T por 10 min. Para o controle de carregamento, a membrana também foi incubada com
anticorpo anti-GAPDH (Merck Millipore, Massachusetts, EUA) na diluicdo 1:10.000 por 1h e
anticorpo secundario anti-mouse IRDye®800CW (LI-COR Biosciences) na dilui¢do 1:15.000
por 1h. A membrana foi lavada apds as incubacGes como descrito anteriormente. A expressao
proteica de NS3 em cada amostra foi analisada utilizando-se o leitor Licor Odyssey Scanner
(LI-COR Biosciences). A intensidade das bandas foi quantificada usando-se o programa
ImageJ/Fiji (Rasband, 1997-2018) e normalizada pela intensidade das bandas de GAPDH.
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4.4. Determinacéo da viabilidade celular por ensaio de MTT

Células HEK293T foram semeadas em placas de 24 pocos (7x10* células por pogo),
transfectadas com pcDNA3.1_NS3 ou pcDNA3.1_ g e apos diferentes tempos de transfecgéo
incubadas com uma solucgdo de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio
(MTT) 0,5 mg/mL (USB, Ohio, EUA) em DMEM (Gibco). O ensaio se baseia no fato de que
0 MTT é reduzido em células vidveis, formando cristais de formazan, cuja solubilizacdo permite
a andlise por espectrofotometria. Apés 2h de incubacéo, a solucdo de MTT foi descartada e 0s
cristais de formazan foram solubilizados em 200 pL de DMSO. A absorbancia das amostras foi
analisada em 570 nm no leitor SpectraMax M5 (Molecular Devices, California, EUA).

4.5. Protedmica de mitocondrias isoladas

Para o isolamento de mitocondrias, células Huh7 foram plaqueadas em garrafas de
150cm? (2x107 células), infectadas com DENV ou submetidas a infeccdo simulada (mock).
Apbs 24h, as celulas foram coletadas e lisadas com um homogeneizador do tipo Potter-
Elvehjem (Sigma-Aldrich). O lisado celular foi centrifugado a 700 xg (rotor Eppendorf® F-34-
6-38), 10 min, a 4°C, a fim de remover os debris celulares. O sobrenadante foi coletado e
posteriormente centrifugado a 15.000g, 10 min, a 4°C, para precipitar a fracdo enriquecida de

mitocondrias.

Para o isolamento das mitocdndrias, padronizamos um método usando gradiente de
sacarose baseado em um protocolo bem estabelecido (Bozidis et al., 2007). Resumidamente,
reduzimos a velocidade de rotacdo, e compensamos esta alteracdo com um aumento no tempo
de centrifugacdo. A fracdo enriquecida de mitocéndrias foi depositada sobre um gradiente
descontinuo de sacarose de 1,7 M sob 1,0 M, e centrifugada a 17.000 xg por 80 min a 4°C. Apds
a centrifugacdo, uma banda correspondente as mitocondrias forma-se entre as camadas de
sacarose, essa foi coletada e centrifugada a 15.000 xg por 10 mim a 4°C, e o pellet de

mitoc6ndrias resultante foi armazenado a -80°C até o processamento das amostras.

Para realizar a extracdo de proteinas das amostras, os pellets foram incubados em uma
solugéo de NH4sHCO3 0,05 M contendo RapiGest SF Surfactant 0,2% (Waters, Massachusetts,
EUA) por 12h a 37°C sob agitagdo (200 rpm). Ap0s a incubacao, as amostras foram submetidas

a sonicacdo em banho por 30 min, seguido de centrifugacdo a 12.000 rpm por 1 min em
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temperatura ambiente. Prontamente, as amostras foram filtradas e dessalinizadas utilizando um
filtro Centriprep de 3 kDa (Merck Millipore). Elas passaram por trés centrifugagdes por 30 min
a 10°C com 500 pl de NH4HCOs. Ao final das lavagens, o volume de amostra remanescente no
filtro foi coletado (~250 pL), concentrado e seco a vacuo usando um sistema SpeedVac
(Thermo Scientific). Posteriormente, cada amostra foi ressuspensa em uma solucdo de
NH4HCO3 0,05 M com RapiGest SF Surfactant 0,2% e digerida com tripsina seguindo as

instrucdes do fabricante.

Os peptideos tripticos, em triplicata, foram carregados em um sistema nanoACQUITY
(Waters). No total, 9 ul das amostras foram injetados (3 pl de cada vez) e dessalinizados online
usando uma coluna coletora Symmetry C18 (Waters). Em sequéncia, uma etapa de
cromatografia liquida foi realizada usando uma coluna HSS T3 (Waters) com um fluxo de fase
movel de 0,5 pL/min e um gradiente linear de 3-40% de acetonitrila com acido formico 0,1%,
em um tempo de execucdo de 210 min. Apds a ioniza¢do da amostra por eletrospray (ESI) a
3000 V, 80°C, e voltagem do cone 35 V, os espectros de massa foram registrados usando o
espectrometro de massas de alta definicdo Waters SynaptTM G1 HD/MS (Waters, Manchester,
Reino Unido), em interface com a cromatografia capilar do sistema nanoACQUITY. O controle
do instrumento e a aquisi¢do de dados foram conduzidos em um sistema de dados MassLynx
(Verséo 4.1, Waters), e 0s experimentos foram realizados por varredura de uma raz&o massa-
carga (m/z) de 50-2000 usando um tempo de varredura de 1,0 s. A aquisi¢cdo com o método
MSe (Waters) foi realizada com energia de colisdo alternando entre 6 V em baixa energia e
aumentada de 12-40 V em alta energia, usando argénio como gas de colisdo a uma pressao de
1 bar.

Todos os dados foram processados usando o software Progenesis QI para protebmica
versdo 2.0 (Nonlinear Dynamics, Waters, Manchester, Reino Unido). As massas exatas foram
determinadas usando o Q-ToF's LockSpray™ do ion de referéncia Glu-fibrinopeptideo, GFP
(785,8426 m/z). Os dados brutos foram pesquisados com o software Progenesis QI contra o
banco de dados de humanos do UniProt, inserido de sequéncias da cepa de DENV 16681. A
carbamidometilagéo da cisteina foi definida como modificacdo fixa; a oxidacdo da metionina
foi definida como modificacao variavel; e a tolerancia a proteinas e peptideos foi definida como
20 ppm e 10 ppm, respectivamente, com 0s seguintes requisitos de ions: dois fragmentos de
peptideo, cinco fragmentos de proteina e um peptideo. Uma taxa de falsas descobertas foi

definida como inferior a 1% e todas as proteinas quantificadas com um valor p inferior a 0,05
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por ANOVA foram consideradas como uma identificacdo confidvel para anélise de abundéncia

normalizada relativa.

4.6. Expressao e purificacdo de NS3 recombinante

Bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) foram transformadas com plasmideos
pET32a(+)_NS3pro (Biomatik, Ontario, Canada) contendo os residuos 1 a 180 correspondentes
ao dominio protease de NS3; ou pET32a(+) NS3proS135A (Biomatik), que possui uma
substituicdo da serina 135 da triade catalitica por uma alanina tornando a protease inativa; ou
pET32a(+)_NS3prohel (Biomatik) contendo os residuos 1 a 618 correspondentes & NS3 inteira,
todas elas fusionadas com uma cauda de histidina para permitir a purificacdo por cromatografia
de afinidade. Esses plasmideos de expressdo bacteriana conferem resisténcia a ampicilina as
bactérias, dessa forma elas foram cultivadas em 1 L de meio minimo M9 contendo 100 pg/mL
de ampicilina. A expressao das proteinas foi induzida com a adi¢do de IPTG 0,6 mM quando a
densidade dptica atingiu 0,6-0,7 a 600 nm. Ap6s 18h de inducdo a 18°C, as células foram
precipitadas por centrifugacdo e ressuspendidas em 40 mL de tampéo A (Tris-HCI 50 mM [pH
8], NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10%). As células foram lisadas por sonicacéo,
seguindo-se centrifugacdo a 12.000 xg (rotor Eppendorf® F-34-6-38), 4°C, por 60 min. O
sobrenadante contendo as proteinas expressas foi coletado, filtrado usando um filtro de 0,22
um, aplicado na coluna HisTrap FF (GE Healthcare Life Sciences, Nova Jersey, EUA) para
cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC), utilizando o tampdo A para o
equilibrio e o tampéo B (Tris-HCI 50 mM [pH 8], NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, glicerol
10%) para eluicdo. As proteinas recombinantes aderidas a coluna foram eluidas com um
gradiente linear de imidazol de 20-500 mM. NS3prohel passou por uma etapa adicional de gel
filtracdo utilizando uma coluna com resina Sephacryl S-100 (Cytiva, Massachusetts, EUA).
Posteriormente os eluatos contendo as proteinas recombinantes foram concentrados em sistema
Amicon Ultra-4 3K (Merck Millipore), e dialisados com tampéo C (Tris 50 mM [pH 8], NaCl
150 mM e glicerol 5%), e posteriormente com tampao D (Tris 50 mM [pH 8], glicerol 5% e
etilenoglicol 5%). As amostras foram entdo armazenadas a -80°C e sua pureza confirmada por
SDS-PAGE 15% (Figura 13).
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Figura 13. SDS-PAGE das proteinas recombinantes purificadas. O primeiro gel mostra as proteinas NS3pro e
NS3proS135A recombinantes. O segundo gel mostra a proteina NS3prohel recombinante. P — Padrdo de peso

molecular.
4.7. Isolamento de mitocondrias de figado de camundongos

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 de 12-20 semanas foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Em seguida, o figado desses animais foi rapidamente coletado para
realizar isolamento de mitocondrias. Os experimentos realizados com as mitocondrias isoladas
estdo descritos a seguir e foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
em Experimentacdo Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (protocolo n° 046/22).

O isolamento de mitocéndrias do figado de camundongos foi realizado utilizando o
método descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano (2007), com pequenas adaptacdes. Brevemente,
o figado coletado e as células do tecido hepéatico foram rompidas em tampéo de isolamento
(TrissMOPs 0,1 M [pH 7,4], EGTA/Tris 0,1 M [pH7,4], sacarose 1 M) utilizando-se um
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem no gelo. O homogenato foi submetido a uma
centrifugacao inicial para remover os debris celulares a 700 xg (rotor Eppendorf® F-34-6-38),
a 4°C, por 10 min, e o sobrenadante foi coletado. Esse foi centrifugado a 7.000 xg, a 4°C, por
10 min, formando um pellet contendo as mitocondrias. O pellet foi lavado em tampéo de
isolamento gelado e centrifugado a 8.500 xg, a 4°C, por 10 min. As mitocondrias isoladas foram
entdo mantidas no gelo até o uso, e a concentracdo de proteinas das amostras foi avaliada pelo

método de Bradford.
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4.8. Ensaios de respirometria de alta resolucéo

As taxas de consumo de oxigénio mitocondrial, OCR (do inglés oxygen consumption
rate), foram avaliadas por respirometria de alta resolucdo utilizando o sistema Oxygraph-2k
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) e o software DatLab 7.4.0.4 (Oroboros
Instruments). Todos os experimentos foram conduzidos a 37°C, sob uma taxa de agitacéo de

750 rpm e 2 mL de volume final por camara.

4.8.1. Ensaios com mitocondrias isoladas de figado de camundongo

Incubamos 300 g de mitocondrias isoladas com NS3pro, NS3proS135A, NS3prohel
ou, como controle, com o tampdo no qual as proteinas recombinantes foram diluidas (Tris 50
mM [pH 8], glicerol 5% e etilenoglicol 5%), em MIRO05, suplementado com ATP 2 mM e
succinato 10 mM, por 1h, no gelo. As respirometrias foram realizadas com 50 pg de amostra

por camara.

Para avaliacdo do efeito de concentragdes crescentes das proteinas recombinantes sobre
a respiracdo mitocondrial, conduzimos a respirometria adicionando conjuntamente trés
substratos respiratorios — malato 5 mM, piruvato 10 mM, succinato 10 mM - seguindo-se a
adicdo sequencial de ADP 2,5 mM, rotenona 0,25 puM e antimicina A 0,5 mM. O OCR foi
avaliado em diferentes condicdes.

Nos ensaios de respirometria alguns estados respiratérios sdo definidos. O estado
respiratério 1 é o OCR sem a adigdo de substratos energéticos. O estado respiratério 2
representa o fornecimento dos substratos malato, piruvato e succinato as mitocondrias, na
auséncia de ADP (respiracdo ndo associada a sintese de ATP). O estado 3 € obtido ap6s a adigédo
de ADP e representa a respiracao acoplada a sintese de ATP. Por fim, temos o consumo residual
de oxigénio, que é obtido na presenca de rotenona e antimicina A (inibidores dos complexos |
e I1, respectivamente), que representa reacfes oxidativas que ainda ocorrem apos a inibi¢do do
ETS e e descontado dos demais parametros. Calculamos entéo a respiragdo acoplada a sintese
de ATP subtraindo a estado respiratério 2 do 3; a respiragdo leak, que aqui representa um estado

de repouso ndo fosforilante quando os substratos sdo reduzidos, mas o ADP néo é fornecido
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(vazamento de prétons sem adenilatos); e a taxa de controle respiratério, RCR (do inglés
respiratory control rate), que representa a razao entre a respiracdo acoplada e a respiragéo leak.
Ensaios de respirometria de alta resolucéo e o posterior calculo do RCR também foram
realizados com a adicdo de diferentes substratos de forma independente, com as sequéncias de
adigdes descritas a seguir.
-Ensaios com malato e piruvato: malato 5 mM, piruvato 10 mM, ADP 2,5 mM,
citocromo ¢ 1 uM e rotenona 0,25 pM.

- Ensaios com succinato: malato 5 mM, rotenona 0,25 pM, succinato 10 mM, ADP 2,5
mM, citocromo ¢ 1 M e malonato 25 mM.

- Ensaios com palmitoil-carnitina: malato 2 mM, palmitoil-carnitina 20 uM, ADP 2,5
mM, citocromo ¢ 1 pM e antimicina A 0,5 mM.

- Ensaios com ascorbato e TMPD: ascorbato 1 mM, TMPD 1 mM, citocromoc 1 pM e
KCN 1,5 mM.

4.8.2. Ensaios com células intactas ou permeabilizadas

Nos experimentos com células HEK293T intactas, as células foram transfectadas com
pcDNA3.1_NS3 ou pcDNA3.1_ g, e apos 24h de transfeccio, 2x10° células foram suspensas
em DMEM sem SFB e colocadas nas camaras. Em seguida, o consumo de oxigénio foi avaliado,
seguindo-se adigdes sequenciais de oligomicina 0,25 nM, FCCP titulado de 0,05 a 0,9 uM,
rotenona 0,25 UM e antimicina A 0,5 mM. O OCR foi avaliado em diferentes condi¢bes
definidas como:

- “Basal”: corresponde ao OCR apds sua estabiliza¢do;

- “Acoplada”: corresponde ao OCR associado a sintese de ATP, é calculado subtraindo
a respiragdo apos a adi¢do de oligomicina (“leak™) da basal;

- “Leak”: aqui corresponde ao OCR medido na presenca de oligomicina, um inibidor da
ATP sintase, que impede gque os prétons retornem a matriz mitocondrial, de forma que o OCR
reflete 0 vazamento de prétons atraves da membrana mitocondrial interna e corresponde a
respiracdo desacoplada da sintese de ATP;

- “Méxima’: que corresponde ao OCR medido na presenca de FCCP, um ion6foro que
desfaz o gradiente de protons levando a que os complexos mitocondriais trabalhem em sua
capacidade maxima de transporte de elétrons.

Rotenona e antimicina A foram adicionadas para determinar a taxa de consumo residual

de oxigénio que é subtraida das demais.
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Para avaliar a respiragdo em células permeabilizadas, 2x10° células HEK293T
transfectadas por 24h foram suspensas em MIRO05, adicionadas a cada camara, e
permeabilizadas com digitonina na concentracdo final de 10 pg/mL. O consumo de oxigénio
foi avaliado com a utilizagdo dos seguintes substratos e inibidores adicionados de forma
sequencial: malato 5 mM, piruvato 10 mM, ADP 2,5 mM, rotenona 0,25 pM, succinato 10 mM
e malonato 25 mM. O OCR associado ao complexo | foi calculado subtraindo o consumo de
oxigénio na presenca de rotenona (inibidor do complexo 1) do consumo na presenca dos
substratos malato, piruvato e ADP. O OCR associado ao complexo Il foi calculado subtraindo
0 consumo de oxigénio na presenca de malonato (inibidor do complexo Il) do consumo na

presenca do substrato succinato.

4.9. Medidas de potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (Ay) foi avaliado em mitocondrias isoladas,
incubadas ou nd&o com NS3pro, usando safranina O (Sigma-Aldrich), um corante fluorescente
catiénico lipofilico que sofre supressdo de fluorescéncia induzida pelo potencial de membrana.
O ensaio foi realizado em fluorimetro Varian Cary Eclipse (Agilent, Califérnia, EUA),
excitando-se a amostra com luz de comprimento de onda de 495 nm, e medindo-se a emissao
de fluorescéncia a 587 nm, sob agitacdo em alta velocidade, a 37°C. Foram usados 50 pg/mL
de mitocondrias hepaticas isoladas, incubadas ou ndo com NS3pro, em 1 mL de MIR05 com
safranina O 0,5 uM. O ensaio foi iniciado com a adi¢do de malato 5 mM, piruvato 10 mM e
succinato10 mM, seguindo-se a adi¢cdo de ADP 200 uM, oligomicina 0,1ug /mL e FCCP 0,05
M. O aumento do potencial de membrana diminui a intensidade de fluorescéncia da safranina,
pois permite sua entrada nas mitocondrias e a subsequente extingédo do sinal. O calculo do
potencial de membrana é realizado subtraindo o valor do potencial de membrana maximo
induzido pela adi¢cdo de oligomicina (hiperpolarizagdo) do valor minimo induzido pela
despolariza¢do com FCCP. O valor do potencial maximo obtido € normalizado para representar
100% do potencial de cada amostra e € utilizado para calcular a percentagem de despolarizacéo
apos a adicdo de ADP.



48

4.10. Andlise dos complexos mitocondriais por eletroforese em gel “Nativo Azul”
(BN-PAGE)

As amostras de mitocondrias isoladas (300 pg de proteina), incubadas ou ndo com
NS3pro ou NS3proS135A, foram diluidas em um volume final de 100 uL em PBS contendo
coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) e lisadas com n-dodecil B-D-maltosideo, DDM
(Sigma-Aldrich), na concentracdo final de 1%, por 15 min, no gelo. Em seguida, foram
centrifugadas a 2.000 g, a 4°C por, por 20 min. O sobrenadante foi coletado e 10 pL de tampé&o
de amostra (acido aminocaproico 2M, Bis-Tris 500 mM, EDTA 100 mM, comassie G-250 2%,
pH 7) foram adicionados. 5 pL de amostra foram aplicados em gel NativePAGE 4-16% Bis-
Tris (Invitrogen) e a eletroforese conduzida utilizando os tampdes anodo (Bis-Tris 50 mM, pH
7) e catodo azul (Bis-Tris 15 mM, tricina 50 mM, comassie G-250 0,02%, pH 7), em
amperagem constante de 6 A, a 4°C. Apds dois tercos da corrida, o tampdo catodo azul foi
substituido por tampé&o catodo sem comassie G-250 até o término da eletroforese.

4.11. Atividade da succinato desidrogenase (SDH)

A atividade da enzima SDH foi realizada com extratos de mitocondrias isoladas de
figado de camundongos, incubadas ou ndo com NS3pro, utilizando-se o protocolo adaptado de
Simonin e Galina (2013). Resumidamente, a atividade da SDH foi determinada utilizando 2,6-
diclorofenolindofenol, DCPIP (Sigma-Aldrich), um aceptor artificial de elétrons. O ensaio foi
conduzido em placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados aproximadamente 20 ug de
mitocondrias isoladas em 200 pl de meio de reacdo (tampéo fosfato 20mM [pH 7], Triton X-
100 0,1%, azida de sddio 4mM, succinato 5mM, DCPIP 300 mM). A placa foi agitada por 10
s, a reducdo de DCPIP foi monitorada por 3 min, a 600 nm, a 35°C, utilizando-se o leitor
SpectraMax M5. O célculo da atividade foi realizado usando o coeficiente de extingdo molar
de DCPIP reduzido (21,0 mM~ L.cm™ 1), normalizando-se os valores pela concentragio de

proteinas de cada amostra.
4.12. Andlise eletroforética e coloracao com nitrato de prata
Para avaliar se o citocromo ¢ poderia ser clivado por NS3, 3 uM de citocromo ¢ foram

incubados com 300 nM ou 600 nM de NS3pro em tampéo TRIS-HCL 200 mM (pH 8.5) por 1h

a 37°C. NS3proS135A foi utilizada como controle. As amostras foram aplicadas em géis SDS-
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PAGE 20% e apo0s a eletroforese o gel foi corado com nitrato de prata seguindo o protocolo
descrito por Kavran e Leahy (2014). Brevemente, o gel foi fixado com tampdo de fixacao
(metanol 50%, acido acético 12% e formaldeido 0,0185%) overnight. Em seguida, o gel foi
lavado cinco vezes em agua, incubado com uma solucdo de tiossulfato de sddio 1.3 mM por 1
min e novamente lavado. O gel foi corado utilizando uma solugdo com AgNOz 11.8 M e
formaldeido 0,028% por 20 min, lavado em agua e revelado com uma solugéo contendo Na2COs
6%, tiossulfato de sddio 0.05 mM e formaldeido 0,037%. A reacao foi interrompida com uma

solucédo de metanol 50% e &cido acético 12%.

4.13. Andlises estatisticas

Todos os graficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.1
(GraphPad Software, Califérnia, EUA) com os dados expressos como média + desvio padrao.
As diferencas entre as médias foram comparadas utilizando andlise de variancia One-way
ANOVA com pos hoc de Sidak ou utilizando teste t de Student. Resultados com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.



5. RESULTADOS

5.1. Perfil protedmico de mitocondrias de linhagem de células hepéaticas humanas
infectadas pelo DENV

Nosso grupo e outros demostraram que a infeccdo por DENV afeta a fungéo
mitocondrial nas células hospedeiras, alterando a preferéncia de oxidacdo de substratos
energéticos nesta organela (Zeidler et al., 2017; Fernandes-Siqueira et al., 2018). No entanto,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares pelos quais isso se da. Hipotetizamos que
proteinas virais do DENV poderiam modular o metabolismo mitocondrial diretamente. Na
busca de componentes virais que pudessem se associar a essa organela, analisamos através de
técnicas proteémicas as alteracGes causadas pela infeccdo por DENV no perfil de proteinas
presentes nas mitocondrias de células Huh7. Para isso, isolamos as mitocondrias de células
infectadas ou mock, extraimos as proteinas presentes nesta organela e analisamos as proteinas
presentes em cada condi¢do por espectrometria de massas. Para a identificacdo das proteinas,

usamos bancos de dados tanto de proteinas celulares como das proteinas do DENV.

Identificamos peptideos de algumas proteinas do DENV nessa analise, sendo elas NS1,
NS2A, NS3, NS4A, NS5 e proteina E (Tabela 2). A identificacdo dessas proteinas na amostra
indica que elas podem se encontrar de alguma forma associada as mitocondrias, seja na
superficie, dentro dessas organelas ou anexadas a membranas associadas a mitocondria (MAM,
do inglés mitochondria-associated membranes). A maior parte dos peptideos identificados
(44,4%) pertenciam a NS3 (Figura 14A). Estes cobriram 46,6% da extensdo da NS3,
englobando todos os seus dominios (Figura 14B). Dessa forma, de todas as proteinas virais
identificadas em nosso screening por protebmica, consideramos que NS3 é a que tem mais
chances de se encontrar de fato associada as mitocondrias durante uma infecg¢do. Por isso,

escolhemos focar em NS3 nesta tese.
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Tabela 2 - Peptideos de proteinas do DENV identificados por andlise proteémica em

mitocondrias isoladas de células Huh7 infectadas.

Sequéncia peptidica
AELEDGAYR
AGNDIAACLSKNGK
AVQTKPGLFK
CMKPVILTDGEER
DLISYGGGWK
DPFPQSNAPIIDEEREIPER
EGEEVQVLALEPGKNPR
EKVDAIDGEYR
RGDLPVWLAYR
GILGYSQIGAGVYK
IEPSWADVK

[YSDPLALK
LEGEWKEGEEVQVLALEPGK
LTIMDLHPGAGK
MLLDNINTPEGIIPSMFEPEREK
NNQILEENVEVEIWTK
RLTIMDLHPGAGK
RYLPAIVR
SIEDNPEIEDDIFR
SWNSGHEWVTDFKGK
TLILAPTR

TTFVDLMRR

TVWFVPSIK
VAAEGINYADRR
WCFDGVK

YQTPAIR

AHEEGICGIR

ASFIEVK
CGSGIFITDNVHTWTEQYK
LENLMWK

LITEWCCR

QITPELNHILSENEVK

NLAGPVSQHNYRPGYHTQITGPWHLGK

LTIMTGDIK
SHTLWSNGVLESEMIIPK
SLRPQPTELK
TDWIPLALTIK
GLNPTAIFLTTLSR
TDWIPLALTIK
VRPTFAAGLLLR
CPTQGEPSLNEEQDKR

DSPVNIEAEPPFGDSYIIIGVEPGQLK

ETLVTFK

GGIVTCAMFR
GSSIGQMFETTMR
HSMVDRGWGNGCGLFGK

ITPQSSTTEAELTGYGTVTMECSPR

LITVNPIVTEK
NKPTLDFELIK
EAVEDSRFWELVDK
EDQWCGSLIGLTSR
EGGAMYADDTAGWDTR
GSRAIWYMWLGAR
LQSGVDVFFIPPEK
NIGIESEIPNLDIIGK
TPVESWEEIPYLGK
NPTVDGITVIDLDPIPYDPK

Comprimento do peptideo (aa)
9
14
10
13
10
20
17
11
10
14
9
9
20
12
23
16
13
8
14
15
8
9
9
12
7
7
10
7
19
7
8
16
27
9
18
10
11
14
11
12
16
27
7
10
13
17
25
11
11
14
14
16
13
14
16
14
20

Proteina

Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Serina protease NS3
Proteina ndo estrutural 1
Proteina nao estrutural 1
Proteina nao estrutural 1
Proteina ndo estrutural 1
Proteina ndo estrutural 1

Proteina ndo estrutural 1
Proteina nao estrutural 1
Proteina ndo estrutural 1
Proteina néo estrutural 1
Proteina néo estrutural 1
Proteina ndo estrutural 2A
Proteina ndo estrutural 2A
Proteina ndo estrutural 2A
Proteina ndo estrutural 2A
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
Proteina de envelope E
RNA polimerase NS5
RNA polimerase NS5
RNA polimerase NS5
RNA polimerase NS5
RNA polimerase NS5
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Figura 14. Screening por protedmica de mitocdndrias isoladas de células Huh7 infectadas. (A) Grafico de
pizza mostrando a porcentagem de peptideos DENV identificados por espectrometria de massa. (B) Sequéncia de
NS3 com os peptideos identificados destacados em cinza escuro correspondendo a uma cobertura de 46,6% da
proteina (288 de 618 aa). Informagdes do Uniprot: Entrada: P29990; Nome da entrada: POLG_DEN26; Nome da
proteina: Genoma da poliproteina; Organismo: virus da dengue tipo 2 (cepa Tailandia/16681/1984) (DENV-2);
Comprimento: 3391 aa.

A infeccdo pelo DENV em células Huh7 parece também ter causado uma diminuicéo
da abundancia de determinadas proteinas nas mitocondrias do hospedeiro. Em nossos
experimentos de protedmica, encontramos 25 proteinas celulares moduladas negativamente nas
mitocdndrias (pelo menos duas vezes em relagdo ao mock) de células Huh7 infectadas pelo
DENV, sendo a maioria delas (48%) relacionada ao metabolismo energético (Figura 15 e
Tabela 3). Destas, um terco pertence ao sistema de transporte de elétrons mitocondrial
(NDUFAQ9 é uma subunidade do complexo I, UQCR10 é uma subunidade do complexo IlI,
ATP5MF e ATP5MK séo subunidades do complexo V; Figura 15 e Tabela 3). Isso indica que
0 metabolismo energético mitocondrial parece de fato estar impactado durante a infeccédo pelo

DENV em linhagens de células hepaticas humanas.

= 48.00% Metabolismo >
16.00% Transporte v
12.00% Estrutural/organizacao e remodelacéo do citoesqueleto
8.00% Organizacao/ultraestrutura mitocondrial
4.00% Chaperona
4.00% Trafego de vesiculas

mu 4.00% Regulacdo da expressao génica / ligagdo de RNA

== 4.00% Desconhecido

Figura 15. Func0es das proteinas celulares alteradas pela infeccdo. Os graficos de pizza mostram a distribui¢éo

mm 33.33%ETS
'\) mm 33.33% Glicosilagéo de proteinas
A\ == 25.00% Metabolismo e homeostase lipidica
“*\ 8.33% Oxido-reducéo

das proteinas do hospedeiro moduladas negativamente na infeccdo (pelo menos duas vezes em relagdo ao mock),

classificadas quanto a funcdo com o auxilio do banco de dados UniProt.
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Tabela 3 - Proteinas moduladas negativamente (reducéo de pelo menos duas vezes em relacdo
ao mock) em mitocondrias isoladas de células Huh7 infectadas com DENV.

Proteina
MPCA1
Erlina-1
ACTBL2
HS9205
OSTC
NDUA9
Rab-10
SURF4
AOFB
MSI2ZH
MTCH2
TBA1C
Erlina-2
TOM22
HACD3
TMCO1
NUD14
ATPK
REEP6
RPN2
LRC59
QCR9
ATPMK
MIC60
0OST48

Cddigo de acesso
Q9Y5U8
075477
Q562R1

Q58FGO
QSNRPO
Q16795
P61026
015260
P27338
Q96DH6
QoY6C9
QOBQE3
094905
QBNSE9
Q9P035
Q9UMO0
095848
P56134
Q96HR9
P04844
QS6AG4
Q9UDWH1
QB61X5
Q16891
P39656

Contagem de peptideos

_ =k aAa WwOoONO =, NN 0O W =

Peptideos (lnicos
1

[ECG

A a W A NAN W S OS2 NN =S NS A

Razao relativa ao mock

Infinito
9,419946815
5,331133383

3,981651002
3,65329968

3,609761243
3,474165322
3,243158327
3,043336011
2,834187272
2747435429
2,617916804
2,583379753
2,566999952
2,472867908
2,472185745
2,400975718
2,246875441
2,241302476
2,224549122
2,121383016
2,081254815
2,065188135
2,053471114
2,004083047

5.2. Estabelecimento de um modelo celular de expressdo heter6loga da proteina

NS3

A fim de compreender as consequéncias da associacdo de NS3 & mitocéndria sobre o

metabolismo dessa organela, buscamos estabelecer um modelo celular através da expresséo

heterologa de NS3 em células Huh7. Uma opgé&o seria transfectar as células a fim de expressar

NS3, mas ensaios conduzidos anteriormente por nosso grupo mostraram que o procedimento

de transfeccdo em si afetava a fungdo mitocondrial em células Huh7, portanto, descartamos a

possibilidade de realizarmos transfecgédo nessas celulas.

Vetores retrovirais sdo considerados eficientes para a introducdo de genes especificos

em diversos tipos celulares. A transducdo com vetores retrovirais permite ainda a integracao do
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gene de interesse no genoma das células, pois ocorre transcricdo reversa do RNA do vetor,
formando uma copia de DNA dupla fita que é integrada ao DNA da célula hospedeira.
Posteriormente, essas células podem ser selecionadas com antibiotico de selecdo cujo gene de
resisténcia (contido originalmente no plasmideo) também se encontra integrado no genoma.
Assim, o estabelecimento de sublinhagens estaveis com expressdo constitutiva da proteina de
interesse € muito mais eficiente do que na transfecgdo, onde o vetor fica no nicleo das células
em forma de corpo epissomal. Esse eventualmente é perdido a medida que as células se
dividem. Portanto, a transfeccdo € mais usada para expressao transiente (Pear et al., 1993;
Hossle, Seger e Steinhoff, 2002; Coroadinha et al., 2010).

Decidimos entdo adotar um modelo de transducdo com vetor y-retroviral, com o qual
estabelecemos duas sublinhagens que expressavam NS3 constitutivamente, Huh7-NS3 e A549-
NS3. A expressdo de NS3 foi bem-sucedida em ambas as sublinhagens, mas as células Huh7-

NS3 pararam de proliferar, tonando invidvel conduzir experimentos com essas células.

Ja com as células A549-NS3, ao conduzir ensaios de imunofluorescéncia, observamos

que apenas cerca de 20% das células apresentavam marcacao positiva para NS3, embora tenham

sido selecionadas com o antibi6tico puromicina, cujo gene de resisténcia estava no plasmideo
(Figura 16).

NS3 DAPINS3

Figura 16. Expressdo de NS3 em células A549 submetidas a transducdo com vetor y-retroviral. Imagens
representativas de células A549-NS3 incubadas com anticorpos anti-NS3 (vermelho) e analisadas por microscopia
optica de fluorescéncia com objetiva de 20x. Os nucleos foram marcados com DAPI (azul). A barra de escala
corresponde a 50 pm.
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Como mencionado anteriormente, mesmo apds selecdo, ndo observamos uma alta
porcentagem de células positivas para NS3. Mesmo sendo constantemente mantidas em cultura
com o antibiotico de selecdo, notamos que com o passar do tempo a porcentagem de células
com marcacao positiva para NS3 pareceu diminuir. Isso nos fez pensar que a expressao de NS3
a longo prazo néo era viavel. Optamos entdo por um sistema induzivel para expressao transiente

da NS3 utilizando um vetor viral.

Utilizamos entdo um vetor lentiviral do sistema Tet-On, cuja expressao da proteina de
interesse pode ser induzida pela adicdo de doxiciclina (DOX), um anélogo da tetraciclina, a
cultura. Os vetores lentivirais do tipo Tet-On sdo projetados para expressar um ativador
transcricional responsivo a tetraciclina, que na presenca desse antibiotico ou de um anéalogo, se
liga ao promotor do gene de interesse dando inicio a transcricdo (Baron e Bujard, 2000). Os
vetores lentivirais possuem algumas vantagens em relacdo ao sistema y-retroviral. Eles se
integram ativamente ao DNA gendémico sem a necessidade de replicacao celular, pois possuem
um sinal de enderecamento nuclear. No caso dos vetores y-retrovirais, € necessario que as
células estejam em processo de divisdo celular, para que ocorra o desaparecimento da
membrana nuclear, assim o cDNA viral pode ser transportado para o nucleo e integrado ao
genoma celular. Dessa maneira, a transducdo com vetores lentivirais pode ser considerada mais
eficiente do que a transdugdo com vetores y-retrovirais. Somado a isso, 0s lentivirus sao mais
estaveis e podem atingir titulos virais mais elevados quando comparados aos y-retrovirus
(Dufait et al., 2012).

Novamente, células A549 foram transduzidas, passaram por selecdo com o antibidtico
puromicina, e diferentes concentracdes de DOX foram utilizadas para induzir a transcri¢do de
NS3. Infelizmente esse sistema de expressao nao foi eficiente, e a expressdo de NS3 foi baixa
(Figura 17). Os tempos pos-inducédo de 48, 72 e 96 h também foram testados, mas ndo foram

observadas diferencas significativas (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Expressdo de NS3 em células A549 utilizando transdugdo com vetor lentiviral Tet-On. As células
foram marcadas com anticorpos anti-NS3 (verde) e analisadas por microscopia de fluorescéncia com objetiva de
20x. Ndcleos corados com DAPI (azul). A barra de escala corresponde a 50 pm.
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A549-NS3
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Os dados em conjunto mostram uma baixa taxa de expressédo de NS3 independente do
sistema de expressdo heter6loga usado. E possivel que as células possuam mecanismos imunes
inatos que blogueiam a expressdo de NS3 ou direcionam NS3 para degradacao e que, durante
a infeccdo natural, esses mecanismos sejam pelo menos parcialmente neutralizados. Como néo
obtivemos um modelo celular com alta expressdo de NS3, buscamos outras abordagens para
avaliar o papel de NS3 no metabolismo.

Dentro do periodo experimental desta tese, outro grupo publicou um estudo mostrando
que NS3 possui um sinal de enderegcamento que permite sua entrada na mitocondria (Gandikota
et al., 2020). Esses resultados estdo de acordo com nossos dados de protedmica, e nos
incentivaram a buscar novas formas de estudar o efeito de NS3 sobre a funcdo mitocondrial.
Utilizando NS3 recombinante e mitocondrias isoladas de figado, os autores do artigo
demonstraram que, uma vez dentro da mitocdndria, NS3 encontra uma proteina-alvo de
protedlise do hospedeiro, a cochaperona de Hsp70 mitocondrial, GrpEL1 (Gandikota et al.,
2020). Resolvemos, entdo, utilizar uma abordagem semelhante a utilizada neste artigo para
avaliarmos os efeitos da NS3 na funcdo mitocondrial, mais especificamente no metabolismo

energético.

5.3. O dominio protease de NS3 afeta a respiracdo mitocondrial em mitocondrias

isoladas

Produzimos diferentes constructos de NS3 recombinante (Figura 18) para avaliar o
efeito da NS3 na fung@o mitocondrial por respirometria de alta resolugdo. Como Gandikota et
al. (2020) mostraram que o dominio protease de NS3 entrava na mitocondria mais
eficientemente do que a NS3 inteira, realizamos a maior parte dos experimentos usando com o
dominio protease. Além do dominio protease de NS3, aqui referido como NS3pro (residuos 1-
180), expressamos e purificamos o dominio protease de NS3 contendo uma substitui¢cdo da
serina 135 da triade catalitica (His51, Asp75 e Serl35) por uma alanina, 0 que a torna
cataliticamente inativa (aqui referido como NS3proS135A, Figura 18). O constructo da
protease inativa serviu para avaliarmos os efeitos da NS3pro que seriam dependentes e 0s
independentes da atividade catalitica de NS3. Além disso, validamos, posteriormente, 0s
principais achados usando também a proteina inteira (residuos 1-618).
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Figura 18. Esquema dos constructos utilizados para expressdo do dominio protease de NS3 (NS3pro). O
constructo de NS3pro recombinante compreendendo os residuos 1-180 da proteina DENV NS3 (verde) foi clonado
com uma tag de hexa-histidina (His-tag) (rosa) e uma sequéncia de clivagem TEV (roxo). NS3proS135A (verde
quadriculado) possui uma substituicdo da serina 135 por uma alanina e € cataliticamente inativa. A estrutura
tridimensional da proteina NS3 é representada em fita com os dominios helicase (lilas) e protease (verde),
destacando-se a triade catalitica composta pela histidina na posic¢éo 51 (laranja), aspartato na posicéo 75 (laranja)
e serina na posicdo 135 (vermelho). A representacdo da proteina foi gerada usando o PyMOL com o PDB ID:
2VBC.

Incubamos mitocdndrias isoladas de figado de camundongos machos de 12-20 semanas
com NS3pro ou NS3proS135A recombinantes por 1h no gelo antes de realizar estudos
funcionais por respirometria de alta resolu¢cdo. Como controle utilizamos mitocéndrias
incubadas com o tampdo usado para diluir as proteinas recombinantes. Realizamos 0s ensaios
de respirometria com diferentes concentracdes molares dessas proteinas recombinantes (100,
200, 300 e 600 nM), utilizando um protocolo multi-substrato, no qual avaliamos alteragdes na
taxa de consumo de oxigénio, OCR, das mitocondrias na presenca tanto de substratos que
alimentam o ciclo de Krebs (piruvato, malato) quanto do substrato do complexo Il (succinato),

na presenca de ADP (substrato da ATP sintase) (Figura 19).

Os ensaios de respirometria de alta resolugdo podem fornecer diferentes parametros.
Um deles é o OCR no estado respiratorio 1, obtido quando as mitocdndrias sdo incubadas com
meio de respiracdo antes da adicdo de substratos. Apds a adicdo de substratos como o malato,
piruvato e succinato (mas na auséncia de ADP) temos o estado respiratério 2. Esta € uma
respiracdo ndo fosforilante (ndo usada para sintese de ATP) uma vez que ADP ainda néo foi

adicionado. Em seguida, com a adi¢do de ADP, temos 0 OCR acoplado a sintese de ATP, que
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representa o estado de fosforilagdo oxidativa ativado por ADP, que também é conhecido como
estado respiratério 3. Por fim, com a adi¢do de rotenona e antimicina A (inibidores dos
complexos | e Ill, respectivamente), temos o consumo residual de oxigénio, que representa

reacOes laterais oxidativas que ainda ocorrem ap06s a inibicdo do ETS (Figura 19).
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Figura 19. Resultados representativos de ensaios de respirometria de alta resolucao utilizando um protocolo
multi-substrato. As mitocondrias isoladas foram incubadas ou ndo com NS3pro nas concentragdes indicadas.

Com os parametros obtidos no ensaio de respirometria de alta resolucdo, calculamos
inicialmente 0 OCR acoplado a sintese de ATP (respiracdo acoplada), subtraindo o estado
respiratorio 2 do estado 3. Esse é um dos indicadores mais importantes na respirometria, pois

representa o consumo de oxigénio relacionado a sintese de ATP.

A incubacédo de mitocéndrias isoladas com 200 ou 300 nM NS3pro levou a diminuicao
de 37,8 a 42,8% na respiracdo acoplada, quando foi utilizado o protocolo multi-substrato
(Figura 20A). Na concentragdo de 300 nM, a NS3proS135A, cataliticamente inativa, teve
efeitos semelhantes @ NS3pro na respiracdo acoplada, causando uma diminui¢do de 37% em
média no OCR, sugerindo que o efeito observado seja independente da atividade protease de
NS3pro (Figura 20A). Quando as mitocondrias foram incubadas com NS3pro na concentragéo
mais elevada, de 600 nM, a respiracdo acoplada foi bastante prejudicada, apresentando uma

diminuicdo de 86%. Por outro lado, quando utilizamos a protease inativa, NS3proS135A, a
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concentragdo de 600 nM causou uma reducdo do OCR de apenas 56% em média (Figura 20A).
Dessa forma, a diferenca entre os efeitos dos constructos da protease ativa e inativa indicam
gue nas concentragcdes mais altas, o efeito seja dependente da atividade protease. Em conjunto
esses dados sugerem que, em altas concentracdes (600 nM), a NS3pro prejudica a fungédo
mitocondrial provavelmente degradando proteinas mitocondriais de maneira inespecifica. No
entanto, a NS3pro afeta a respiracdo mitocondrial independente de sua atividade de protease

em concentragcdes mais baixas (300 nM).

Uma diminuigéo da respiracdo acoplada pode se dar por dois motivos principais: por
um aumento do consumo de oxigénio que é mantido principalmente para compensar 0
vazamento de protons (respiracao leak), que reduz a eficiéncia da sintese de sintese de ATP ao
reduzir a capacidade de reter prétons no espago intermembranas; ou por um prejuizo na
eficiéncia do ETS, que pode se dar pela reducdo da atividade ou da fun¢do de componentes do
ETS ou de enzimas que geram cofatores reduzidos para serem entregues no ETS. Na analise da
respiracdo leak, aqui medida como um estado de repouso nao fosforilante quando os substratos
reduzidos sdo fornecidos (malato, piruvato e succinato), mas sem o fornecimento de ADP
(vazamento de prétons sem adenilatos), NS3pro levou a uma diminuicéo de 21% na respiracéo
leak apenas na concentracdo mais elevada (600 nM), o que parece ser dependente da protease,
ja que o mesmo efeito nao foi observado com NS3proS135A (Figura 20B). Esse dado reforca
gue NS3pro na concentracdo de 600 nM afeta drasticamente a fun¢do mitocondrial, perturbando
até mesmo a respiracao associada ao vazamento de prétons. Além disso, como ndo houve
alteracdo da respiracdo leak na presenca de NS3pro 300 nM, a diminui¢do na respiracdo
acoplada induzida por ela parece ser devida a algum prejuizo no metabolismo mitocondrial e
ndo a um aumento no desacoplamento (o que pode ocorrer devido a algum dano na membrana

ou outros mecanismos de vazamento de prétons).

A taxa de controle respiratorio (RCR), que representa a razéo entre a respiragdo acoplada
e a respiracdo leak, reflete a capacidade das mitocondrias de fosforilar o ADP em ATP e é um
pardmetro cléassico para indicar alteracGes na funcdo mitocondrial (Brand e Nicholls, 2011).
Como o calculo do RCR é uma forma de normalizar as variancias dos dados brutos, adotamos
0 RCR como um indicador da funcdo mitocondrial nos experimentos avaliados em seguida.
Aqui, observamos que NS3pro prejudicou o RCR de maneira dose dependente (Figura 20C),

refletindo uma diminuicéo na eficiéncia da mitocondria na producao de ATP.
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Figura 20. NS3pro afeta a respiracdo mitocondrial. As mitocondrias foram isoladas e incubadas com NS3pro
(barras cheias) ou com NS3proS135A (barras quadriculadas) nas concentragdes indicadas, e o consumo de
oxigénio foi avaliado. Os gréaficos estdo expressos em relacdo ao controle (mitocéndrias incubadas com o tampéo
no qual as proteinas recombinantes foram diluidas). (A) Respira¢do acoplada a sintese de ATP (B) Respiracao
leak. (C) Taxa de controle respiratério (RCR: acoplada/leak). Dados expressos como média + desvio padrdo. *,
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

E interessante destacar que as alteracdes observadas no RCR refletem mais as mudancas
observadas no OCR da respiracdo acoplada a sintese de ATP (comparacédo entre as figuras
20A e C) do que alteragcbes na respiracdo leak (vazamento de prétons) (Figura 20B). Sendo
assim, a diminuicdo do RCR causada pela incubagdo de mitocondrias com NS3pro indica uma
menor capacidade fosforilativa e ndo uma reducdo da eficiéncia de sintese de ATP por

vazamento de protons.

J& que parte dos efeitos observados parece estar ligada a atividade protease de NS3, o
que poderia comprometer a fun¢do mitocondrial ao interromper a integridade da membrana
interna, medimos a capacidade das mitocondrias de manter o potencial de membrana quando
incubadas com NS3pro. As analises mostraram que as mitocéndrias incubadas com 300nM ou
600nM de NS3pro tém a mesma capacidade de manter o potencial de membrana quando
comparado a condigdo controle, sugerindo que NS3pro ndo afeta a integridade da membrana

ou danifica profundamente esta organela, mesmo em concentragfes mais altas (Figura 21).
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Figura 21. NS3pro ndo compromete o potencial de membrana mitocondrial. O gréafico mostra o percentual de
despolarizacdo do potencial de membrana apés a adicdo de ADP de mitocondrias isoladas incubadas ou ndo com
NS3pro 300nM e 600nM. Dados expressos como média * desvio padréo.

Avaliamos também a integridade dos complexos respiratorios das mitocondrias
incubadas com 300 nM e 600 nM de NS3pro através da anélise das proteinas presentes na
membrana mitocondrial separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges nao-
desnaturantes (“gel nativo azul”, BN-PAGE). Por ser uma eletroforese corrida em condicGes
ndo-desnaturantes, € possivel visualizarmos complexos multiproteicos presentes nas amostras
(igualmente preparadas em condi¢gbes ndo desnaturantes). N&o observamos quaisquer
alteracdes na montagem de complexos ou sinais de degradacdo nas amostras incubadas com
NS3pro (Figura 22). Portanto, NS3pro parece afetar a fun¢do mitocondrial por meio de
mecanismos mais especificos, em vez de uma ruptura inespecifica de membrana ou pela

desmontagem de complexos proteicos.
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Figura 22. NS3pro ndo compromete a integridade dos complexos do ETS. Eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigdes ndo-desnaturantes (BN-PAGE) de extratos de proteinas de mitocondrias isoladas
incubadas ou ndo com NS3pro 300nM e 600nM. As posicGes estimadas dos complexos estdo indicadas.

Embora 600nM de NS3pro ndo afete o potencial de membrana ou comprometa a
integridade dos complexos respiratorios, ndo podemos descartar efeitos inespecificos
associados a sua atividade protease, dado que observamos resultados diferentes no consumo de
oxigénio quando comparamos a NS3pro com NS3proS135A nessa concentracdo. Portanto,

adotamos as concentractes de 300 nM de NS3pro nos experimentos subsequentes.

5.4. NS3pro inibe a utilizacdo de piruvato/malato, succinato e palmitoil-carnitina

de maneiras distintas

Uma vez que observamos que NS3pro afeta a respiragdo mitocondrial utilizando um
protocolo multi-substrato, decidimos investigar a contribuicdo de cada substrato energético
individualmente para o efeito anteriormente observado. Realizamos ensaios de respirometria
de alta resolugdo em mitocondrias isoladas incubadas com NS3pro na presenca de substratos
que alimentam o ciclo de Krebs (piruvato e malato), de um substrato que alimenta 0 ETS
diretamente, o succinato, que € substrato do complexo Il do ETS (succinato desidrogenase), ou

de palmitoil-carnitina que passa por 3-oxidagdo mitocondrial.
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Para melhor compreensdo dos experimentos seguintes, cabe aqui ilustrar brevemente
como se da a utilizacdo dos diferentes substratos e a acdo dos inibidores que utilizamos. O
malato e o piruvato sdo substratos cuja oxidacdo gera NADH, tanto diretamente pela malato
desidrogenase e pela piruvato desidrogenase, respectivamente, quanto pela oxidacao
subsequente de seus metabdlitos por outras desidrogenases no ciclo de Krebs (Figura 23). O
NADH gerado, por sua vez, é oxidado pelo complexo I, o qual pode ser inibido por rotenona.
O succinato também pode ser gerado a partir da oxidacdo de malato e piruvato no ciclo de Krebs
ou pode entrar diretamente na mitocondria quando adicionado experimentalmente, sendo
oxidado diretamente pelo complexo Il (que é a enzima succinato desidrogenase). Este apresenta
FAD como grupo prostético e recebe elétrons do succinato, gerando FADH. O malonato € um
inibidor competitivo do complexo Il. Ja a B-oxidacdo de palmitoil-carnitina gera tanto NADH,
que é oxidado no complexo I, quanto FADH., que constitui grupo prostético das proteinas do
complexo ETF-ETF:QO (Figura 23).

Os elétrons transferidos na oxidacdo de NADH (pelo complexo 1) e FADH: (pelo
complexo Il ou ETF-ETF:QO) sdo entregues a ubiquinona, que os transfere para o complexo
I11 (inibido por antimicina A). O TMPD pode ser utilizado como doador de elétrons para o
complexo 1V e o ascorbato garante sua reducdo. O KCN ¢é utilizado como inibidor do complexo
IV. Como mencionado anteriormente, a transferéncia de elétrons pelos complexos I, ll1 e IV é
acoplada ao bombeamento de prétons para formacao de potencial de membrana e o retorno de

prétons através da ATP sintase é a forca motriz utilizada na sintese de ATP (Figura 23).
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Figura 23. Esquema ilustrativo do sistema transportador de elétrons com os substratos e inibidores
utilizados nos ensaios de respirometria de alta resolugdo. e-: elétrons. H+: protons. Q: ubiquinona. CtyC:
citocromo c. As setas de ponta chata (vermelho) indicam inibi¢do. A ilustracdo ndo esta em escala. As estruturas
dos complexos foram geradas com PyMOL usando os PDB IDs: 3M9S, 3AEF, 2GMH, INTM, 3ZCF, 2Y69 e
5ARE.

Observamos que NS3pro afeta a utilizacdo desses substratos de forma distinta. Quando
malato e piruvato foram utilizados como substratos, ocorreu uma reducao de 40,6% no RCR
das mitocondrias incubadas com NS3pro se comparadas ao controle. Por outro lado, quando a
incubacdo foi feita usando a protease inativa, NS3proS135A, ndo observamos diferencas
significativas em relacdo ao controle, sugerindo que o efeito causado pela NS3pro na oxidagéo
de malato/piruvato esta relacionada a sua atividade protease (Figura 24A). Curiosamente, 0
efeito dependente da atividade protease, que se d& na oxidacdo de malato/piruvato, ndo foi
observado no protocolo multi-substrato (ver Figura 20C). E possivel que esse efeito seja
mascarado pelos efeitos independentes dessa atividade no metabolismo mitocondrial quando

na presenga de multiplos substratos.

Quando fornecemos succinato como substrato, tanto NS3pro quanto NS3proS135A
causaram efeitos semelhantes, ambas afetam a respiracdo associada ao succinato reduzindo o

RCR em 56,2% e 40,6%, respectivamente (Figura 24B). Dessa forma, é possivel concluir que
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NS3pro interfere na OCR dependente de succinato por um mecanismo independente de sua
atividade de protease.

O consumo de oxigénio mitocondrial foi também avaliado na presenca de palmitoil-
carnitina, forma do palmitato passivel de ser transportada (pelo transportador de acil-carnitina)
para dentro da mitocondria. Na matriz mitocondrial, a enzima palmitoil-carnitina
aciltransferase 2 transfere o grupo acil da acil-carnitina para a coenzima A, formando acil-CoA
(forma “ativa” do palmitato) e carnitina livre (Ojuka et al., 2016). A acil-CoA fica entdo
disponivel para engajar na B-oxidagcdo. Como mencionado anteriormente, em células Huh7, os
acidos graxos tornam-se a principal fonte energética durante a infec¢do pelo DENV (Fernandes-
Siqueira et al., 2018). Logo, incluir um &cido graxo nos experimentos seria interessante para
compreendermos se NS3 estaria relacionada a esse efeito observado durante a infeccdo. O RCR
associado a palmitato teve uma reducdo de 53,25% em mitoc6ndrias incubadas com NS3pro,
mas ndo com NS3proS135A (Figura 24C). Esse efeito é oposto ao observado durante a
infeccdo de células Huh?.
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Figura 24. NS3 afeta os complexos respiratorios de diferentes maneiras. (A) RCR de mitocondrias isoladas
incubadas ou ndo com NS3pro ou NS3proS135A usando malato e piruvato como substratos (B) RCR usando
succinato como substrato. (C) RCR usando palmitoil-carnitina como substrato. Dados expressos como média +
desvio padrdo. *, p= 0,0323; **, p<0,005; **** p<0,0001.

5.5. NS3pro afeta o consumo de oxigénio associado ao succinato prejudicando a

funcéo do citocromo ¢

Ensaios de respirometria avaliam o funcionamento de ETS através de medidas de

consumo de oxigénio. Desta forma, todas as medidas realizadas dependem diretamente da
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atividade do complexo 1V, dado que este € o complexo que transfere os elétrons para o oxigénio,
formando &gua, ou seja, é o complexo diretamente responsavel pelo consumo de oxigénio. Para
avaliar se o complexo IV contribuiria em parte com o efeito observado na reducédo do RCR com
diferentes substratos, medimos a atividade do complexo IV por respirometria de alta resolugédo
fornecendo TMPD e ascorbato para reduzir o complexo IV. NS3pro alterou levemente a
atividade do complexo IV, diminuindo o consumo de oxigénio em 12,5% em média comparado

ao controle, p=0,07. (Figura 25).

30000

20000+

10000

OCR [pmol/(s*mg)]

Figura 25. NS3pro ndo afeta consideravelmente o funcionamento do complexo 1VV. Consumo de oxigénio
associado ao complexo 1V avaliado utilizando TMPD e ascorbato como substratos. Dados expressos como média
* desvio padrdo.

O efeito no complexo IV pode contribuir parcialmente, mas nao explica totalmente a
diminuicdo de 56,2% no RCR quando succinato é utilizado como substrato, a diminui¢do de
53,25% no RCR com palmitoil-carnitina e nem a diminuicdo de 40,6% no RCR quando malato
e piruvato sdo fornecidos como substratos, sugerindo que NS3pro ndo atua diretamente na
funcionalidade do complexo IV. Como o efeito no complexo 1V ndo explica as alterages no
consumo de oxigénio associado a oxidacdo de substratos, uma outra possibilidade seria que
NS3pro poderia interferir diretamente na funcdo dos complexos I, 11, 111 e do citocromo ¢ (que

realiza o transporte de elétrons do complexo Il para o V).

Na presenca de NS3pro, 0 RCR mitocondrial sofreu uma diminui¢do mais significativa
quando succinato foi utilizado como substrato (Figura 24). Logo, decidimos avaliar se NS3pro
prejudica a atividade do complexo Il diretamente, por meio de ensaio colorimétrico com

extratos de mitocondrias previamente incubadas (ou ndo) com NS3pro. Nesse ensaio, a



68

oxidacdo de succinato, na presenca do aceptor artificial de elétrons DCPIP, foi rastreada
medindo a absorbancia das amostras em um comprimento de onda especifico, cuja variacdo
reflete a reducdo do DCPIP. Curiosamente, NS3pro estimulou levemente a atividade do
complexo Il (em 13,44%) (Figura 26). Dessa forma, podemos concluir que a reducdo do
consumo de oxigénio associado a oxidacdo de succinato ndo se deve a um efeito direto na

atividade da succinato desidrogenase.
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Figura 26. NS3pro estimula a atividade da succinato desidrogenase (SDH). A atividade da SDH foi avaliada
em extratos de mitocdndrias isoladas incubadas ou ndo com NS3pro usando succinato como substrato e DCPIP
como aceptor artificial de elétrons. (A) Resultados representativos do ensaio. (B) Atividade da SDH calculada
utilizando o coeficiente de extingdo molar de DCPIP reduzido (21,0 mM~t.cm™1). Dados expressos como média
+ desvio padrdo. *, p=0,0124.

Em seguida, exploramos a hipdtese de que NS3pro poderia afetar o citocromo c.
Normalmente o citocromo ¢ é utilizado em ensaios de respirometria como um controle de
qualidade das preparacfes de mitocéndrias isoladas, isso porque danos & membrana externa
mitocondrial podem resultar em perda parcial de citocromo c. Aqui, vimos que o potencial de
membrana no esta alterado nas mitocéndrias incubadas com NS3pro, o que indica que néo ha
danos & membrana interna. Entdo, para testar se NS3pro estaria comprometendo a funcéo do
citocromo ¢, fornecemos citocromo ¢ exdgeno para as mitocondrias isoladas previamente
incubadas com NS3pro. Se sua adi¢éo restabelecesse 0 OCR aos niveis do controle, poderiamos

assumir que ele € o elemento limitante do ETS neste contexto.
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Na presenca de piruvato e malato ou palmitoil-carnitina a suplementagdo com citocromo

¢ ndo restaurou a diminui¢do do OCR induzida por NS3pro (Figura 27A, C e D). Mas quando

succinato é fornecido como substrato, a adicdo de citocromo ¢ restaura completamente a

diminuicdo do OCR causada por NS3pro (Figura 27B e D). Portanto, NS3pro parece interferir

no transporte de elétrons através do citocromo ¢ quando succinato € o substrato, mas ndo quando

piruvato e malato ou palmitoil-carnitina s&o oxidados.
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Figura 27. NS3pro interfere no transporte de elétrons através do citocromo ¢ quando succinato é usado

como substrato. (A), (B) e (C) Resultados representativos de ensaios de respirometria de alta resolucéo utilizando

0s substratos indicados. (D) Raz8o do consumo de oxigénio relativo ao controle antes e depois da suplementacéo

com citocromo ¢ (CytC). Dados representados como média + desvio padréo. *, p< 0,05; **p<0,009.
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Como NS3pro parece atuar sobre o citocromo c, verificamos se o citocromo ¢ poderia
ser alvo de clivagem dessa protease. Para isso, incubamos o citocromo ¢ com 300 nM e 600 nM
de NS3pro, e analisamos as bandas correspondentes a essas incubacgdes por SDS-PAGE 20%.

N&o houve aparente protedlise do citocromo ¢ quando incubado com NS3pro (Figura 28).
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Figura 28. NS3pro néo degrada citocromo c. SDS-PAGE 20% corado com prata com amostras de citocromo ¢

(CytC) incubadas ou ndo com NS3pro e NS3proS135A.

Conforme mencionado, a reducdo da respiracdo associada a oxidacdo de malato e
piruvato e palmitoil-carnitina parece ser causada por uma degradacdo (pela atividade da
protease NS3) de algum componente responsavel pela metabolizacdo desses substratos, uma
vez que o NS3proS135A, cataliticamente inativa, ndo prejudica a respiragdo mitocondrial na
presenca deles (Figura 24A). Por outro lado, o efeito do NS3pro na oxidagdo do succinato
parece ocorrer de maneira independente da protease (Figura 24B). De fato, ndo vimos nenhum

sinal de protedlise do citocromo ¢ quando incubado com NS3pro (Figura 28).
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5.6. NS3prohel prejudica o consumo de oxigénio induzido por succinato, mas nao

por malato/piruvato ou palmitato, em mitocondrias isoladas

Até aqui, avaliamos o efeito do dominio protease de NS3 sobre a respiracdo
mitocondrial. No entanto, ndo ha relatos da presenca de um peptideo de NS3 menor, contendo
apenas o dominio protease, nas células infectadas pelo DENV. Entéo, para verificar se os efeitos
na respiracdo mitocondrial observados com NS3pro sdo reprodutiveis com a proteina NS3
inteira, contendo todos os seus dominios (NS3prohel), conduzimos ensaios de respirometria de
alta resolucdo com NS3prohel recombinante e avaliamos o consumo de oxigénio associado a

malato/piruvato, palmitoil-carnitina e succinato.

Na presenca de piruvato/malato ou de palmitoil-carnitina ndo houve diferencas
significativas no RCR entre as mitocdndrias controle e as incubadas com NS3prohel (Figura
29). Mas com succinato houve uma diminuicao de 31,38% no RCR das mitocondrias incubadas
com a proteina inteira (Figura 29). Nas trés condices, o efeito de NS3pro foi mais significativo
que o de NS3prohel (comparagéo entre as Figuras 24 e 29). Como mencionado, a importagéo
de NS3pro é mais eficiente do que a de NS3prohel (Gandikota et al., 2020). Esse fato poderia
explicar por que os efeitos observados com NS3pro sdo mais intensos. No entanto, como

comentado anteriormente, o dominio protease sozinho nunca foi relatado durante a infecgao.
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Figura 29. NS3prohel reduz a respiragdo mitocondrial associada a oxidag¢do de succinato. RCR de
mitocdndrias isoladas incubadas com NS3prohel usando malato/piruvato, succinato e palmitoil-carnitina como
substratos. ***, p=0,0006.
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5.7. A transfeccdo de NS3prohel prejudica o consumo de oxigénio associado ao

succinato nas mitocondrias de células permeabilizadas

Reunidos, os resultados indicam que a proteina NS3 do DENV tem potencial para
alterar o metabolismo mitocondrial. E importante avaliar se os efeitos desencadeados por NS3
sdo fisiologicamente relevantes, logo expressar NS3 dentro de uma célula torna-se necessario.
As metodologias empregadas anteriormente para expressdo de NS3 ndo se mostraram
eficientes, entdo decidimos expressar NS3prohel em células HEK293T para avaliar possiveis
diferengas no padréo respiratorio mitocondrial. Optamos por utilizar células HEK293T, ja que
esta linhagem celular é conhecida como sendo fécil de transfectar (Baldi et al., 2007).

As células HEK293T foram transfectadas e analisadas nos tempos de 12, 18 e 24 h pds
transfeccdo. Como esperado, observamos um aumento gradual na expressdo de NS3 por
western blotting (Figura 30A) apds a transfeccdo das células. Para verificar o percentual de
células transfectadas, conduzimos ensaios de imunofluorescéncia. Em 12 h ap6s a transfeccéo,
observamos uma média de 13% de células com marcacdo positiva para NS3. Em 18 h, a
marcacao positiva foi observada em 11,6% das células, e em 24 h em 19,3% das células (Figura
30B). Dessa forma, observamos uma baixa eficiéncia de transfecgdo, assim como nossas
tentativas anteriores de transducdo com outras linhagens celulares. Verificamos se a baixa
porcentagem de expressdo estava relacionada a morte celular, mas ndo observamos alteracdes
na viabilidade entre as células transfectadas com NS3 e as células controle transfectadas com o
vetor vazio (Figura 30C). Estes dados reforcam nossa hip6tese de que as células possuam
mecanismos imunes inatos que bloqueiam a expressdo de NS3 ou direcionam NS3 para
degradacdo, e que, durante a infec¢do natural, esses mecanismos sdo pelo menos parcialmente
neutralizados por outras proteinas virais ou ndo sdo eficazes no local de replicagdo viral. N&o
encontramos aqui nenhuma evidéncia de que a expressao de NS3 cause toxicidade as células,

seja por analise morfoldgica ou por ensaio de viabilidade.
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Figura 30. Expressao de NS3 em células HEK293T transfectadas. (A) Western blotting e analise quantitativa
de densidade das bandas de extratos de proteinas totais de HEK293T transfectadas com pcDNA3.1_NS3 coletados
12, 18 e 24 h pds transfeccdo. A proteina NS3 apresenta 70 kDa e é observada com marcagdo verde. A proteina
GAPDH, com 37 kDa, observada com marcacdo vermelha, foi utilizada como controle de carregamento de
proteina. P: padrdo de peso molecular. *, p=0,0171 (significancia entre 12 e 24h). (B) Imunofluorescéncia de
células HEK293T apos diferentes tempos de transfeccdo. As células foram marcadas com anticorpos anti-NS3
(verde), e analisadas por microscopia de fluorescéncia com objetiva de 20x. Os nicleos foram corados com DAPI
(azul). A barra de escala corresponde a 50 um. CTL: controle de transfeccéo (vetor vazio). O grafico mostra a
porcentagem de células com marcagdo positiva para NS3 nos diferentes tempos analisados. *, p=0,0209
(significancia entre 18 e 24h). (C) Viabilidade celular relativa ao controle de transfeccdo (uso de vetor vazio),
analisada pelo ensaio de redugdo de MTT. Todos os dados estdo expressos como média + desvio padréo.
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Embora a taxa de transfeccdo tenha sido baixa, conduzimos ensaios de respirometria de
alta resolucdo em células intactas ou permeabilizadas previamente transfectadas com NS3 ou
com o vetor vazio para ver se pelo menos alguns dos efeitos observados em mitocondrias
isoladas se reproduzem em células expressando NS3. Nos experimentos com células intactas é
possivel avaliarmos o consumo de oxigénio associado a oxidacdo de substratos endégenos e
dos presentes no meio de cultura. Nessa condicdo ndo s6 o metabolismo mitocondrial, mas
também o metabolismo celular por completo contribui para o resultado observado. O resultado
tanto depende da capacidade das celulas de captar metabolitos, metaboliza-los dentro das
celulas (por diversas vias como glicdlise, catabolismo de aminoécidos, glicogendlise etc.)
quanto de sua utilizacdo nas mitocondrias. J& nos experimentos com células permeabilizadas,
rompemos a membrana plasmatica para que substratos diretamente utilizados pelas
mitocondrias (succinato, piruvato, malato etc.) sejam acessiveis. Nesse processo, 0
metabolismo citoplasméatico e de outras organelas fica prejudicado. Dessa forma, o0s
experimentos com células permeabilizadas se assemelham mais aos de mitocondrias isoladas.
Ele sera importante, no entanto, para analisarmos se as células conseguiriam expressar NS3 em
niveis suficientes para vermos 0os mesmos efeitos na funcdo mitocondrial que observamos em

mitocdndrias isoladas incubadas com NS3 recombinante.

Avaliamos diferentes parametros em células intactas. A respiracdo basal corresponde ao
OCR das ceélulas mantidas em meio de cultura completo (DMEM). A respiracdo acoplada
corresponde ao OCR associado a sintese de ATP e € calculado subtraindo-se a respiracéo leak
da respiracdo basal. A respiracédo leak corresponde ao OCR medido na presenca de oligomicina,
um inibidor da ATP sintase, que impede que os prétons retornem a matriz mitocondrial pela
fosforilacdo oxidativa. Dessa forma, o OCR da respiracdo leak reflete o vazamento de prétons
através da membrana mitocondrial interna e corresponde a respiracdo desacoplada da sintese
de ATP na auséncia de um desacoplador. Por fim, a respiragdo maxima corresponde ao OCR
medido na presenca de FCCP, um iondforo que desfaz o gradiente de protons, levando o ETS
a operar em sua capacidade maxima de transporte de elétrons. Em células intactas, ndo
observamos nenhuma diferenca do OCR entre a condigdo controle (vetor vazio) e células
transfectadas com NS3 (Figura 31A).

J& nas células permeabilizadas, observamos uma diminuicdo discreta (de 8% em
média), mas significativa (p=0,0365), na oxidacdo do substrato respiratdrio succinato, mas néo

na oxidacdo dos substratos piruvato e malato quando comparado ao controle (Figura 31B).
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Esses dados indicam que a expressdao de NS3 é capaz de recapitular pelo menos parcialmente
os efeitos observados em mitocondrias isoladas incubadas com NS3pro. Dessa forma, podemos
dizer que essas celulas possuem a capacidade de sintetizar NS3 em niveis suficientes para
vermos seus efeitos na oxidacdo de succinato. E importante ressaltar que tais efeitos
provavelmente foram pequenos porque apenas cerca de 20% da populacdo de células

transfectadas de fato expressavam NS3 (Figura 30B).
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Figura 31. A oxidacao de succinato diminui em células HEK293T que expressam NS3. (A) A taxa de consumo
de oxigénio (OCR) foi avaliada por respirometria de alta resolucdo em uma suspensdo de células intactas
analisadas em DMEM. (B) Respirometria de alta resolucdo em suspensdo de células permeabilizadas com
digitonina em meio de respiracdo MIR05. O primeiro grafico mostra a respiracdo acoplada associada & oxidacéo
de piruvato e malato, e o segundo a associada a oxidagdo de succinato. O controle (azul) representa o resultado
obtido com células HEK293T transfectadas com o vetor vazio, e “NS3” (laranja) resultado obtido com células que
expressam NS3. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. *, p=0,0365.



6. DISCUSSAO

6.1. Proteinas virais associadas a mitocondria

Na analise protebmica por espectrometria de massas, observamos que das dez proteinas
do DENV, seis (NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS5 e proteina E) foram encontradas nas amostras
de mitocondrias isoladas de células hepéticas infectadas por DENV. Essa analise foi uma
abordagem inicial na busca de proteinas virais que poderiam estar associadas a modulacédo do
metabolismo mitocondrial, e trata-se de um mapeamento em triplicata técnica usado como base
para 0s experimentos subsequentes. ldentificamos peptideos Unicos (exclusivos) dessas

proteinas, o que € um parametro importante que contribui para a confiabilidade da anélise.

Dentre os flavivirus, existem outros casos de proteinas virais que se associam a
mitocdndrias. Por exemplo, a proteina NS5 do virus da encefalite japonesa (JEV) ja foi
detectada em mitocéndrias, interagindo com a proteina trifuncional mitocondrial (TFP, do
inglés trifunctional protein) (Kao et al., 2015). Essa enzima catalisa trés das quatro reacdes da
via de B-oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, e ao interagir com a TFP, a NS5 de JEV
afeta a oxidacdo desses substratos. Ja proteina C do virus da hepatite C (HCV) associa-se a
membrana externa mitocondrial (Schwer et al., 2004) provocando o aumento da captacdo de
calcio, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e inibicao seletiva do complexo
| (Korenaga et al., 2005). As proteinas NS4B e p7 do HCV também parecem se associar a
mitocondrias ou a MAMSs. Resultados de um experimento de interactoma sugeriram que essas
proteinas poderiam interagir com duas subunidades da ATP sintase (ATP5H e MTATP6)
(Ramage et al., 2015). Foi descrito que p7 diminui a sintese de ATP e causa despolarizacdo
mitocondrial (You et al., 2017). Posteriormente, outro estudo mostrou que as proteinas C, E2,
p7, NS5A e NS3 do HCV podem ser encontradas em MAMs, mas que NS3 é enriquecida em
fragdes mitocondriais. Além disso, a proteina C e NS3 parecem interagir com VDAC1 (do
inglés anti-voltage dependent anion channel 1), uma porina localizada na membrana
mitocondrial externa que regula o transporte de metabdlitos e ions para o espago
intermembranar, assim como a liberacéo de fatores pro-apoptoticos, mas o papel dessa interacéo
ndo é claro (Duponchel et al., 2023). NS4B do DENV e do virus do Zika (ZIKV) induzem
alongamento mitocondrial, mas essas proteinas ndo foram encontradas nas mitocéndrias e sim
colocalizadas com membranas convolutas e MAMs (Chatel-Chaix et al., 2016; Barbier et al.,

2017). Esses dados sdo um indicativo de que a interacdo de proteinas virais com as mitocondrias
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possa ser facilitada durante a infeccdo. Para 0 DENV, parece que a interagdo de proteinas virais
com as mitocondrias pode ser de fato facilitada, pois ja foi descrito que as membranas
convolutas, membranas derivadas do RE enriquecidas de proteinas virais, entram em contato
fisico com as mitocondrias. Essa interacdo provavelmente favorece o alongamento mitocondrial
induzido por NS4B, ja que esses contatos ocorrem entre as membranas convolutas e
mitocondrias alongadas. Por sua vez, o alongamento mitocondrial favorece a replicagédo do
DENV (Chatel-Chaix et al., 2016).

Como mencionado, encontramos NS3 em mitocondrias isoladas de células Huh7
infectadas por DENV com uma excelente cobertura de sua sequéncia de amino4cidos. Esse é
um indicativo bastante significativo de que essa proteina se localiza nas mitocondrias durante
a infeccdo. Apesar de que a maior parte de NS3 também se associe ao RE durante a infeccdo
(Reid et al., 2018), ela possui um sinal de enderegamento que permite sua translocacdo para
matriz mitocondrial (Gandikota et al., 2020) e foi identificada em fracdes enriquecidas de
mitocondrias (Chatel-Chaix et al., 2016; Barbier et al., 2017). Esses estudos sustentam que,
além de seu papel durante replicacdo viral, NS3 também € enderecada para as mitocondrias,
onde desempenhariam outras fung¢@es. Aqui, desvendamos um possivel papel da proteina NS3
do DENV na modulagéo do metabolismo mitocondrial.

6.2. Alteracbes do metabolismo mitocondrial induzidas por NS3

Em nossos experimentos de protedmica, encontramos proteinas celulares moduladas
negativamente nas mitocondrias (reduzidas pelo menos duas vezes em relacdo ao mock) de
células Huh7 infectadas pelo DENV, sendo a maioria delas relacionada ao metabolismo
energético. NDUFAQ esté entre essas proteinas identificadas e é importante para estabilizagdo
da juncdo entre a parte intermembranar do complexo | e o brago do complexo que fica voltado
para matriz mitocondrial. Essa estabilizagéo € critica para a montagem e atividade do complexo
| (Stroud et al., 2013). A diminuicao da expressao dessa proteina pode ser um indicativo de que
a atividade do complexo | possa ser afetada durante a infec¢do pelo DENV. Considerando que
parte das proteinas identificadas com niveis reduzidos pertenciam ao ETS e os indicios da
presenca de NS3 nas mitocondrias, investigamos se essa proteina viral poderia afetar a fungéo

mitocondrial.
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Inicialmente conduzimos experimentos com a protease NS3 por ja ter sido mostrado
anteriormente que a entrada deste dominio de NS3 na mitocondria era mais eficiente do que a
importacdo da proteina inteira (Gandikota et al., 2020). Nossa intengdo com esta estratégia foi
a de que ela permitisse a observacdo mais clara dos efeitos causados pela proteina. No entanto,
ndo existem relatos do dominio protease ser encontrado sem o dominio helicase durante a
infeccdo pelo DENV. Em células de mamiferos, apenas uma clivagem dentro do dominio
helicase ja foi descrita. Essa clivagem gera um fragmento de 50 kDa correspondente a cerca de
460 residuos a partir do N-terminal de NS3 (Arias, Preugschat e Strauss, 1993). Contudo, a
possibilidade de uma clivagem entre os dominios ndo pode ser completamente descartada. Essa
regido é susceptivel a atividade de proteases in vitro, o que foi descrito para outro flavivirus, o
virus do Oeste do Nilo (WNV) (Wengler e Wengler, 1991).

Confirmando a nossa hipdtese de que a NS3pro afeta o funcionamento mitocondrial,
observamos uma inibicdo da respiracdo acoplada. Na presenca de multiplos substratos, o efeito
de NS3pro na respiracdo acoplada ndo pareceu ser dose-dependente. Com 200 nM e 300 nM de
proteina a diminuicdo no consumo de oxigénio foi bem préxima. J& com 600 nM, os efeitos
foram bem mais proeminentes. Parece haver um limiar do efeito associado ao dominio protease,
pois essa queda drastica no consumo de oxigénio ndo ocorre com a protease cataliticamente
inativa na concentracdo de 600 nM. Nesta tese, optamos por investigar os efeitos de 300 nM de
NS3 a fim de evitar possiveis efeitos proteoliticos inespecificos que poderiam ocorrer com altas

concentracdes dessa proteina.

NS3pro de DENV é capaz de clivar pequenos peptideos cromogénicos in vitro (Yusof
et al., 2000; Phong et al., 2011), além da proteina mitocondrial GrpEL1 in vitro e em células
transfectadas (Gandikota et al., 2020). Esses trabalhos também apontam que a atividade
catalitica de NS3pro é menor que do que quando esta associada ao seu cofator NS2B. Outros
estudos, incluindo o que descreveu uma regido de 40 residuos de aminoacidos de NS2B que &
essencial para atividade do complexo NS2B-NS3 (Falgout, Miller e Lai, 1993), apontam que
NS2B € necessaria para clivagem de peptideos maiores (substratos tetrapeptidicos, por
exemplo) e da poliproteina viral. N&o identificamos NS2B na analise protedmica de
mitocondrias isoladas de células Huh7 infectadas pelo DENV. Contudo, NS2B é uma proteina
transmembranar do RE que se mostrou essencial para o recrutamento de NS3 do ZIKV para o
complexo de replicagéo viral, onde NS3 realiza a maioria das fungdes relacionadas a replicacéo

viral (Xing et al., 2020). NS2B pode estar localizada em outras regides do RE que néo as regides
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de contato com as mitocondrias e NS3 poderia entrar na mitocondria livremente, ja que ocorre

a clivagem na juncdo NS2B/NS3.

Testamos a atividade de NS3pro usando o peptideo cromogénico cloridrato Bz-Arg-
AMC, mas ndo obtivemos sucesso, possivelmente nosso protocolo precise de adequagdes.
Ainda assim, consideramos NS3pro como uma protease ativa nos baseando nos efeitos distintos
observados com a protease mutada cataliticamente inativa, NS3proS135A. Além disso, como
mencionado, NS3pro sozinha é capaz de clivar GrpEL1 (Gandikota et al., 2020). Dessa forma,
é possivel que alguma interacdo dentro do microambiente mitocondrial possa favorecer a
atividade de NS3pro.

6.3. Efeitos da NS3 na oxidacéo de diferentes substratos na mitocéndria

Um dos resultados mais interessantes desta tese foi a observagdo de um efeito diferencial
da NS3pro sobre a utilizacdo de diferentes substratos energéticos. NS3pro afetou tanto a
respiracdo associada a malato/piruvato quanto a de succinato quando fornecidos
separadamente. Os efeitos mais proeminentes, entretanto, sdo observados na respiragdo quando
succinato, substrato do complexo 11 do ETS, é o substrato energético fornecido. E interessante
destacar que a reducdo do RCR associada a oxidagdo de succinato foi anteriormente reportada
em células hepaticas HepG2 durante a infeccdo pelo DENV (El-Bacha et al., 2007). Nossos
dados sugerem fortemente que NS3 pode ser a responsavel por esse efeito durante a infeccéo.
A diminuicdo do RCR ndo se deve a um efeito direto no complexo Il dado que a sua atividade
ndo foi afetada por NS3 nos ensaios enzimaticos. Tambem observamos que a diminui¢do no
RCR néo esta associada a uma atividade direta de NS3 sob complexo IV, embora ocorra uma
aparente diminuicdo na respira¢do quando TMPD e ascorbato, substratos diretos do complexo
IV, sdo utilizados como substratos para mitocondrias isoladas incubadas com NS3pro. Esta
diminuig&o provavelmente esté relacionada ao fato de o TMPD entregar elétrons ao citocromo
C que posteriormente os entrega ao complexo IV. Logo, suspeitamos que a funcdo do citocromo
¢ pudesse estar comprometida na presenca de NS3pro. De fato, aqui mostramos que acgéo de
NS3 no consumo de oxigénio dependente de succinato, mas ndo de piruvato/malato ou
palmitoil-carnitina, é dependente de uma interferéncia na fun¢do do citocromo c. Isso foi
evidente ao mostrarmos que, em mitocondrias incubadas com NS3pro, 0 OCR é restaurado para

0s niveis do controle apds suplementacdo com citocromo c.
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Outro aspecto interessante quanto aos efeitos diferenciais no consumo de diferentes
substratos é a dependéncia ou ndo da atividade protease de NS3. A oxidacdo de malato e
piruvato, assim como de palmitoil-carnitina, parece ser dependente da atividade protease de
NS3, uma vez que 0 mesmo efeito ndo é observado quando a protease cataliticamente inativa é
utilizada. Ja a diminuigdo da respiracdo associada a oxidagdo de succinato, que é dependente
de citocromo c, parece ser independente da atividade protease. De acordo com esses dados, ndo
observamos qualquer degradacao de citocromo ¢ recombinante quando incubado com NS3pro,

reforcando a auséncia de protedlise.

Nesta tese ndo exploramos se os efeitos de NS3 na ETS dependem de sua importagéo
para a mitocondria. Dessa forma, ndo podemos descartar a possibilidade de que NS3 afete a
respiracdo mitocondrial interagindo com componentes da superficie dessa organela. Uma vez
que o prejuizo induzido por NS3 na utilizacdo de succinato nas mitocondrias parece depender
do citocromo ¢, uma possibilidade seria NS3 induzir a liberagéo de citocromo ¢ da mitocondria
ao alterar a permeabilidade da membrana mitocondrial externa. Este mecanismo foi descrito
para outros virus que induzem apoptose em células infectadas (Galluzzi et al., 2008). Por
exemplo, as proteinas NS3/NS4A do HCV causam a translocacao da proteina pro-apoptética X
associada a Bcl-2 (BAX, do inglés Bcl-2 associated X-protein) para as mitocondrias,
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e liberacdo de citocromo ¢ de células
transfectadas, induzindo apoptose (Nomura-Takigawa et al., 2006, Deng et al., 2008; Javed e
Manzoor, 2018).

No entanto, nossos dados ndo sustentam essa possibilidade, pois ndo observamos
alteracGes na capacidade de formacdo de potencial de membrana entre as mitocondrias
incubadas com NS3 e as controle. Logo, podemos dizer que NS3 néo afeta a permeabilidade da
membrana mitocondrial interna. 1sso, no entanto, ainda ndo descarta a possibilidade de um
prejuizo da membrana externa por NS3. Porém, a oxidacéo de malato e piruvato nao é afetada
em mitocondrias de células transfectadas ou mitocondrias isoladas incubadas com NS3prohel.
Isso sugere que as mitocdndrias incubadas com NS3prohel continuam funcionais, plenamente
capazes de gerar ATP na presenca de outros substratos a despeito de um comprometimento
especifico na oxidacdo de succinato. Somado a isso, ndo foi observado comprometimento da
viabilidade celular das células transfectadas com NS3prohel, indicando que néo esta ocorrendo
uma liberagdo macica de citocromo ¢ no citoplasma, o que induziria apoptose. Em vez disso, é

mais concebivel que NS3 se ligue ao citocromo c, prejudicando assim o transporte de elétrons.
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Essa possibilidade é bastante interessante, pois poderia também representar um mecanismo
anti-apoptotico induzido pelo DENV. Se NS3 for mesmo capaz de interagir com o citocromo
c, € possivel que ela impeca que o citocromo ¢ se associe ao fator 1 ativador da peptidase
apoptotica (Apafl, do inglés apoptotic peptidase activating factor 1), inibindo entdo a formacéo
do apoptossoma. Diversos virus se utilizam de mecanismos anti-apoptdticos para aumentar a
viabilidade da célula hospedeira e permitir uma maior producgdo de particulas virais (Galluzzi
et al., 2008). Pretendemos explorar essa possibilidade no futuro. Ndo havendo interacéo entre
NS3 e citocromo c, outra possibilidade é NS3 prevenir a associa¢do do citocromo ¢ com 0s

complexos respiratorios (I11 e 1) de forma indireta.

Uma questdo enigmatica é porque o consumo de oxigénio é restaurado aos niveis do
controle com a suplementacdo com citocromo ¢ somente quando succinato € o substrato
energético fornecido. Existem algumas possiveis explicagdes para isso. Uma delas seria a
existéncia de pools distintos de citocromo ¢ nas mitocondrias que Se associam
independentemente a diferentes complexos respiratorios. A segunda seria que NS3 possa
interferir com fatores de montagem que regulam a associacdo de supercomplexos especificos
contendo os complexos Il e 1V que preferencialmente recebem elétrons do complexo |1, em
vez de interferir diretamente no citocromo c. A terceira possibilidade seria existéncia de
diferentes subpopulacdes de mitocdndrias no figado que sdo mais enriquecidas em complexo Il
e mais propensas as acdes NS3. Evidéncias estruturais e funcionais reportadas atualmente na

literatura fornecem bases que sustentam as duas primeiras hipoteses.

Como mencionado anteriormente, os complexos respiratérios podem se associar de
forma dinamica e formar SC. Um estudo mostrou que a formacdo de SC pode modular o uso
de substratos energéticos (Lapuente-Brun et al., 2013). Por exemplo, nesse estudo o
silenciamento do complexo | desfaz a associacdo do complexo Il que fazia parte de
supercomplexos contendo CI e aumenta o transporte de elétrons através dos complexos Il e 111.
Dessa forma, pode-se concluir que existem duas populacdes de complexo 111, uma ligada aos
SC e outra ndo. O complexo Il presente no SC recebe elétrons vindos do NADH via complexo
I, enquanto o pool de complexo Il que ndo faz parte dos SC pode receber os elétrons do FADH>
via complexo Il ou vindos de outros complexos que possuem FAD como grupo prostético
(Lapuente-Brun et al., 2013). Ja foi descrito que os SC podem conter um pool de ubiquinona e
citocromo c especifico dedicado aos elétrons provenientes do NADH, que fica associado aos

SC formados com o complexo | (Acin-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013). Além
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disso, existe um pool de ubiquinona e citocromo ¢ associado a um pool de complexo IV que
ndo faz parte dos SC e que pode receber elétrons do FADH,. Dessa forma, as diferentes
populacdes de complexos IV permitem que as mitocondrias oxidem varios substratos
simultaneamente, minimizando a inibicdo competitiva entre a utilizacdo de piruvato e
succinato, por exemplo (Lapuente-Brun et al., 2013). Assim, é possivel que NS3 interfira
apenas com pools de citocromo ¢ ligados ao complexo IV que recebem elétrons de enzimas
dependentes de FADH. (como a succinato desidrogenase). Esses pools de citocromo ¢
poderiam ser mais acessiveis a NS3. Por outro lado, o pool de citocromo ¢ que participa dos
supercomplexos contendo o complexo | estariam menos expostos e/ou seriam menos
vulneraveis as acfes da NS3. Alternativamente, NS3 poderia alterar a formacdo desses
supercomplexos modulando seus fatores de montagem. Qualquer que seja 0 mecanismo, ao
atuar especificamente sobre a utilizacdo do succinato, a NS3 do DENV pode acabar modulando

a fonte de carbono utilizada para o metabolismo oxidativo nas células infectadas.

Ja o efeito observado com palmitoil-carnitina, no qual a suplementagdo com citocromo
¢ ndo restaura 0 OCR, pode estar relacionado a intera¢ao de enzimas da f-oxidacao de acidos
graxos com o SC formado pelos complexos I, III e IV. O contato fisico entre as enzimas da [3-
oxidacdo e esse SC ocorre em dois pontos. O primeiro ponto de contato ocorre entre 0 dominio
de ligacdo ao NADH do complexo | e TFP, que realiza trés das quatro reacfes necessaria para
0 encurtamento de &cidos graxos de cadeia longa (Wang et al., 2019), como a palmitoil-
carnitina. TFP possui duas subunidades, o e P, a subunidade a possui atividade enoil-CoA
hidratase e 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, e a subunidade [ possui atividade 3-cetoacil-CoA
tiolase. A reacdo catalisada pela 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase gera NADH (Eaton et al.,
2000). O NADH pode ser canalizado diretamente para o dominio de ligacdo ao NADH do
complexo | (Wang et al., 2019). O segundo ponto de contato é entre ETF:QO, que recebe
elétrons vindos do FADH> durante a B-oxidacéo, e o complexo Il presente no SC. Os elétrons
vindos do FADH> seriam transferidos para a ubiquinona e logo em seguida para o complexo Il
(Wang et al., 2019). Cabe lembrar que acetil-CoA também ¢é produzido na B-oxidacdo e pode
entrar no ciclo de Krebs. Logo, o pool de citocromo ¢ presente nesse SC também pode nao ser
afetado por NS3.

Em células transfectadas com NS3prohel, s6 observamos a redugdo da respiracao
associada a oxidacdo de succinato, que foi o efeito mais significativo em mitocéndrias isoladas.

Nenhum efeito foi observado quando malato e piruvato foram usados como substratos.
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Diferentemente da NS3pro, a NS3prohel também ndo interferiu na oxidacdo de malato e
piruvato em mitocondrias isoladas. 1sso pode estar relacionado a maior eficiéncia de entrada de
NS3pro na mitocondria, como mencionado anteriormente (Gandikota et al., 2020).
Comparando a diminuicdo no RCR de mitocondrias isoladas incubadas com NS3pro e
NS3prohel, o efeito mais proeminente foi o da NS3pro, 0 que estd de acordo com essa
possibilidade. Além disso, como a eficiéncia de transfecgdo foi baixa, representando apenas
20% do total de células, efeitos mais ténues de NS3prohel podem estar sendo mascarados pela
presenca de um nimero muito maior de células nao transfectadas, que, portanto, ndo apresentam
influéncia da NS3. E interessante ressaltar que a porcentagem de expressdo de NS3 foi baixa
independente do sistema de expressdo utilizado, o que pode estar relacionado a diversas
explicacbes. NS3 do ZIKV pode sofrer ADP-ribosilacdo por uma das isoformas da poli (ADP-
ribose) polimerase (PARP, do inglés poly (ADP-ribose) polymerase), a PARP12, enzima
conhecida por atuar na resposta imune inata a patégenos, o que desencadeia sua degradagéo
proteossomal (Li et al., 2018 e 2021). Considerando que NS3 é altamente conservada entre
flavivirus (Papageorgiou et al., 2016), pode ser que a NS3 do DENV seja reconhecida por
mecanismos imunes inatos semelhantes que desestabilizam a proteina na célula hospedeira. A
maior expressdo da NS3 nas células infectadas (comparado a transducdo ou transfecdo) sugere
que durante a infeccdo natural esses mecanismos seriam pelo menos parcialmente neutralizados
por componentes virais, ou que NS3 se encontre em um ambiente celular mais protegido,

favorecendo sua estabilizacdo.



7. CONCLUSOES

Encontramos a NS3 do DENV associada as mitocondrias de celulas infectadas e
identificamos proteinas relacionadas ao metabolismo moduladas negativamente durante a
infeccdo pelo DENV, reforcando que o metabolismo energético mitocondrial ¢ impactado

durante a infeccéo.

NS3pro diminui 0 consumo de oxigénio mitocondrial quando malato e piruvato sdo
utilizados como substratos energéticos, de maneira dependente da atividade protease de NS3.
NS3pro também afeta a capacidade respiratoria mitocondrial quando palmitoil-carnitina é o
substrato energético fornecido. O dominio protease individualmente nao foi descrito durante
uma infec¢do natural, logo a relevancia fisiolgica de NS3pro na oxidacdo de malato/piruvato

e palmitoil-carnitina é incerta.

NS3pro inibe a respiracdo mitocondrial induzida por succinato prejudicando pools
especificos de citocromo ¢ nas mitocondrias de maneira independente da atividade protease de
NS3. Os efeitos sobre o consumo de oxigénio dependente de succinato foram confirmados tanto
em mitocondrias isoladas utilizando NS3prohel recombinante, quanto em células transfectadas

com NS3, o que indica que esses efeitos provavelmente ocorrem durante a infeccao por DENV.

Nossos dados sugerem que NS3 pode ser um dos atores moleculares que medeiam as
alteracdes metabdlicas em células infectadas por DENV, interferindo diretamente no ETS de
maneira substrato-especifica. Nossos achados foram os primeiros a demonstrar o potencial de
NS3 em modular diretamente o metabolismo mitocondrial, interferindo em componentes do
ETS.
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test for SARS-CoV-2 to detect
seroconversion after infection
or vaccination
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The Covid-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2, has resulted in over 6 million reported deaths
worldwide being one of the biggest challenges the world faces today. Here we present optimizations
of all steps of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-based test to detect IgG, IgA and

IgM against the trimeric spike (S) protein, receptor binding domain (RBD), and N terminal domain of
the nucleocapsid (N-NTD) protein of SARS-CoV-2. We discuss how to determine specific thresholds
for antibody positivity and its limitations according to the antigen used. We applied the assay to a
cohort of 126 individuals from Rio de Janeiro, Brazil, consisting of 23 PCR-positive individuals and 103
individuals without a confirmed diagnosis for SARS-CoV-2 infection. To illustrate the differences in
serological responses to vaccinal immunization, we applied the test in 18 individuals from our cohort
before and after receiving ChAdOx-1 nCoV-19 or CoronaVac vaccines. Taken together, our results show
that the test can be customized at different stages depending on its application, enabling the user to
analyze different cohorts, saving time, reagents, or samples. It is also a valuable tool for elucidating
the immunological consequences of new viral strains and monitoring vaccination coverage and
duration of response to different immunization regimens.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) was first identified in December 2019 in Wuhan,
China, and has rapidly spread worldwide, as the causative agent for the current Covid-19 pandemics (COrona-
VIrus Disease 2019)". This betacoronavirus is an enveloped positive-sense single-stranded RNA virus formed
by four structural proteins: nucleocapsid (N), membrane (M), envelope (E), and spike (S). SARS-CoV-2 entry
into the target cells involves the binding of a region of S protein, the receptor binding domain (RBD), to the
cell surface angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)*. Most infected people have cold-like symptoms or are
asymptomatic. However, in some individuals, infection may result in a multisystem disease, progressing mainly
to an acute respiratory distress syndrome (ARDS). So far, over 6 million deaths have been associated to Covid-
19 around the world*.

Social distancing, use of masks and immunization are the most effective strategies to control the dissemina-
tion of the disease®”. Therefore, populational testing is critical to accurately monitor the course of the disease
and drive policies for the mitigation of the disease outcomes®. Additionally, there is a latent risk of the emergence
of new variants’ with greater virulence or for which the effectiveness of the vaccines is reduced. These factors
pinpoint the importance of customizable tests for the antigens of interest, allowing a quick and effective response
in monitoring infection, as well as contributing to the elucidation of the immunological consequences of the
new strains.

Serological tests vary in their individual performance characteristics. Currently, they are not recommended
to assess for immunity to SARS-CoV-2 following vaccination since some of the tests do not detect the antibodies
generated by Covid-19 vaccines'. In this context, a wide variety of assays to detect immunological reactivity
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Figure 1. Scheme summarizing the assay steps. Step 1 corresponds to an overnight plate coating with each

of the three SARS-CoV-2 antigens used in the assay—S, RBD and N-NTD recombinant proteins. In the step

2, the empty spaces on well surface are filled with 3% BSA solution (blocking solution). In the step 3, serum
samples are added to allow the specific binding of sera immunoglobulin to the antigen. Step 4 corresponds to
the addition of peroxidase-conjugated antibodies that specifically bind to sera IgG, IgA or IgM bound to the
plate. Step 5 correspond to the addition of the chromogenic reagent TMB that is reduced as peroxidase reaction
proceeds, developing a blue color. In step 6 peroxidase reaction is stopped by HCl addition, which also converts
blue TMB in a yellow compound that is quantified spectrophotometrically at 450 nm. Created with BioRender.
com.

against SARS-CoV-2 antigens are still being developed, tested, and applied. It is important to highlight the high
costs of the commercial SARS-CoV-2 serological kits, which also can limit their use'".

Here, we describe an efficient in-house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) that assesses the pres-
ence of three different antibody isotypes, IgA, IgM and IgG, directed against multiple SARS-CoV-2 antigens
used in the diagnosis of Covid-19 (the trimeric spike protein, S; the S protein receptor binding domain, RBD;
and the N terminal domain of the nucleocapsid protein, N-NTD). Some possible applications of the developed
assay are also presented.

Results

Choice of antigens. Most serological diagnostic tests for SARS-CoV-2 use S and N proteins as the main
antigens due to their high immunogenic characteristic'"'2. In addition, serum reactivity to RBD has also been
reported as a good predictor of SARS-CoV-2 infection'*~'*. For the assay described here, we used three different
antigens: the trimeric S; the RBD (residues 319 to 541 of S protein); and the N-terminal domain of N protein
(residues 44 to 180 of N protein; N-NTD) (Fig. S1). We evaluated separately the reactivity of 3 immunoglobu-
lins (IgG, IgA and IgM) to each of the antigens (S, RBD, N-NTD), so that the test provides 9 different reactivity
results for each serum.

Assay development. The assay presented here was adapted from a previously reported protocol'® to allow
the analysis of 3 types of serum antibodies—IgG, IgA, and IgM—against 3 SARS-CoV-2 antigens—trimeric
Spike (S), RBD and N-NTD. To set the best assay conditions, we varied the antigen coating density, sera and
detection antibodies’ concentration, as well as the incubation time with blocking solution, sera, detection anti-
bodies and chromogenic substrate for assay development. A schematic representation of the complete assay is
shown in Fig. 1.

To determine the best conditions of plate coating with the viral antigens, and the appropriate dilutions of sera
and secondary antibodies, we used serum samples from 23 individuals with positive PCR result for SARS-CoV-2,
as well as three sera collected before SARS-CoV-2 pandemic (Table 1). Since PCR + samples reacted differently
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Spike (S) ND 8 17 100 100 100
(1gG), % RBD ND 8 11 78 100 100
N-NTD ND 14 17 52 ] 60
Age, average (range) 38 (19—70) 33(20—66) 36 (24—61) 37 (21-62) 43 (27-59) 27 (22-36)
Sex, % Female 43 66 68 75 73 86
Male 57 34 32 25 27 14
Fever NA ND 40 25 NA [
Cough NA ND 55 46 NA 14
Anosmia/ageusia NA ND 27 46 NA 57
Sore throat NA ND 60 37 NA 14
o Sneezes NA ND 62 37 NA 28
e~ Fﬁf.‘xfﬂml NA ND & 37 NA 7
Headache NA ND 45 46 NA 28
Chills/myalgia NA ND 2 33 NA 57
fy';";;m“"“" NA ND 2 3 NA 2
Do‘lfs post PCR at
collection date, aver- NA NA NA 51(10—167) NA NA
age (range)
NA NA NA NA 36 29
Vaccine, %
ChAdOx1 nCoV-19 [ NA NA NA NA 64 71

Table 1. Cohort characteristics. ND not detected; NA not applicable.

with each of the antigens, the 4 most reactive samples for a given antigen were chosen for the optimization of
the respective test.

Antigen coating density.  For an in-house ELISA, determining the ideal antigen concentration to coat the plates
is particularly important when the antigens are also produced in-house. To define the best antigen coating den-
sity, we performed two-fold serial dilution of each antigen (S, RBD and N-NTD), ranging from 0.25 to 16 pg/
ml, with 50 pl of antigen solution applied per well (12.5 to 800 ng antigen per well). For each antigen, tests were
conducted using the 4 most appropriate PCR +and 3 pre-pandemic samples assayed for either IgG (Fig. 2A-C),
IgA or IgM detection (Fig. $2). We observed no reactivity of pre-pandemic sera at any condition tested, while a
dose-dependent antigen recognition profile was identified for most PCR + samples. We then chose the concen-
tration of 4 pg/ml for all antigens to perform the subsequent assays.

To evaluate the actual contribution of RBD to sera reactivity to S, we performed an assay coating the plates
with S or RBD with the concentrations adjusted to maintain the same amount of RBD epitopes. Since S and RBD
molecular masses are approximately 180 kDa and 26 kDa, respectively, we compared sera reactivity using 4 pg/ml
S with 0.6 ug/ml RBD (RBD molar equivalent in the complete S) or 4 pg/ml RBD (maintaining the same protein
mass) (Fig. $3). We observed a high reactivity to RBD even when used at a lower concentration. This result may
be associated with a large amount of sample antibodies directed to the RBD, suggesting that this domain has a
major contribution in the reactivity against the entire S. No significant changes were observed in the results of
PCR + samples for IgG when 4 or 0.6 pg/ml RBD concentration were used, suggesting that using 0.6 pg/ml RBD
is enough to ensure reliable results for this immunoglobulin. However, for the IgA and IgM detection assay, a
better separation of positive samples was revealed when 4 pg/ml RBD was used.

Sera dilution. To determine the best sera concentration to be used in the assay, we performed two-fold serial
dilution of the 4 most appropriate PCR +and 3 pre-pandemic sera samples, with dilutions ranging from 1:25 to
1:800. Assays were performed by using 4 pg/ml of the antigens to coat the plates, assessing reactivity to either
IgG (Fig. 2D-F), IgA or IgM (S4). We found that, especially for IgG reactivity against all the antigens (Fig. 2D-F)
and for all antibodies tested against N-NTD (Figs. 2F and S4E,F), dilutions lower than 1:50 result in a substantial
increase in the background of some negative samples, which may generate false positive results. For most cases
of PCR + samples, the ideal dilution was between 1:50 and 1:100 (to reach values that allow a good separation of
positives from negatives samples).

To evaluate quantitatively the assay sensitivity, we broadened the sera dilution range (tenfold serial dilu-
tions) using three different groups of positive samples: (i) 23 PCR + sera collected before vaccination has started
(PCR +); (ii) 4 sera from individuals vaccinated with two doses of ChAdOx1 nCoV-19 vaccine who were not
reactive before vaccination (Vaccinated—previously non-reactive); and (iii) 4 sera from individuals vaccinated
with two doses of ChAdOx1 nCoV-19 vaccine who were reactive before vaccination (Vaccinated—previously S
IgG reactive). As negative controls, we used 10 sera samples collected before pandemic. Sera titration revealed
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Figure 2. Sera reactivity to SARS-CoV-2 antigens in different assay conditions. (A-C) Effect of antigen density:
SARS-CoV-2 antigens S (A), RBD (B), or N-NTD (C) were serially diluted in PBS and used as antigens to

coat ELISA plates in assays in which sera were used at a 1:50 dilution. (D-F) Effect of sera concentration: sera
samples were serially diluted in a 1% BSA solution in PBS-T and assay was conducted using plates previously
coated with 4 ug/ml of S (D), RBD (E) or N-NTD (F). (G-I) Effect of secondary antibody dilution: reactivity
of serum IgG (G), IgA (H) or IgM (I) to S protein was accessed using the respective detection antibody

serially diluted in a 1% BSA solution in PBS-T, in a plate previously coated with 4 pug/ml S, incubated with

the sera samples at a 1:50 dilution. For all the conditions tested, the plates were incubated with the antigens
overnight, at 4 °C, blocked for 1 h with 3% BSA in PBS-T and incubated for 2 h with 3 sera collected before
pandemic (grey symbols) or 4 sera from PCR + individuals (black symbols). Sera reactivity was quantified
spectrophotometrically after incubation with the respective detection antibody for 1 h followed by the addition
of the chromogenic substrate.

that reactive samples may show very different antibody titers (Fig. 3). Calculations of the area under the curves
(AUC) showed that sera from vaccinated individuals who tested positive before vaccination presented signifi-
cantly higher titers when compared to sera from vaccinated individuals who were non-reactive when receiving
the first vaccine dose. It is also clear the high antibody titer variability among the pre-vaccination PCR + sera
(Fig. 3A,C). This variability would be explained by the timing, severity of symptoms and longevity of the humoral
response against SARS-CoV-2, as those sera were collected in different time points after individuals were infected,
or by differences in the response intensity within a population. Additionally, individuals with lower titers before
vaccination had significantly greater increases in antibody titers when compared to individuals with high titers
before vaccination (Fig. 3C, colored symbols). Altogether, the results show the importance of sample dilution for
quantitative analysis, highlighting that dilutions between 1:50 and 1:100 were suitable for differentiating negative
and positive samples without background increase and false positives.

Dilution of the detection antibodies. 'The dilution of the detection antibody must also be adjusted to avoid high
backgrounds in the assay. Here we evaluated the best conditions for detection antibodies for three immuno-
globulins, IgG, IgA and IgM, using S as antigen (Fig. 2G-I). Dilutions of less than 1:10,000 of anti-IgG or anti-
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Figure 3. Titration of serum antibodies against SARS-CoV-2 S protein. Sera from 10 pre-pandemic (white
symbols) and 23 PCR + (grey symbols) individuals (A) or sera from individuals vaccinated with two doses of
ChAdOxI nCoV-19 who were reactive (PCR +) (colored symbols) or not (black symbols) before vaccination (B)
were serially diluted in a 1% BSA solution in PBS-T and incubated for 2 h in plates previously coated with 50 ul
solution of S protein at 4 pg/ml, overnight, at 4 °C, and blocked for 1 h with 3% BSA in PBS-T. IgG reactivity was
quantified spectrophotometrically after incubation with the respective detection antibody for 1 h followed by the
addition of the chromogenic substrate. The values for the area under the curves (AUC) obtained for each sample
are represented in (C). * p=0.004, n.s.= non significative.

IgA resulted in high backgrounds, clearly observed for the pre-pandemic samples (Fig. 2G,H, respectively). On
the other hand, dilutions above 1:20,000 impaired the detection IgA positive samples. IgM reactivity remained
detected throughout the dilution range tested (Fig. 21). Based on the results, we chose a 1:10,000 dilution for all
three detection antibodies.

Incubation periods for each assay step. To optimize the time spent in the complete assay, we set the duration for
each step of the protocol: incubation with the serum sample (Fig. 4A-C), detection antibody (Fig. 4D-F), and
chromogenic substrate (Fig. 4G-1). Sera reactivity reached a plateau from 1 h of incubation under all conditions
analyzed. However, differences amongst IgG positive samples were detected between 10 and 30 min of reaction.
These differences were reduced or lost when the samples were incubated for 2 h, when the absorbance values
exceeded the linearity limit of the assay (Fig. 4A-C). A similar profile was observed for the incubation with the
detection antibody. For IgG and IgA, it was possible to differentiate positive from negative samples earlier than
for IgM, for which 1 h was the most adequate incubation period for better separation between the negative
and positive groups (Fig. 4D-F). Regarding the incubation time with the chromogenic substrate TMB, more
pronounced differences were observed depending on the class of antibodies to be detected. For IgG, 4 min of
reaction was enough to separate positive from negative samples, while for IgA and IgM, 8 min incubation was
needed to obtain a proper separation of negative and positive groups (Fig. 4G-1).

We also set the conditions for plate blocking. Plate incubation for different time periods with 3% BSA solution
revealed that a 10-min incubation was enough to completely reduce the background of the assay (Fig S5A). A
comparison between blocking with either 3% BSA or 3% milk powder solution showed no significant difference
(Fig S5B).

Pitfalls and troubleshooting. Sample stability. 'When sera samples potentially containing infectious
agents are handled, heat inactivation at 56 °C for 30 min is recc ded to minimise risk of infection. Thus,
to ensure assay reproducibility, it is important to evaluate temperature stability of the serum antibodies. In ad-
dition, sample collection can often be frozen and thawed for many tests. To assess serum antibodies stability to
temperature variations, we performed the assay using non-inactivated and inactivated samples (Fig. S6A), as
well as comparing the results obtained using fresh samples or samples subjected to 10 freeze and thaw cycles
(Fig. S6B). We observed no significant differences between the reactivity of samples tested, suggesting that the
antibodies present in the serum are stable under these conditions.

Reproducibility. The pH of the solutions used in the assay is an important factor to ensure reproducibility.
To assess the effect of pH variation, we quantified the reactivity of IgG against S protein at pH 6.6, 7.4 and 8.0
(Fig. S6C). We found that at mild acidic pH (pH 6.6), 11 of 12 positive sample tested negative, with a drastic
reduction in their absorbance. At weak basic pH (pH 8.0), only 1 of 12 positive sample tested negative, although
the remaining 11 showed an important reduction in their absorbance. Therefore, it is crucial to carefully adjust
the antigen dilution buffer to the optimal pH for the assays (pH 7.4).

The use of non-sterile buffer solutions is one of the main causes of background increase due to proteolysis of
blocking solution or antigens. Therefore, the utilization of plates coated for more than 24 h should be avoided.
In addition, it is recommended that all reagents are at room temperature before starting the test. Non-uniform
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Figure 4. Setting the incubation time for each step of the protocol. ELISA plates were coated with 4 pg/ml S and
the reactivity to sera in PCR + (black symbols) and pre-pandemic sera (grey symbols) was followed at different
periods of sera incubation (A-C), detection antibody incubation (D-F) and TMB incubation (G-I) to IgG, IgA
and IgM, respectively. The plates were incubated with the antigens overnight, at 4 °C, blocked for 1 h with 3%
BSA in PBS-T and incubated with the sera at a 1:50 dilution. Reactivity was quantified spectrophotometrically
after incubation with each detection antibody by the addition of the chromogenic substrate.

IgA IgM

spread of the antigen on the well during the plate coating may also contribute to large variation between replicate
samples. This can be avoided by gently tapping the plate with the fingers to ensure that the entire well is covered
with the coating solution. Complete removal of the blocking solution (for instance tapping the plate on a paper
stack) is also important to avoid non-reproducible results. Bubbles formed during sample dilution should be
removed from the assay, as they can interfere with the binding of the sample to the antigen.

Cut-off determination and assay performance. Determination of the cut-off values is an important
step to be taken when the assay is used for diagnosis purposes. Here, we first determined the sensitivity (true
positive rate) and specificity (true negative rate) of the assays using as the negative group 42 sera samples col-
lected before 2019 (pre-pandemic sera) and as the positive group, 23 sera collected from individuals who tested
positive for SARS-CoV-2 infection between June 2020 and April 2021 (PCR +sera). Two different approaches
were used to establish the cut-off value (Figs. 5, S7). In the first approach, it was used the three standard devia-
tions from the mean, which is a common cut-off in practice for identifying outliers in a Gaussian or Gaussian-
like distribution of ELISA results based on OD ranges'”. In this heuristic approach, the cut-off was calculated as
the mean + 3 SD of the absorbance values of the 42 sera pre-pandemic samples. Thus, PCR + samples with an OD
higher than the mean of the negative controls + 3 SD were considered true positive and inversely, pre-pandemic
samples with an OD higher than the mean of the negative controls + 3 SD were considered true false positive.
Using this method, we identified 2 false positive samples for IgG reactivity to S and for IgA reactivity to N-NTD,
corresponding to a specificity of 95.2% for the reactivity of both immunoglobulins. For IgM reactivity to the 3
antigens and for IgA reactivity to RBD, we identified 1 false positive, corresponding to a specificity of 97.6%. For
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Figure 5. Cut-off determination in the optimized in-house ELISA. (A) Reactivity of IgG, IgA and IgM in 42
pre-pandemic sera to S, RBD and N-NTD. (B, C, D) Receiver operating characteristics (ROC) analysis of the
optimized in-house ELISA for IgG reactivity to S (B), RBD (C) or N-NTD (D). Forty-two pre-pandemic sera
(grey symbol) and 23 PCR + sera were diluted 1:50 in a 1% BSA solution in PBS-T and incubated for 2 h in
plates previously coated with 50 pl solution of antigens at 4 pg/ml, overnight, at 4 °C, and blocked for 1 h with
3% BSA in PBS-T. For each antigen, IgG, IgA or IgM reactivity was quantified spectrophotometrically after
incubation with the respective detection antibody for 1 h followed by the addition of the chromogenic substrate.
AUC represents the area under the curve. In the top panels, the dotted diagonal lines represent the theoretical
performance of a test with no discriminatory ability, corresponding to an AUC of 0.5. Horizontal and vertical
dotted lines correspond to the sensitivity and 1-specificity, respectively, which indicates the optimal cut point
value for each ELISA test, as defined by the Youden index (J) (crossed out square). In the distribution graphs
(bottom panels), solid and dotted lines correspond, respectively, to PCR-positive and pre-pandemic serum
samples, the vertical dotted lines indicate the optimal cut-off for each ELISA test determined by ROC analysis
calculated by Youden method (Table 2).

Performance of the in-house ELISA using the average OD + 3 SD of the pre-pandemic samples

Cut-off 0.940 1.033 151

Sensitivity (95% CI) 1(0.851-NaN) 0.791 (0.578-0.928) | 0.458 (0.255-0.671)
Specificity (95% CI) 0.952 (0.838-0.942) | 1(0.915-NaN) 1(0.915-NaN)
Positive Predictive Value 0.997 (0.990-0.999) | Inf (Inf-NaN) Inf (Inf-NaN)
Negative Predictive Value 1(0.999-NaN) 0.201 (0.103-0.355) | 0.086 (0.063-0.123)
Positive Likelihood Ratio 0.210 (0.054-0.812) [0 (0-NaN) 0 (0-NaN)

Negative Likelihood Ratio 0 (0-NaN) 0.211 (0.103-0.456) | 0.541 (0.373-0.781)

Performance of the in-house ELISA using the ROC analysis

AUC (95% CI) 1(1-1) 0.885 (0.765-1) 0.818 (0.707-0.930)
AUC standard error 0 0.060 0.056

Optimal cut-off (Youden) 1.042 1.073 0.583

Sensitivity (95% CI) 1 (0.858-NaN) 0.783 (0.563-0.925) | 0.750 (0.533-0.902)
Specificity (95% CI) 1(0.916-NaN) 1(0.916-NaN) 0.786 (0.632-0.897)
Positive Predictive Value 1(0.862-NaN) 1(0.824-1) 0.667 (0.484-0.860)
Negative Predictive Value 1(0.913-NaN) 0.894 (0.750-NaN) | 0.846 (0.677-0.929)
Positive Likelihood Ratio Inf (Inf-NaN) Inf (Inf-NaN ) 3.50 (1.876-6.529)
Negative Likelihood Ratio | 0 (0-NaN) 0.217 (0.100-0.472) | 0.318 (0.156-0.648)

Table 2. Performance of the in-house ELISA using different methods of cut-off calculation. CI confidence
interval; NaN not a number; Inf infinity; AUC area under curve.

IgA reactivity to S and IgG reactivity to N and RBD, no false positives were found, corresponding to a specificity

of 100%.

To determine the assay accuracy, ROC analysis was performed using OD data of all ELISA assays (Fig. 5,

98

Table 2, and suppl. Fig 57). Figure 5B-D shows the ROC analysis of the optimized assay for IgG reactivity to S,
RBD, or N-NTD. The area under the curve (AUC) graphs were generated to graphically represent the perfor-
mance of the assays, and the distribution graphs represent the dispersion of the PCR-positive and pre-pandemic
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serum samples relatively to the optimal cut-off for each ELISA. AUC values were high for all three assays, with
highest value for the S-IgG ELISA (range 1-1). The Youden method that integrates both sensitivity and specific-
ity of the test allows selecting the best cut-off values, which were estimated in a range of 0.583 to 1.073 units
of absorbance (Table 2). These calculated cut-off values determined the classification of the samples (positive
and negative predicted values and likelihood ratios) for subsequent analyses (Table 2). While the cut-off values
calculated based on two different approaches were very similar for IgG reactivity to S and RBD, they were very
different regarding N-NTD (0.53 and 1.51 units of absorbance for ROC and mean + 3 SD analyses, respectively).
This apparent discrepancy is mainly due to the high dispersion of the pre-pandemic results for IgG reactivity to
N-NTD (two small peaks in the distribution plot in Fig. 5D), which very likely results from false positive sam-
ples (non-specific reactivity and/or cross-reactivity to N-NTD). In addition, the low sensitivity results obtained
for N-NTD, especially in the approach using the mean + 3 SD, may be explained by the absence of antibodies
against this protein in the PCR + samples used in the assay. Similar results of high sensitivity and specificity were
obtained for IgA reactivity to S and RBD, while poor specificity and sensitivity was observed against N-NTD
(Fig. S7). Finally, IgM reactivity to S was found to be very sensitive and specific, in contrast to reactivity to RBD,
which was neither specific nor sensitive (Fig. 7).

Validation of the in-house ELISA assays. In order to validate our in-house ELISA, we applied the com-
plete assay to 3 different groups of samples: (i) sera collected from 23 individuals who tested positive in a PCR
test for diagnosis of SARS-CoV-2 infection (PCR + samples); (ii) 206 sera samples collected from 103 individuals
(2 samples from each individual, collected in October-November 2020 and February-April 2021) who were not
diagnosed for SARS-CoV-2 infection and before receiving any type of vaccine for SARS-CoV-2 (Non-diagnosed
individuals); and (iii) 26 sera samples collected from 13 individuals vaccinated against SARS-CoV-2 (Vaccinated
individuals), being 2 samples from each individual, the first before vaccination and the second 20 days after the
first dose of ChAdOx-1 nCoV-19 (7 individuals) or CoronaVac (6 individuals) vaccines (Table 1). Among these
13 individuals, 8 were not reactive for SARS-CoV-2 antibodies and 5 tested positive in a PCR test for diagnosis
of SARS-CoV-2 infection before vaccination. All results obtained were grouped as a heatmap graph (Fig. 6).

PCR +samples.  Applying the test to the PCR + samples, we found 100% IgG reactivity to S, 78% to RBD and
52% to N-NTD (Fig. 6A). The detection of IgG against the 3 antigens was observed in 47% of the samples. The
4 sera that were negative for IgG against RBD had the lowest IgG titer against S, highlighting the importance
of RBD epitopes to the serological reactivity to S. IgA and IgM reactivity to S were found in 80 and 60% of the
samples, respectively. Among the samples reactive to RBD, 72% were positive for IgA and 44% for IgM, while for
N-NTD, 58% of the reactive samples were positive for IgA and only 8% for IgM.

Non-diagnosed individuals. 'The analysis of the serological response of the first sample collected (November
2020) of all the non-diagnosed individuals showed that 12.6% of them were positive for S IgG, 11.6% for RBD
and 11.6% for N-NTD IgG. Only 4.8% of the samples were positive for all antigens (Fig. 6C). Demographic
analysis of these individuals revealed that 39% (40 out of 103 individuals) reported some flu-like symptoms
before November 2020 (Table 1). From this sub-group, 17% showed IgG reactivity to S and N-NTD and 11%
to RBD (Fig. 6C). Among the other 63 asymptomatic individuals, only 8% showed IgG reactivity to S and RBD,
while 14% were positive to N-NTD. In addition, it is important to note that 7 individuals (4 from the 63 asymp-
tomatic individuals—9.3%—and 3 from the 40 symptomatic—5%) showed serologic response only to N-NTD
IgG, which can be interpreted as a non-specific reactivity and/or a cross-reaction to N-NTD of other corona-
viruses or even to proteins from other viruses that are endemic in Brazil'®. Analyses of samples collected from
those individuals (non-diagnosed in November 2020; Fig. 6E) until 5 months later, to April 2021, revealed an
important seroconversion, with a 100% increase in S and RBD IgG incidence and a 16% increase in N-NTD IgG
detection (Fig. 6D). Differently from the PCR + samples, only 30% of the positive sera for IgG against any of the 3
antigens were also positive for IgA, and only 20% for S IgM and 8% for RDB and N-NTD IgM. Very few samples
showed only IgA or IgM reactivity.

Vaccinated individuals. ~ As the vaccination progress, seroconversion from SARS-CoV-2 infection overlaps with
the serological response to vaccines. To illustrate the potential differences that can be detected by assessing
serological responses at a time when a substantial part of the population is vaccinated, we performed our in-
house using serum samples collected from individuals who tested positive for SARS-CoV-2 infection or from
non-reactive individuals before and after receiving the first dose of CoronaVac or ChAdOx-1 nCoV-19 vaccines
(Fig. 6B). CoronaVac is an inactivated virus vaccine, so that the individual is immunized by the contact with all
the viral proteins'”. In contrast, ChAdOx-1 nCoV-19 vaccine consists of an adenoviral vector containing the full-
length SARS-CoV-2 S protein™. As expected, all sera from vaccinated individuals were positive for S IgG, but,
for these analyzed samples, IgG reactivity to RBD was more evident in PCR +individuals after immunization
for both vaccines. Despite containing N protein, CoronaVac did not induce a significant N-NTD IgG response
in the tested samples. ChAdOx-1 nCoV-19, but not CoronaVac, increased the S IgA titer in the subjects previ-
ously diagnosed with SARS-CoV-2 infection and induced this response in individuals who were previously
not-reactive. Only 1 PCR + individual showed IgA reactivity to RDB after receiving ChAdOx-1 nCoV-19. No
induction of IgM response was seen for any of the three antigens after immunization with any of the vaccines.
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Figure 6. In-house ELISA application in different groups of samples. Reactivity of sera IgG, IgA and IgM
against S, RBD and N-NTD. (A) Sera from individuals who tested positive for SARS-CoV-2 infection

(PCR +samples) shown in ascending order of days post confirmed PCR; (B) Vaccinated individuals; (C) Fist
sera collected in November 2020 from individuals without diagnosis for SARS-CoV-2 infection shown in
ascending order of S IgG OD value and (D) second sera collected in April 2021; (E) Comparison between

the results of samples analysis shown in (C) and (D). Sera were diluted 1:50 in a 1% BSA solution in PBS-T
and incubated for 2 h in plates previously coated with 50 pl solution of antigens at 4 pg/ml, overnight, at

4°C, and blocked for 1 h with 3% BSA in PBS-T. For each antigen, IgG, IgA or IgM reactivity was quantified
spectrophotometrically after incubation with the respective detection antibody for 1 h followed by the addition
of the chromogenic substrate.

Discussion

In this study we developed a serological test with high sensitivity and specificity to assess the presence of the
three main immunoglobulin isotypes targeted against the main antigens routinely used in Covid-19 diagnosis.
Serological tests may represent important tools not only for serosurveillance but also for monitoring vaccination
coverage and the duration of immune response to the vaccine”’, being especially interesting in a country such as
Brazil, which shows the highest number of confirmed cases of Covid-19 in Latin America although it has started
mass vaccination of its population against Covid-19 since January 2021. One advantage of the present test is that
it can be customized in different stages according to its application, enabling the user to save time, reagents, and/
or samples, as well as to use it for the analysis of different cohorts. This flexibility is useful since multiplexing the
test increases its efficiency and facilitates antigen substitution (e. g. by including mutations present in circulating
variants). Furthermore, the overall cost compared to those of commercial kits is considerably reduced.

Several studies have shown the importance of combining more than one antigen to increase the efficiency of
serological assays'*#%. Here, we selected the antigens considering the strong immune response to N-NTD* and
the high specificity of the response to $** and RBD*. Moreover, the level of antibodies directed to RBD strongly
correlates with a neutralizing response'***¥, providing useful information when handling the viral particle is not
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possible. Furthermore, the combination of three antibody isotypes (IgG, IgA and IgM) improves the efficiency of
using the test for diagnostic purposes™. While [gM may represent a recent infection complementing the molecu-
lar diagnosis for SARS-CoV-2%, a recent study showed a high incidence of IgA response in PCR + samples, even
when they did not show IgM reactivity™.

One of the main obstacles in the development of an in-house serological test for SARS-CoV-2 is to evaluate
the diagnostic performance and cut-off value of the assay, as reliable positive (PCR +) and negative (pre-pan-
demic) samples are required. Since the emergence of the virus is quite recent and the appearance of new variants
is frequent and unpredictable, the details of the humoral immune response to its antigens are still unknown. In
continuous diagnostic clinical testing, establishing and maintaining a reliable threshold is crucial to discriminate
between infected (true positive) and uninfected (true negative) subjects. Particularly for in house ELISAs, the
cut-off value may be defined as the average + 3 SD of the absorbance values obtained for the negative samples, a
common approach used in many studies”**'. On the other hand, threshold value calculation using ROC curves
represents the ad hoc methodology used in most diagnostic tests, allowing to assess test performance and
robustness™. The difficulty in determining cut-off values for the SARS-CoV-2 serological tests can be clearly
illustrated by the analysis of our pre-pandemic samples. We observed a high reactivity for IgG and IgM against
RBD in a substantial number of samples. Conversely, a previous report showed high specificity for the serologi-
cal response against RBD*, suggesting that negative samples’ particularities may generate different results. This
discrepancy reinforces how we are still far from a complete understanding of the immune response against
SARS-CoV-2. We also detected non-specific reactivity to the three antibody isotypes against N-NTD in the pre-
pandemic samples. Accordingly, other studies have reported cross-reactivity between SARS-CoV-2 and other
coronaviruses' N proteins, including SARS-CoV** and MERS-CoV*. This is expected given the high homology
between the amino acid sequence of these proteins, which is 90.5% and 46.1%, respectively**. Additionally, cross-
reactivity among SARS-CoV-2 and the alpha-coronaviruses HCoV-NL63 and HCoV-229E N proteins has also
been reported. Since amino acid sequence homology in much lower in this case, it is possible that cross-reactivity
may also result from protein similarities at the conformational level*. It should also be considered that Brazil
is a country where dengue virus (DENV) is endemic and a possible cross-reactivity between DENV and SARS-
CoV-2 antibodies has already been reported™. In addition, infection by other arboviruses, such as the Zika virus,
may contribute to false positive results, as reported for the application of a commercial SARS-CoV-2 ELISA test
in patients with acute Zika virus infection'®. Therefore, further analysis of the impact of arbovirus infections
on SARS-CoV-2 serological tests is needed. Interestingly, false negative results were observed in PCR-positive
samples, which was particularly the case of IgM and IgG reactivity against N-NTD in our test. This undetected
reactivity could be explained by late sampling of these immunoglobulin isotypes, which are detected very early
after the onset of symptoms™.

The validation of the assay presented here was performed using 23 sera from PCR + individuals, with 100%
of the samples positive for IgG against S and 78% against RBD. Interestingly, samples that did not show IgG
response against RBD presented low S IgG titers. Regarding the response to N-NTD, 52% of our PCR + samples
were classified as reagent for N-NTD IgG. This relatively low reactivity for N-NTD would be explained by the fact
that serological response to N protein tends to occur earlier” %, and our PCR + cohort is composed of samples
collected in a range from 20 to 157 days after PCR confirmation. In the case of IgM response, we found a low
incidence for samples positive for S and RBD, and an even rarer reactivity for N protein. Indeed, the incidence of
IgM against protein N seems to be lower than for other antigens®, so that the analysis of this response in samples
collected at the onset of the symptoms should be considered. It is also important to consider that here we ana-
lyzed samples from individuals who presented mild symptoms and were fully recovered, which may explain the
lower incidence observed for some immunoglobulin isotypes, as antibody titers strongly correlates with disease
severity”*!, Indeed, studies performed with hospitalized patients have reported up to 94% seroconversion of
against N protein***,

Among the participants of the present study, 63 were asymptomatic individuals, from whom the samples
of 8% were identified as positive for IgG reactivity to S and RBD. Furthermore, in the symptomatic non-diag-
nosed group of our cohort, 17% of the individuals who seroconverted reported only mild symptoms. This result
reinforces the robustness of the test, especially in this type of cohorts, since some studies have not detected
SARS-CoV-2 antibodies in asymptomatic individuals or individuals with mild and short duration symptoms*>4,
Interestingly, for the group of individuals who were not diagnosed for SARS-CoV-2, we investigated samples
collected at two time points before vaccination (November 2020 and April 2021). We found a twofold increase
in the incidence of positive cases in the second sample when compared to the first sample. These data are con-
sistent with the increased incidence of new daily cases observed in the state of Rio de Janeiro (Brazil) during
this period. In November 2020, an incidence of up to 1500 new cases per day was reported, while in April 2021,
3000 new daily cases were reported"’.

There are currently different types of vaccines in clinical use. In the current pandemic phase, seroconversion
can result either from contact with the virus or from vaccinal immunization. Here we applied our assay to sera
from individuals with or without a previous SARS-CoV-2 infection, who were vaccinated with CoronaVac (a
purified inactivated SARS-CoV-2 vaccine)'”, or ChAdOx1 nCoV-19 (the adenovirus-vectored vaccine encod-
ing SARS-CoV-2 spike protein)™. Due to the contact with all the viral proteins in vaccination with CoronaVac,
a serological response to protein N is expected and detected in other studies'**, although we did not observe
this result in the tested samples. On the other hand, the response against N-NTD can be useful to identify pre-
vaccination infections.

Finally, despite the very satisfactory effectiveness of vaccines to reduce the worsening of symptoms and the
number of deaths associated with Covid-19, it is also believed that a high percentage of immunization in the
world’s population will be necessary to prevent the chain of virus transmission and avoid the appearance of new
variants. As we currently face the extension of the pandemic, health agencies are recommending booster doses
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for the population. Heterologous immunization (the same individual receiving different immunizations at dif-
ferent doses) seems to represent an important tool to increase effectiveness of immunization®. In this context,
the serological test developed here allows the identification of diverse immune responses to various vaccine
antigens, enabling a more precise understanding of the different immunization regimens across more specific
populations (age, sex, comorbidities and so on). It is known that antigen polymorphism of pathogens has the
potential to reduce the performance of the serological diagnostic tests. The emergence of new variants, as the
recent Omicron variant, accumulating a high level of mutations in both spike and RBD could impair the sensi-
bility of serodiagnosis tests of SARS-CoV-2. Omicron RBD, which contains 15 mutations in the RBD, shows a
significantly weaker binding to antibodies of human serum from SARS-CoV-2 vaccinated and Covid-19 patients
(alpha variant) in comparison to the RBD of the original Wuhan strain®. Thus, the use of a diagnostic test with a
multiplex strategy using different antigens with different selective pressure has a clear advantage over tests using
only RBD as antigen. Therefore, we believe that our multiplex ELISA test represents a valuable tool for defining
more effective public health policies to fight this deadly contagious disease, thus contributing to the definition
of vaccine strategies to be used in the future.

Limitations

In this article we present a customizable ELISA-based test to detect IgG, IgA and IgM against three SARS-CoV-2
proteins: trimeric S, RBD and N-NTD. This assay allows the user to analyze different cohorts, saving time, rea-
gents, and samples. One of the main limitations of this assay is the need of a cohort of pre-pandemic samples to
establish reliable cut-offs. Although the assay allows to easily distinguish between positive and negative samples,
even when the positive samples have lower antibodies’ titers, sera titration experiments may be required to
access differences between samples with higher antibodies’ concentrations. The correlation between the reactivity
against N protein and the actual contact with SARS-CoV-2 (or its components, in the case of whole virus vac-
cines) is still controversial and consists in a major limitation. In some cases, individuals previously infected with
SARS-CoV-2 do not show a detectable response against N protein. Therefore, it is possible that some samples
classified as N protein-reactive are resultant of serum cross-reactivity to proteins from other coronaviruses or
even from viruses of other families.

Methods
Antigens’ expression and purification. S protein. The trimeric S protein produced in HEK293-3F6
cells, was kindly provided by Dr. Leda Castilho, COPPE, UFR])*.

Receptor-binding domain (RBD). RBD expression was adapted from a previously described protocol®.
HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1( +) vector (GenScript, New Jersey, USA) containing residues
319 to 541 of SARS-CoV-2 S protein using PEI MAX 40 K (Polysciences, Warrington, USA) in a 3:1 ratio of
PEI to DNA. The day before transfection, cells were seeded on 100 mm dishes at a density of 4.0 x 10° cells
with viability greater than 95%. The cells were maintained in Opti-MEM medium (Gibco, Massachusetts, USA)
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, Massachusetts, USA) and 1 mM sodium pyruvate
(Gibco), in a CO, humid incubation chamber, at 37 °C. Next day, PE:DNA complexes were prepared with 16 pg
of plasmid DNA for each cell dish in serum-free Opti-MEM, incubated for 20 min at room temperature (RT)
and added to the cell culture. Cells were maintained in a CO, humid incubation chamber, at 37 °C, overnight.
Then, the culture medium was removed, the cells were washed gently with phosphate-buffered saline (PBS) to
remove residual FBS and the medium was replaced with a serum-free Opti-MEM supplemented with 4 mM
L-glutamine (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) and 1 mM sodium pyruvate (Gibco). The supernatant containing
the expressed proteins was collected 72 h after transfection, centrifuged for 20 min at 4,000 g, 4 °C and filtered
through a 0.22 pm filter to remove cells and debris. Phenylmethylsulfonyl fluoride protease inhibitor (PMSF;
Sigma-Aldrich) has been added to prevent protein degradation. The supernatant was purified on a HisTrap FF
column (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA) by immobilized metal affinity chromatography (IMAC)
using IMAC equilibration buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8), 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, 10% glycerol) and
IMAC elution buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8), 500 mM NaCl, 500 mM imidazole, 10% glycerol). The protein
was eluted with a linear 20-500 mM imidazole gradient. For buffer exchange and protein concentration, the elu-
ate was placed in a Amicon Ultra-4 3 K Centrifugal Filter Device (Merck Millipore, Massachusetts, USA). The
device was loaded with a RBD:PBS 1:3 v/v ratio and centrifuged at 4,500 g at 4 °C until only 500 pl remained in
the unit. This step was repeated twice. Sample purity was confirmed by 15% SDS-PAGE gels. The expression,
purification and protein analysis can be found in supplementary material.

N protein N-terminal domain (NTD).  Escherichia coli BL21 (DE3) was transformed with a pET28a His-tagged
construct (GenScript New Jersey, USA) encoding for the amino acid residues 44 to 180 of the N-terminal RNA-
binding globular domain of the Nucleocapsid protein, N (N-NTD)™. Bacteria were grown in LB medium with
50 pg/ml kanamycin. Protein expression was induced with 0.2 mM IPTG when optical density (OD) reached
0.6-0.8 at 600 nm. After 16 h of induction at 16 °C, cells were centrifuged, pelleted resuspended and disrupted
by ultrasonication in lysis buffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8), 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, 10% glycerol, and
43 mg/L of protease inhibitor cocktail (P8465—Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA). The lysate was centri-
fuged at 12,000 g for 60 min at 4 °C. The supernatant was filtered and applied to an HisTrap FF affinity col-
umn (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA). N-NTD recombinant protein was purified by IMAC as
described previously for RBD. For the preparation of the sample used in this study, His-tag was removed by an
overnight cleavage with TEV protease (TEV:protein 1:10 molar ratio) during dialysis against 50 mM Tris-HCI
buffer, pH 8, containing 500 mM NaCl and 1 mM DTT, followed a reverse IMAC at a flow rate of 1 ml/min.
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However, to the best of our knowledge, we are unaware of evidence indicating that the His-tag tail interfere with
the assay. At the end of the purification, 500 pM PMSF, 3 mM sodium azide, and 3 mM EDTA were added to
pooled fractions containing the protein. The purity of the samples was confirmed by 18% SDS-PAGE gels.

Sera samples. A total of 240 blood samples were collected from 126 individuals in the Laboratory of Clini-
cal Analysis of the School of Pharmacy at Federal University of Rio de Janeiro (UFR]). All participants com-
pleted a written informed consent and answered a survey providing data on demographics, medical history,
symptoms, and history of travel abroad before enrolled in the study, which was approved by the local ethics
committee (CEP HUCFF/UFR] approval #35,303,120.5.0000.5257). The cohort was divided into two groups: (i)
samples collected from 23 individuals who tested positive in a PCR assay for SARS-CoV-2, between April 2020
and January 2021, before enrolling in the study (PCR +); and (ii) samples collected form 103 individuals without
confirmed diagnosis for SARS-CoV-2 infection, from whom samples were collected twice, firstly between Octo-
ber and November 2020 and then between February and April 2021. From these two groups, 7 individuals from
the PCR +group and 11 individuals from the undiagnosed group were selected for blood collection 20 days after
they received the first dose of ChAdOx1 nCoV-19 or CoronaVac vaccines. All the sera samples were aliquoted,
heat inactivated at 56 °C for 30 min and stored in-80 °C until further analysis. Additionally, pre-pandemic
samples collected from 42 individuals before 2019 used as negative controls.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The assay presented here was adapted from a previ-
ously reported protocol'®. Reactivity of types of sera antibodies—IgG, IgA, and IgM—against three SARS-CoV-2
antigens—trimeric Spike (S), RBD and N-NTD was analyzed. Briefly, each 96-well plate (Corning™ Costar"™, Life
Science, New York, USA) was coated with 50 pl per well of one of the antigens and incubated at 4 °C overnight.
After blocking, 80 pl serum samples (heat-inactivated at 56 °C for 30 min) were added per well. The presence
of reactive IgG, IgA or IgM in sera samples was detected using mouse anti-human IgG (Fc specific), goat anti-
human IgA (a-chain specific), or goat anti-human IgM (p-chain specific), respectively, conjugated with HRP
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Sera reactivity was developed using the chromogenic reagent 3,3',5,5'-Tetra-
methylbenzidine dihydrochloride (TMB substrate solution, Thermo Fisher, Massachusetts, USA). Absorbance
values at 450 nm were determined on a VICTOR Multilabel plate reader (PerkinElmer).

Cut-off calculations.  The cut-off values for each antigen and each detection antibody were first determined
using the average OD plus 3 standard deviations (SD) of the 42 pre-pandemic samples. The evaluation of the
performance of the tests was assessed by calculating sensitivity, specificity, positive and negative predicted values
with their 95% confidence intervals using Prism v8 (GraphPad, USA). Alternatively, the receiver-operating char-
acteristic (ROC) curve was generated for each test to define the optimal threshold cutoff value that distinguishes
positive from negative samples. The area under the curve (AUC), sensitivity and specificity for all thresholds
were determined using the online calculator easyROC™. Then, the optimal cutoff point was selected based on
the point with the highest Youden index ] (] = sensitivity + specificity - 1). This is the point on the curve where
the distance to the diagonal line (line of equality) is maximum.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using Prism v8 (GraphPad, USA) and easyROC
online web-tool for ROC curve analysis (ver. 1.3.1)*.

Ethics approval. This study was performed according to the principles of the Declaration of Helsinki under
approval by the local ethics committee CONEP/CEP HUCFF/UFR] #35303120.5.0000.5257.

Consent to participate. Informed consent was obtained from each participant included in this study.

Data availability
The original datasets and analyses of this study are available in the figshare repository https://doi.org/10.6084/
m9.figshare.19203893.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Vaccination against COVID-19 was implemented very quickly, but the emergence of new variants

SARS-CoV-2 that can evade the previous acquired i logical protection highlights the importance of understanding the

Vaccination mechanisms involved in the i ponse g d after SARS-CoV-2 infection or vaccination.

:Si Objectives: Since most of our knowledge on the humoral i ity g d against SARS-CoV-2 has been

lgeuu alizing antibodies obtained from studies with infected patients before vaccination, our goal here was to evaluate seroconversion
and its correlation with the titers of lizing ibodies (NAbs) in individuals who received the complete

initial recommended vaccination schedule with three different vaccines.

Study design: We analyzed serum IgG, IgA and total NAbs against the trimeric SARS-CoV-2 Spike (S) protein or its
receptor binding domain (RBD) in blood samples collected from 118 healthy individuals without known previous
infection, before and after receiving the first and the second dose of CoronaVac (n = 18), ChAdOx-1 (n = 68) or
BNT162b2 (n = 32) vaccines.

Results: We found that although IgG titers were high in all sera collected after the two doses of these vaccines,
NAbs amounts varies among the groups. In contrast, serum NAbs concentrations were much more comparable to
the IgA levels, indicating that these antibodies would have a major neutralizing capacity against SARS-CoV-2.
Conclusions: Altogether our data suggest that quantification of serum anti-S or anti-RBD IgA, rather than IgG,
may be a valuable tool to screen NAbs and may be considered for surveillance of vaccine coverage.

1. Background propriate way to verify the humoral protection against infection [10],
but the assay costs make them inconvenient for serological surveillance.
The lack of effective treatments for COVID-19 control led to the rapid
development of several types of immunizing agents against SARS-CoV-2 2. Study design
early in the pandemic [1]. In April 2022, ten different vaccines were ap-
proved for large scale immunization worldwide [2] and currently 199 We analyzed NAbs and IgG and IgA responses against SARS-
vaccine candidates are in the preclinical phase and 172 in clinical devel- ~ CoV-2 Spike (S) protein or its receptor binding domain (RBD) in
opment [3]. Presently, about 68% of the world’s population received at @ cohort of 118 healthy individuals before and after receiving the
least one vaccine dose [4], but there are still many challenges to achieve first and the second doses of either CoronaVac (n = 18), ChAdOx-1
a full protection against the disease and/or infection, including the de- (n = 68) or BNT162b2 (n = 32) vaccines. A total of 250 blood sam-

velopment of strategies to induce long-term immunization and protec-  Ples were collected 15 to 30 days before vaccination (T0), 15 to 20
tion against new variants [5,6]. days after the first dose (T1), and/or 15 to 60 days after the sec-

The quantification of serum antibodies (Abs), usually IgG, is an im- ?“d._d"s‘-' (T2) of e?‘fh vaccine, according.to the scheme represented
portant tool for monitoring infection (7] and vaccination coverage (8],  in Fig. 1. The participants completed an mforme‘d cansent f°"f" and
but not all Abs induced by the immunizing agent are neutralizing anti-  answered a survey providing data on demographics, medical history,

bodies (NAbs) [9]. Thus, NAbs’ quantification represents the most ap- and vaccine information, approved by the local ethics committees (CEP
approvals HUCFF/UFRJ #35,303,120.5.0000.5257 and 10C/Fiocruz
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Abbreviations

S Spike protein;

RBD receptor binding domain;

Abs antibodies;

NAbs neutralizing antibodies;

ELISA  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

CAAE #56246022.1.0000.5248). Participants with previous SARS-CoV-
2 infection were excluded.

We quantified 1gG and IgA antibodies against the S and RBD pro-
teins (Wuhan strain) in all sera samples at TO, T1 and T2, using an in-
house ELISA assay previously developed and validated by our group
[11], and NAbs concentration in T2 using the immunoenzimatic Gen-
Script cPass™ SARS-CoV-2 assay. Demographic information of the par-
ticipants is shown in Table 1.

3. Results
After the complete initial recommended vaccination schedule (two
doses; T2), the three vaccines induced high anti-S (Fig. 2A,F K) and anti-

RBD (Fig. 2B,G,L) IgG titers. Individuals vaccinated with ChAdOx-1 and
BNT162b2 also presented high levels of anti-S IgG after the first dose

CoronaVac vaccine
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(T1) (Fig. 2FK). Regarding IgA response, we observed that CoronaVac
did not induce a significant increase in either anti-S or anti-RBD IgA,
even after the second dose (Fig. 2C,D), while some of participants vac-
cinated with ChAdOx-1 presented anti-S and anti-RBD IgA reactivity in
T2 (Fig. 2H,I). BNT162b2 vaccine induced high anti-S IgA titers even in
the T1, with a remarkable increase after the second dose (T2). In this
case the anti-S IgA, the titers were slightly higher than those of anti-RBD
IgA (Fig. 2M,N). Variations in our sample regarding the time span upon
vaccination (15 to 60 days after T2), the age range of the participants
(from 18 to 60 years) or the difference in the ratio of females and males
for the three vaccination regiments did not affect the serum Abs profile.
(Suppl. Fig. 1).

To better understand whether the different antibody responses gen-
erated by the vaccines could be associated with the protection they pro-
vide, we evaluated the percentage of NAbs in T2, On average, high NAbs’
levels were found in participants who received the BNT162b2 (1086.4
Ul/ml), while lower levels were observed in individuals who received
ChAdOx-1 (439.5 Ul/ml) and even lower for CoronaVac (162.2 Ul/ml)
(Fig. 2E,J,0). NAbs levels were not affected by demographic aspects
such as sex, age and presence of previous comorbidities (Suppl. Fig. 2).

Although the three vaccines induced high levels of IgG, serum NAbs
concentrations were much more comparable to the IgA levels (Suppl.
Fig. 3). When the individuals showing high IgG titers were grouped ac-
cording to their NAbs levels, they appear equally distributed among the
groups. In contrast, most of the individuals with high IgA titers exhib-

® blood ® blood
collectlon ———— collection — collection
T T2
15-30 days before | 15-20 days after | 15-60 days after
1* dose (D1) day 0 1%t dose (D1) day 28 2" dose (D2)

ChAdOx-1 and BNT162b2 vaccines

blood ¥ blood ¥ blood
collectlon H-' collection —‘-" collection
D1 T o T2
1
16-30 days before [ 15-20 days after 1 15-60 days after
1% dose (D1) day 0 1+t dose (D1) Day 90 21 dose (D2)

Fig. 1. Diagram representing the blood collection scheme. A total of 250 blood samples were collected from 118 healthy individuals 15 to 30 days before
vaccination (T0), 15 to 20 days after receiving the first dose (T1), and/or 15 to 60 days after receiving the second dose (T2) of either CoronaVac (n = 18), ChAdOx-1
(n = 68) or BNT162b2 (n = 32) vaccines. It is important to consider that not all participants underwent the three blood collections. We highlight that the participants
vaccinated with CoronaVac received the second dose 28 days after receiving the first dose, while those vaccinated with ChAdOx-1 or BNT162b2 received the second
dose 90 days after the first dose, ding to the i pr ls adopted by the Brazilian Ministry of Health. Blood samples were collected from 2020 to
2022 in the Laboratério de Andlises Ci(mcas of the Faculdade de Farmdcia at the Universidade Federal do Rio de Janeiro and in the Laboratério de Biotecnologia
e Fisiologia das Infecgbes Virais of the Insti Oswaldo Cruz. All ples were heat-inactivated at 56 “C for 30 min, aliquoted, and stored at ~80 “C until further
analysis.

Table 1
| Subject demographics and clinical characteristics.

Characteristics CoronaVac (n = 18)  ChAdOx-1 (n = 68) BTN162b2 (n = 32)
Age, average (range) 38 (22 - 60) 34 (22-58) 39 (21 - 60)
Sex,% 89 (16) 72 (49) 56 (18)
(n) Male 11(2) 28(19) 44 (14)
Comorbidities,% (n) Diabetes mellitus 0 4.4(3) 31()
Hypertension 55(1) 8.8 (6) 125 (4)
Lung diseases 0 4.4(3) 3.1(1)
Autoimmune disease 0 58(4) 0
Other comorbidities 55(1) 29(2) 31()
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Fig. 2. Serum antibody levels before and after vaccination. Serum samples from subjects who received CoronaVac (A-E), ChAdOx-1 (F-J), or BNT162b2 (K-O)
vaccines were analyzed 15 to 30 days before vaccination (T0); 15 to 20 days after receiving the first dose of one vaccine (T1); and 15 to 60 days after receiving the
second vaccine dose (T2). Reactivity of IgG (A, B, F, G, K, L - red symbols) or IgA (C, D, H, I, M, N - blue symbols) against S (A, C, F, H, K, M)) and RBD (B, D, G, I, L,
N) of SARS-CoV-2 (Wuhan strain) was analyzed by ELISA. Briefly, sera samples diluted 1:50 in a 1% BSA solution in PBS-T were incubated for 2 h in 96 well-plates
previously coated overnight, at 4 °C, with each of the antigens (50 ul of a 4 yg/ml solution), and blocked for 1 h with 3% BSA in PBS-T. The samples were incubated
for 1 h with the detection antibodies (pan anti-IgG or pan anti-IgA, which recognizes all Ig isotypes) and reactivity was quantified spectrophotometrically at 450 nm
after the addition of the chromogenic substrate (3,3’,5,5-tetramethylbenzidine dihydrochloride, TMB). The gray band in the graphs represents the cut-off of each
analysis, calculated as the mean + 3 SD of the absorbance values of 42 pre-pandemic sera. Semi-quantification of NAbs (E, J, O - dark gray symbols) was conducted
using the cPass™ kit (GenScript). The NAbs titers were determined using a calibrator based on a standard neutralizing curve (WHO-GenScript). The inhibition rate
of RBD binding to the ACE2 was the product of the interpolated titer from the standard curve and the sample dilution factor required to achieve the ODg, value
that falls within the linear range. NAbs’ titers were significantly different between CoronaVac x ChAdOx-1 (p = 0.0026), CoronaVac x BNT162b2 (p<0.0001) or
ChAdOx-1 x BNT162b2 (p<0.0001). Data were analyzed using ANOVA test followed by Sidak test using the GraphPad Prism V.8 program.

ited high (60%) NAbs levels, while 32% presented medium and only As IgA is the predominant serum immunoglobulin at the onset of disease
a marginal group (8%) presented low NAbs levels. In the IgA negative and its titers correlated with the disease severity [21], it is reasonable
group, in turn, only 5% individuals presented high NAbs levels. These to hypothesize that it plays a role in the infection control. Furthermore,
results suggest that individuals having high IgA levels are more likely IgAs produced in the mucosa are potent NAbs that efficiently stop SARS-

to have also more NAbs. CoV-2 infection [22].
NAbs produced after infection or vaccination are essential for pro-
4. Discussion tection against new infections [23,9]. During SARS-CoV-2 infection, the

majority neutralizing antibodies are produced against RBD [24], sug-

Vaccination against SARS-CoV-2 was implemented very quickly, but gesting these antibodies as the choice for serological surveillance [25].
most of our knowledge on the humoral immunity against the virus has However, a recent study showed that plasma IgA from >60% of a co-
been obtained with infected patients before vaccination. These studies hort of early convalescent COVID-19 subjects inhibited the interaction
showed that the post-infection levels of IgG and IgM produced against S between RBD and ACE2 [26]. Therefore, monitoring the serum IgA re-
and N (nucleocapsid) proteins waned in a few months [12-15]. On the sponse in the context of vaccination is critical to address its protec-
other hand, the dynamics of serum IgA against SARS-CoV-2 proteins tive role in the polyclonal antibody response. Accordingly, our study
are still poorly understood. Some studies showed a long-term decay of shows a high correspondence between NAbs levels and the IgA re-
IgA titers [16,17], but more recent studies with vaccinated individuals sponse after two doses of SARS-CoV-2 vaccines, particularly ChAdOx-
showed that both serum IgA and IgG waned in a short period [18-20]. 1 or BNT162b2. CoronaVac did not induce anti-S or anti-RBD IgA and
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generated low NAbs titers. However, the importance of the cellular im-
mune response should also be considered [27,28], as data from subjects
vaccinated with CoronaVac confirmed its safety and efficacy [29]. In-
deed, its use in the pandemic early stages offered good protection against
reinfection, even before the booster dose [30,31]. Moreover, the high
level of serum IgG generated by CoronaVac could mediate the antibody-
dependent phagocytosis, contributing to the virus clearance [26].

The immune response generated by ChAdOx-1 [32] and especially
by BNT162b2 [33] has been shown to be quite effective in produc-
ing NAbs, corroborating the data presented here. Moreover, we showed
that despite the high S and RBD-specific IgG production induced for all
three vaccines, the levels of this immunoglobulin did not correlate to
the NAbs. Nonetheless, it is important to note that we used here a high
sensitivity ELISA, which allows most samples to be classified far above
the cutoff. In addition, the cPass kit does not quantify all neutralizing
antibodies, only those capable of binding and inhibit the interaction be-
tween RBD and ACE2.

In summary, our data showed that the serum IgA profile in vacci-
nated subjects is very similar to that of NAbs, which agrees with find-
ings highlighting the robust IgA neutralizing capacity after infection by
SARS-CoV-2 [34,35]. In conclusion, we suggest that quantification of
serum anti-S or anti-RBD IgA, rather than IgG, may be a valuable tool
to screen NAbs and may be considered for surveillance of vaccine cov-
erage.
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Abstract

Studies indicate a relationship between host cell metabolism and dengue virus (DENV)
replication, including our previous observation that DENV infection affects mitochondrial
function, but the mechanisms by which DENV modulates cellular metabolism are still poorly
known. Using a proteomics approach, here we identified DENV non-structural protein 3 (NS3) in
the mitochondrial fraction from infected cells, where we also found an at least 2-fold
downregulation of several proteins belonging to the electron transport system (ETS). Thus, we
investigated whether NS3 could modulate mitochondrial bioenergetics. Using a multi-substrate
protocol, we observed decreased oxygen consumption rates in isolated liver mitochondria
previously incubated with recombinant NS3 protease domain (NS3pro). This NS3-induced
impairment in mitochondrial respiration happens without affecting mitochondria’s capacity to
maintain membrane potential, suggesting that NS3 does not deeply affect mitochondrial
function. When assessing the utilization of different substrates individually, NS3pro decreased
the respiratory rates associated with malate/pyruvate or succinate in different intensities. A
catalytically inactive protease (NS3proS135A) impaired succinate-induced but not
malate/pyruvate-induced oxygen consumption, indicating differential protease-dependent and
independent mechanisms according to the substrate. Also, neither mitochondrial complex Il nor
IV activities were directly affected by NS3pro. Surprisingly, cytochrome ¢ supplementation
restored oxygen consumption to control levels when we used succinate, but not
pyruvate/malate, as the respiratory substrate. The effects on succinate-dependent oxygen
consumption were confirmed using the full-length NS3 both in isolated mitochondria and in NS3-
transfected cells. Altogether, our data demonstrate that DENV NS3 can modulate mitochondrial
bioenergetics, affecting succinate-dedicated cytochrome c pools in a protease-independent

manner.
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Introduction

As an obligatory intracellular parasite, viruses depend on the host machinery and often evolve to
modulate cell metabolism. Dengue virus (DENV), for instance, induce lipophagy in the infected
cells, leading to an increase in fatty acid B-oxidation, which sustain the cellular bioenergetics
required for optimal production of viral particles (1-3). In this regard, we have previously
demonstrated that DENV infection reduces glutamine oxidation in hepatocytes, while glucose is
mobilized for anaplerosis, favoring mitochondria’s capacity for oxidizing fatty acids (4). However,

the viral molecular players mediating these metabolic switches in host cells remained elusive.

Dengue virus (DENV), a member of the Flaviviridae family, causes one of the most prevalent
tropical infectious diseases worldwide. The viral genome is a single-stranded positive-sense RNA
of 11.000 bp that codes for a polyprotein, which is subsequently processed into three structural
proteins (C, prM, and E) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
and NS5) by host and viral (NS3) proteases (5). Dengue virus non-structural proteins participate
in multiple steps of DENV replication, the host immune system's scape, and host cell metabolism

modulation (6).

DENV NS3 is multi-functional protein with approximately 70 kDa, formed by three structural
domains comprising different enzymatic activities, namely the N-terminal trypsin-like serine
protease domain (NS3pro), the nucleoside triphosphatase (NTPase) domain, and the C-terminal
helicase and RNA 5’-triphosphatase domains (7-10). Thus, NS3 participates in the polyprotein
processing, viral RNA replication (unwinding step), and RNA capping. In addition, NS3 also elicits
metabolic alterations in mammalian cells. NS3 interacts and stimulates the activity of fatty acid
synthase (FASN), redistributing FASN to sites of viral replication and increasing fatty acid
synthesis locally (11,12). Therefore, NS3 plays multiple key roles in viral replication and is

considered one of the most attractive targets for DENV antiviral therapy (13).
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It was shown that DENV NS3 can be imported into the mitochondrial matrix, where it finds one
of its recently identified host cleavage targets, the protein GrpEL1, a mitochondrial Hsp70 co-
chaperon (14). However, it is still unknown whether the mitochondrially-localized NS3 impacts
the metabolic functions of this organelle. In a proteomic screening, here we found six viral
proteins associated to isolated mitochondria from DENV-infected cells, from which most of the
identified peptides belonged to NS3. By incubating recombinant DENV-NS3pro with isolated
mouse liver mitochondria, we found that NS3 impaired the mitochondrial electron transport
system (ETS) function in a substrate-specific manner. These findings highlight a potential role for

DENV NS3 in targeting mitochondrial metabolism in infected cells.

Results

DENV NS3 localizes in mitochondria of infected cells

We and others have shown that DENV infection alters mitochondrial function in the host cells,
altering the preference of oxidation of energetic substrates in this organelle (4,6,15). To better
understand the viral molecular players that mediate these effects, we performed a proteomic
analysis of mitochondria isolated from DENV-infected Huh7 cells. In this screening, we were able
to identify peptides from six DENV proteins, namely NS3, NS1, NS2A, NS4A, NS5, and the
envelope protein (E) in the mitochondria preparation (Table 1), which could be either attached
to the mitochondrial surface, inside this organelle or attached to mitochondria-associated
membranes (MAM). Most of the viral peptides identified by mass spectrometry (44,4%) belonged
to NS3, which covered 46,60% of the whole protein, spanning all its domains (Fig. 1A-B). We also
noticed that about half of the proteins downregulated in the mitochondria of infected cells (at
least two-fold compared to mock control) were related to metabolism (Fig. 1C). Of these, one-
third belonged to the mitochondrial electron transport system (ETS) (Fig. 1C, Table S1). Thus, we

wondered whether NS3 could affect mitochondrial metabolism in the host cells.
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NS3 protease domain impairs mitochondrial respiration in isolated mitochondria

Since the NS3 protease domain was shown to be imported into mitochondria more efficiently
than the full-length protein (14), we used a recombinant NS3 protease domain (NS3pro, residues
1-180) and a catalytically inactive protease domain (NS3proS135A) (Fig. 2A) to investigate
whether DENV NS3 directly interfere with the function of respiratory complexes in isolated
mitochondria. We incubated isolated mitochondria from mouse liver with recombinant NS3pro
or NS3proS135A for one hour on ice before performing functional studies by high-resolution
respirometry. Incubation of 200-300 nM NS3pro decreased by about 40% the oxygen
consumption rates (OCR) coupled to ATP synthesis (coupled respiration) in isolated mitochondria
when we used a multi-substrate protocol (Fig. 2B-C). The coupled respiration, which is calculated
by subtracting the state 2 respiration (OCR in the presence of the substrates malate, pyruvate,
and succinate, but not ADP) from the OCR in the phosphorylating state of mitochondrial
respiration (with all substrates, including ADP), is one of the most important parameters in
respirometry since it represents the OCR actually involved in ATP synthesis. At 300 nM
concentration, the catalytically inactive NS3proS135A had similar effects on coupled respiration
as NS3pro, suggesting that NS3pro affects mitochondria respiration independent of its protease
activity when in presence of multiple substrates (Fig. 2C). On the other hand, at 600 nM
concentration, NS3pro coupled respiration was deeply impaired (resulting in a decrease of about
86% on OCR), while the same concnetration of the catalytically inactive NS3proS135A had a much
lower effect on coupled respiration (a decrease of 56% on average) (Fig. 2C). These data suggest
that at high concentrations (600 nM) NS3pro may impair mitochondrial function likely by
degrading mitochondrial proteins non-specifically. However, it also affects mitochondrial

respiration independent of its protease activity at lower concentrations (300 nM).

A decrease in coupled respiration may represent either an increase in the leak respiration
(oxygen consumption that is maintained mainly to compensate proton leak) or an impairment in
the ETS efficiency. When we analyzed the leak respiration, here measured as a non-

phosphorylating resting state when reducing substrates but not ADP is provided (leak state
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without adenylates), NS3pro decreased the leak OCR by 21% only at high concentrations (600
nM) in a protease-dependent manner — since incubation with NS3proS135A does not cause the
same effect (Fig. 2D). This result reinforces that 600 nM of NS3pro dramatically affects
mitochondrial function, perturbing even the non-phosphorylating resting state. In addition, since
there was no change in leak respiration after mitochondria incubation with 300 nM NS3pro, the
decrease in coupled respiration induced by 300 nM NS3pro seems to be due to some impairment
in the mitochondrial metabolism rather than an increase in the intrinsic mitochondrial
uncoupling or an extrinsic pathological dyscoupling (which could happen due to membrane

disruption or other mechanisms of proton leaking).

The respiratory control ratio (RCR), which represents the ratio of coupled respiration to proton
leak respiration, reflects the capacity of mitochondria of phosphorylating ADP into ATP and is a
classic parameter to indicate changes in mitochondrial function (16). Since calculating RCR is a
way of normalizing the variances of the raw data, we adopted RCR as an indicator of
mitochondrial function in the following respirometry data. We observed that NS3pro impaired
RCR in a dose-dependent manner (Fig. 2E), reflecting a decrease in mitochondria’s efficiency in

producing ATP.

To address whether NS3pro impairs mitochondrial function by disrupting the inner membrane
integrity, we measured the capacity of mitochondria to maintain membrane potential when
incubated with NS3pro. Neither 300 nM nor 600 nM NS3pro impaired mitochondria’s capacity to
maintain membrane potential, suggesting NS3pro does not affect membrane integrity or deeply
damage this organelle even at higher concentrations (Fig. 2F). Also, we did not observe any
change in the assembly of respiratory complexes in mitochondria incubated with 300 nM or 600
nM NS3pro (Fig. 2G). Therefore, NS3pro seems to affect mitochondrial function via more specific
mechanisms rather than non-specific membrane disruption or by disassembling protein

complexes.
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In the subsequent experiments on isolated mitochondria, we chose to explore the effects of 300
nM of NS3pro to avoid possible unspecific effects of its protease activity caused by high protein

loads.

NS3pro inhibits pyruvate/malate and succinate utilization in different manners

To address whether NS3pro targets the oxidation of specific substrates, we performed high-
resolution respirometry in mitochondria incubated with NS3pro in the presence of substrates
that feed the TCA cycle malate and pyruvate, or in the presence the complex Il (Cll) substrate
succinate together with the complex | (CI) inhibitor rotenone (Fig. 3A-C). Interestingly, NS3pro
seems to affect the utilization of these substrates in different manners. The RCR associated with
pyruvate/malate decreases by 40,6% in mitochondria incubated with NS3pro but not with
NS3proS135A, suggesting that NS3pro interferes with pyruvate/malate oxygen flux in a protease-
dependent manner (Fig. 3B). Notice that this protease-dependent effect of 300 nM NS3pro was
not evident in a multi-substrate protocol (Fig. 2B-E), probably due to the masking of protease-
independent effects on mitochondrial metabolism. Accordingly, both NS3pro and NS3proS135A
impact the succinate-dependent OCR, causing a 56,2% decrease in the RCR (Fig. 3C), indicating
that NS3pro interferes with succinate-induced oxygen consumption by a mechanism

independent of its protease activity.

NS3pro affects succinate-associated oxygen consumption by impairing cytochrome c function

Next, we explored whether NS3pro interferes with ETS directly. Since respirometry assays
completely depend on the complex IV (CIV) activity, which is the oxygen-consuming complex, we
evaluated whether NS3pro directly interferes with CIV function by supplying TMPD and ascorbate
and measuring oxygen consumption. NS3pro incubation slightly affected CIV activity (average
decrease of 12,5% in OCR, p=0.07) (Fig. 4A). This effect on CIV may partially contribute but does

not explain the 56,2 % decrease in the RCR when succinate is the main substrate or the 40,6%
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decrease in RCR when pyruvate/malate is supplied, suggesting that NS3pro does not act on CIV

directly.

To address whether NS3pro impairs the CII activity, we performed a biochemical assay to
measure directly Cll activity in mitochondria incubated (or not) with NS3pro. In this assay, the
oxidation of the succinate (the electron donor) in presence of oxidized DCPIP (the electron
recipient) was traced by measuring the formation of reduced DCPIP spectrophotometrically.
With this approach, we observed that NS3pro not only did not impair Cll activity, but slightly
stimulated it (increase of 13,4%, p=0.0124) (Fig. 4B), indicating that NS3pro does not impact the

activity of Cll directly.

A possible effect of NS3pro on cytochrome c (which transports electrons from complex il to
complex IV) function can be easily tested by providing exogenous cytochrome c to mitochondria
previously incubated with NS3pro. If cytochrome ¢ addition restores the OCR to the levels of
control, we can assume that it is the limiting element of the ETS in this context. In the presence
of pyruvate/malate, supplementation with cytochrome c did not restore the decrease in OCR
induced by NS3pro (Fig. 4C-D). However, when using succinate as the respiratory substrate,
cytochrome c addition completely restored the decrease in OCR caused by NS3pro (Fig. 4D-E).
Therefore, NS3pro seems to interfere with the electron transport through cytochrome ¢ when
succinate, but not when pyruvate/malate, is the substrate. As aforementioned, the latter seems
to be caused by a degradation (via NS3 protease activity) of some component responsible for
pyruvate/malate metabolization since the catalytically inactive NS3proS135A does not impair
mitochondria respiration in the presence of these substrates (Fig. 3B). Conversely, the effect of
NS3pro on succinate-associated respiration occurs in a protease-independent manner (Fig. 3C).
Indeed, we did not see any sign of proteolysis of cytochrome ¢ when incubated for one hour with

NS3pro (Fig. 4E).

Until this point, we have evaluated the effects of the NS3 protease domain on mitochondria

function. However, the protease domain alone has never been observed during a natural
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infection. Thus, we evaluated the effect of the full-length recombinant NS3, containing both
protease and helicase domains (NS3prohel), in pyruvate/malate- and succinate-linked oxygen
consumption. Our results showed that NS3prohel did not significantly impair the OCR associated
with pyruvate/malate but decreased succinate-induced OCR in about 31%, similarly to the
proteolytically-inactive NS3proS135A (Fig. 4F). Therefore, the effects of NS3 on succinate-linked
respiration, which seem to be dependent on cytochrome c and occur in a protease-independent

manner, are more likely to be relevant physiologically.

Full-length NS3 impairs succinate-induced oxygen consumption in mitochondria of permeabilized

cells

In the results described so far, we showed that DENV NS3 potentially alters mitochondrial
metabolism. To confirm whether NS3 is capable of triggering the same effect within the cell, we
overexpressed the intact NS3 in HEK293T cells to evaluate its effects on mitochondrial
respiration. Unfortunately, the transfection efficiency was low, although we could see a time-
dependent cellular increase in NS3 expression by western blotting (Fig. 5A). Only about 20% of
the cells were positive for NS3 24h after transfection (Fig. 5B). The low NS3 expression in
transfected cells was not due to an increased cell death in NS3-expressing cells since we did not
observe differences in viability between the empty vector control cells transfected or NS3-
transfected cells (Fig. 5C). It is possible that cells possess innate immune mechanisms that block
NS3 expression or target NS3 to degradation and that, during a natural infection, these
mechanisms are at least partially counteracted by other viral proteins or are not effective in the

viral replication site.

Although the efficiency of expression was low, we proceeded with high resolution respirometry
experiments in intact and in permeabilized cells transfected with NS3 or the empty vector
control. In this condition, we did not observe any change in mitochondrial respiration using intact
cells (Fig. 5D). Noteworthy, although the number of NS3-positive cells was limited, we observed

a slightly, but significant decrease (of 8% on average, p=0.0365) on succinate-induced, but not on
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pyruvate/malate-induced respiration, in mitochondria of NS3-expressing permeabilized cells (Fig.
SE). These data indicate that the expression of DENV NS3 alone is able to at least partially

recapitulate the effects of recombinant NS3pro and NS3prohel in isolated liver mitochondria.

Discussion

Dengue virus infection is known to elicit a variety of metabolic alterations in the host cells,
including changes in the preference for oxidizing energetic substrates in mitochondria (4,6). The
data presented here suggest that DENV NS3 may be one of the molecular players that mediate
the metabolic alterations in DENV-infected cells by directly interfering with the mitochondrial
ETS capacity in a substrate-specific manner. NS3 remarkably impaired the succinate-linked
mitochondrial respiration in a protease-independent manner, while pyruvate/malate-induced
oxygen consumption is not only less affected but also dependent on NS3 protease activity. More
intriguingly, we found that NS3 suppresses succinate-induced, but not pyruvate/malate-induced,
oxygen flux by interfering with cytochrome c function, suggesting that the viral protein targets

specific cytochrome ¢ pools in mitochondria.

NS3 protease activity is only fully active when interacting with NS2B (8,17). Importantly, NS2B
was not found among the six DENV proteins (NS3, NS1, NS2A, NS4A, NS5, and E) we identified in
the mitochondrial fraction of infected cells, suggesting that, when localized in this organelle, NS3
performs other functions than those requiring its proteolytic activity. Thus, in the context of
infection, the NS3 effect on succinate-linked mitochondrial respiration is likely more relevant

than that caused by pyruvate/malate-induced oxygen consumption.

NS2B is an integral ER membrane protein shown to be essential for recruiting Zika virus (also a
flavivirus) NS3 to the viral replication complex (18). Although most DENV NS3 also associates with
the ER during infection (19), it possesses a mitochondrial import signal, allowing it to be imported

into the mitochondrial matrix (14). In agreement, NS3 was found to be enriched in the

10

121



N b b cud b oud e ub wab b wsd
CWONOTUVAWN=—=OVONOUVAEWN =

O\O\O\O\O\O\U’U‘U‘U\U’U‘MU‘MU‘#&&A&&&&&&WWWWNWWN&H&HNNNNNNNNN
VAEWN=OWVWRONOULVABWN=OWONOWOV WN=OWONOTUNAWN=—=OWOLONOUVEWN =

mitochondria fraction of infected cells (20,21). These studies support that, besides its role during
viral replication, NS3 of flaviviruses are also addressed to mitochondria, where they would play
other functions. Our findings are the first to demonstrate that NS3 modulates mitochondrial

metabolism directly, interfering with components of the ETS.

We showed that NS3 impairs succinate-driven mitochondria respiration in a cytochrome c-
dependent manner. At first glance, this finding would suggest that NS3 induces cytochrome ¢
release from mitochondria by altering the permeabilization of the mitochondrial outer
membrane. This mechanism has been described for other viruses that induce apoptosis in
infected cells (22). For instance, hepatitis C virus NS3/NS4A proteins cause the translocation of
the pro-apoptotic protein BAX to mitochondria, leading to mitochondrial outer membrane
permeabilization and the release of cytochrome c, ultimately inducing apoptosis (23-25).
Nonetheless, our data do not support mitochondrial outer membrane permeabilization by DENV
NS3 since a) the mitochondrial membrane potential, typically lost during apoptosis, is preserved
in NS3pro-incubated mitochondria, b) pyruvate- and malate-linked oxygen flux is not disrupted
in mitochondria incubated with NS3prohel (suggesting that mitochondria stay functional while
succinate-induced respiration is specifically impaired), and c¢) NS3 transfection does not affect
cell viability. Thus, it is unlikely that NS3 induces a massive release of cytochrome c from
mitochondria. Instead, it is better conceivable that NS3 binds to cytochrome c, thus impairing the
electron transport. NS3 may also prevent cytochrome c association with respiratory complexes
(Ciit or CIV). If NS3 binds to cytochrome c, this event may also represent a virus-induced anti-

apoptotic mechanism. We aim to pursue these possibilities in future studies.

A question that remains enigmatic is why NS3 specifically affects the cytochrome ¢ pool that
transports electrons from succinate. There are possible explanations for that, such as a) the
existence of distinct cytochrome c pools in mitochondria that associates independently to
different respiratory complexes, b) NS3 may interfere with regulatory factors that facilitate
electron transport through CllI-CIV pools that preferentially receive electrons from CllI, rather

than interfering with cytochrome c directly, and c) the existence of different mitochondria
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subpopulations within the liver that are more enriched in Cll and more prone to the NS3 actions.
Current structural and functional information about mitochondrial ETS supports the two first
possibilities. Differently from what has been believed some decades ago, now it is known that
the respiratory complexes are constantly assembling and disassembling in dynamic
supramolecular structures of defined stoichiometry, the respiratory supercomplexes (SC) (26).
Possible supramolecular assemblies include the N-respirasome (SC I+lll;+1V1.5), Q-respirasome
(SC Il + 1V and SC lllz +1V2), Clllz, CIV2, and many others (26). In 2013, Lapuente-Brun et al.
demonstrated that the association of respiratory SC define specific pools of ubiquinone and
cytochrome c linked to different CIV populations, those receiving electron exclusively from NADH
(Cl-containing SC), other receiving electrons from FAD-dependent enzymes, and another
receiving electrons from both NADH and FAD. These different CIV populations allow
mitochondria to oxidize multiple substrates simultaneously, minimizing competitive inhibition
between pyruvate and succinate utilization (27). They have also demonstrated that modulating
SC assembly is a mechanism through which cells adapt to oxidize different substrates according
to the metabolic state (27). Thus, it is possible that NS3 only interferes with CIV-linked
cytochrome c pools that receive electrons from FAD-dependent enzymes (such as succinate
dehydrogenase), where it is presumably more accessible to NS3. At the same time, those
participating in Cl-containing SC would be less exposed and/or less vulnerable to the NS3 actions,
maybe by hysteric hindrance. Alternatively, NS3 could alter SC formation by modulating
supercomplex assembly factors. Whatever the mechanism is, by targeting succinate-linked
respiration specifically, DENV NS3 may be altering the source of carbons for oxidative metabolism

in the infected cells.

Other DENV proteins were shown to localize in mitochondria. One example is the NS4B protein,
which inhibits the activation of the mitochondrial fission factor DRP1, inducing mitochondrial
elongation and, thus, favoring the oxidative metabolism in infected cells (20,21). Our data
suggest that NS3 may also contribute to metabolic reprogramming during DENV infection. The

overall outcomes of the infection on cellular metabolism may mask the actions of each viral
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protein individually. However, it is crucial to discriminate each protein's effects separately to

uncover new functions and potential targets for therapeutic interventions.

Experimental procedures

Proteomics screening

Huh7 cells were plated in 150cm? bottles (2x107 cells), infected with DENV serotype 2 (strain
16681) using a multiplicity of infection (MOI) of 1 or subjected to simulated infection (mock).
After 24h infection, the cells were collected and lysed with a Potter-Elvehjem type homogenizer
(Sigma- Aldrich, Missouri, USA). The cell lysate was centrifuged at 700 g, for 10 min, at 4°C, to
remove cell debris. The supernatant was collected and subsequently centrifuged at 15000g, for
10 min, at 4°C, to precipitate the enriched mitochondria fraction. For the isolation of
mitochondria, we standardized a method using sucrose gradient based on a well-established
protocol (28). Briefly, we reduced the rotation speed, and compensated for this change with an
increase in the centrifugation time. The enriched fraction of mitochondria was deposited on a
discontinuous sucrose gradient of 1.7 M under 1.0 M and centrifuged at 17,000 g, for 80 min, at
4°C.

The dry samples were incubated for 12h, at 37°C, under agitation (200 rpm), in a solution
containing 0.2% of RapiGest™ (Waters, Massachusetts, USA), and submitted to sonication in bath
for 30 min, followed by centrifugation (12,000 rpm, for 1 min, at room temperature). After these
steps, each sample was filtered and desalted using Centriprep® of 3 kDa (Merck Millipore,
Massachusetts, USA). The samples were washed 3 times with 500 pl of NH4HCO3, and the
retained volume was dry using a Speed-Vac system. Each sample was resuspended in a solution
containing 0.2% of RapiGest™, followed by digestion steps according to the manufacturer's
instructions. The tryptic peptides, in triplicate, were loaded on a Waters nanoAcquity system
(Waters). In total, 9ul of the samples were injected (3ul each time) and desalted online, using a
Waters Symmetry C18 180 um X 20 mm 5 pum trap column. By using an HSS T3 130 C18 150 pm

X 75 mm, 1.7 um column (Waters), a liquid chromatography step was performed using a 0.5
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ul/min mobile phase flow with a linear gradient from 3-40% of acetonitrile containing 0.1%
formic acid across a 210 min running time. Electrospray tandem mass spectra were recorded
using a Waters SynaptTM G1 HD/MS High-Definition Mass Spectrometer (Waters, Manchester,
UK) interfaced with the nanoAcquity system capillary chromatography. The parameters used
during the experiments were: 3000 V for ESI voltage, source temperature of 80 °C, and cone
voltage of 35 V. MassLynx data system (Version 4.1, Waters) was used for data acquisition and
instrument control and performed by scanning from a mass-to-charge ratio (m/z) of 50-2000,
using a scan time of 1.0 s. MSE acquisition (Waters, Milford, MA) was performed with collision
energy alternating between 6 V in low energy and ramped from 12-40 V in high energy, using
argon as the collision gas at a pressure of 1 bar. All data were processed using the Progenesis QI
for proteomics version 2.0 software platform (Nonlinear Dynamics, Waters, Manchester, UK).
The exact masses were determined using the Q-Tof's LockSpray™ of GFP reference ion 785.8426
m/z. Raw data were searched in Progenesis against Databank_Human_DENV-strain_fasta (strain
16681) Uniprot non-reviewed protein Database (downloaded in 2019, 40734 sequences),
including reversed sequences, human keratin proteins and Sus scrofa Trypsin as possible
contaminants. Cysteine carbamidomethylation was set as fixed modification, oxidation of
methionine was set as variable modification, and peptide and fragment tolerance were set as 10
ppm and 20 ppm, respectively, with the following ions requirements: two fragments peptide, five
fragments protein, and one peptide. The false discovery rate was set to less than 1%, and the
quantified proteins, with a p-value lower than 0.05 for ANOVA, were considered a reliable

identification for relative normalized abundance analysis.

NS3 expression and purification

Escherichia coli BL21 (DE3) were transformed with pET32a(+)_NS3pro (Biomatik, Ontario,
Canada) containing residues 1 to 180 corresponding for the NS3 protease domain; or
pET32a(+)_NS3proS135A, with the serine 135 of the catalytic triad replaced by an alanine, which
makes the protease inactive; or pET32a(+)_NS3prohel containing residues 1 to 618
corresponding to full length NS3. Bacteria were grown in M9 minimal medium containing 100

ug/mL of ampicillin. Protein expression was induced with 0.6 mM IPTG when the optical density
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reached 0.6-0.7 at 600 nm. After 18h of induction at 18°C, cells were pelleted and resuspended
in buffer A (50 mM Tris-HCI [pH 8], 500 mM Nacl, 20 mM imidazole, 10% glycerol) and lysed by
sonication. The lysate was centrifuged at 12,000 g, for 60 min, at 4°C. The supernatant containing
the expressed proteins was collected, filtered using a 0.22 um filter, applied to HisTrap FF column
(GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA) and purified by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC) using the buffer A for equilibration and buffer B (50 mM Tris-HCl [pH 8],
500 mM Nacl, 500 mM imidazole, 10% glycerol) for elution. Proteins were eluted with a 20-500
mM linear imidazole gradient. For NS3prohel purification, an additional gel filtration step was
performed using a Sephacryl S-100 column (Cytiva, Massachusetts, USA). The eluates containing
the recombinants proteins were placed in Amicon Ultra-4 3K centrifugal filter device (Merck
Millipore), dialyzed with buffer C (Tris 50 mM [pH 8], NaCl 150 mM, glycerol 5%), and later with
buffer D (Tris 50 mM [pH 8], 5% glycerol, 5% ethylene glycol). The samples were then stored at -
80°C and their purity confirmed by 15% SDS-PAGE (Fig S1, Supporting information).

Mitochondria isolation

Male C57BL/6 mice aged 12-20 weeks were euthanized by cervical dislocation and the liver was
quickly collected to perform mitochondria isolation. The experiments were approved by the
Committee on Ethics in Animal Use (CEUA) in Scientific Experimentation of the Health Sciences
Center of the Federal University of Rio de Janeiro (protocol No. 046/22). Mitochondria isolation
was performed using a method previously described (29), with some adaptations. Briefly,
isolation was performed in isolation buffer (0.1 M Tris/MOPs [pH7.4], 0.1 M EGTA/Tris [pH7.4], 1
M sucrose) using Potter-Elvehjem homogenizer (Sigma-Aldrich) on ice. The liver homogenate was
centrifuged at 700 g, 4°C, 10 min, the supernatant was collected and centrifuged at 7000 g, 4°C,
10 min, forming a mitochondria pellet. The pellet was washed in ice-cold isolation buffer and
centrifuged at 8500 g, 4°C, 10 min. The isolated mitochondria were then kept on ice until use and

the protein concentration of the samples was evaluated by Bradford.

High resolution respirometry
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Mitochondrial oxygen consumption (OCR) rates were assessed by high-resolution respirometry
using the Oxygraph-2k system (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) and DatLab 7.4.0.4
software (Oroboros Instruments). All experiments were conducted at 37°C, at 750 rpm agitation
rate and 2 mL final volume per chamber. In the experiments with isolated mitochondria, 300 pg
of mitochondria were incubated with NS3pro, NS3proS135A, NS3prohel or, as a control, with
buffer in which the recombinant proteins were diluted (50 mM Tris [pH 8], 5% glycerol and 5%
ethylene glycol), in MIR0S, supplemented with 2 mM ATP and 10 mM succinate, for 1 h, on ice.
The respirometries were performed with 50 pg of sample per chamber. Different substrates and
inhibitors (Sigma-Aldrich) were added in the concentrations and orders described below. For
concentration curve assays: 5 mM malate, 10 mM pyruvate, 10 mM succinate, 2.5 mM ADP, 1
UM cytochrome C, 0.25 uM rotenone, and 0.5 mM antimycin. For complexes I+11+IV assays: 5 mM
malate, 10 mM pyruvate, 2.5 mM ADP, 1 uM cytochrome C and 0.25 uM rotenone. For complexes
II+11+1V assays: 5 mM malate, 0.25 uM rotenone, 10 mM succinate, 2.5 mM ADP, 1 uM
cytochrome C and 25 mM malonate. For complex IV: 1 mM ascorbate, 1 mM TMPD, 1 uM
cytochrome C and 1.5 mM KCN. In HEK293T transfected cells experiments, 24h pos transfection
2x10° cells were suspended in MIRO5 medium, added to each chamber and permeabilized with
digitonin at a final concentration of 10 pg/mL. Oxygen consumption was evaluated in the
presence of the following substrates and inhibitors: 5 mM malate, 10 mM pyruvate, 2.5 mM ADP,
0.25 uM rotenone, 10 mM succinate and 25 mM malonate. In assays with intact HEK293T
transfected cells, 24h pos transfection 2x10° cells were suspended in DMEM (Gibco) and placed
in the chambers. Then, oxygen consumption was evaluated with the addition of 0.25 nM
oligomycin, followed by titration of FCCP 0.05 to 0.9 uM, 0.25 puM rotenone and 0.5 mM

antimycin.

Blue native PAGE

Mitochondria samples (300 pg of protein) were diluted in a final volume of 100 L in phosphate
buffered saline, PBS, containing protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) and lysed with n-
dodecyl B-D-maltoside, DDM (Sigma-Aldrich), in a final concentration of 1%, for 15 min, on ice.

Then, were centrifuged at 2000 g, 4°C, for 20 min. Supernatant was collected and 10 pL of sample
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buffer (2 M aminocaproic acid, 500 mM Bis-Tris, 100 mM EDTA, 2% comassie G-250, pH 7) was
added. 5 pL of sample was loaded in NativePAGE 4-16% Bis-Tris gels (Invitrogen, Massachusetts,
USA) and electrophoresis was performed with anode buffer (Bis-Tris 50 mM, pH 7) and blue
cathode buffer (15 mM Bis-Tris, 50 mM tricine, 0.02% comassie G-250, pH 7) at 6A constant
amperage on ice. After two-thirds of the run, the blue cathode buffer was replaced with cathode

buffer without G-250 comassie until electrophoresis end.

Mitochondrial membrane potential

The mitochondrial membrane potential (Ay)) was analyzed using safranin O (Sigma-Aldrich), a
lipophilic cationic dye that self-quenches its fluorescence through its potential-dependent
distribution between the external environment and the intramitochondrial compartment. The
assay was carried out in a Varian Cary Eclipse fluorometer (Agilent, California, USA), with an
excitation wavelength of 495 nm, an emission wavelength of 587 nm and high-speed stirring at
37°C. The cuvettes were prepared with 1 mL of MIR05, 50 pg/mL of isolated liver mitochondria
incubated or not with NS3pro and 0.5 uM safranin O. The assay started with the addition of 5
mM malate, 10 mM pyruvate and 10 mM succinate, followed by the addition of 200 uM ADP, 0.1
ug /mL oligomycin and 0.05 uM FCCP. The calculation of the membrane potential is carried out
by subtracting the value of the maximum membrane potential induced by the addition of
oligomycin (hyperpolarization) from the minimum value induced by the depolarization with

FCCP.

Succinate dehydrogenase (SDH) activity

The activity of the SDH enzyme was performed with extracts of mitochondria isolated from the
liver of mice incubated or not with NS3pro using an adapted procedure previously described (30).
Briefly, SDH activity was determined using 2,6-dichlorophenolindophenol, DCPIP (Sigma-Aldrich),
an artificial electron acceptor. The assay was conducted in 96-well plates using the SpectraMax
M5 (Molecular Devices, California, USA). Approximately 20 pg of isolated mitochondria were
added to the wells and the reaction was started by adding 200 pl of reaction buffer (20 mM
phosphate buffer [pH 7], 0.1% Triton X-100, 4 mM sodium azide, 5 mM succinate, 300 mM
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DCPIP). The plate was shaken for 10 s, the DCPIP reduction was monitored for 3 min at 600 nm,
35°C. The activity calculation was performed using the reduced DCPIP absorption coefficient

(21.0 mM~L.cm™?) and normalized by the protein concentration of each sample.

Transfection

HEK293T cells were cultured in DMEM (Gibco, Massachusetts, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum, FBS (Gibco), penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL, HEPES 2 g/L and
NaHCO3 2.2 g/L, in a humid CO: incubation chamber, at 37°C. The cells were transfected with
pcDNA3.1_NS3 (Biomatik, Ontario, Canada) coding the residues 1 to 618 of NS3 and PEI MAX 40K
(Polysciences, Warrington, USA) in a 3:1 ratio of PEI to DNA. As a control, we used the empty
vector pcDNA3.1_¢. PEI:DNA complexes were prepared in Opti-MEM (Gibco) with 0.5 pg of
plasmid DNA per cm? of culture surface area, incubated for 20 min at room temperature, and

added to the cell culture. After 12h, the culture medium was replaced by fresh medium.

Western blotting

HEK293T cells after different times of transfection with pcDNA3.1_NS3 were lysed with lysis
buffer A (20 mM HEPES, 150 mM Nacl, 1.5 mM MgCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol and 1% Triton
X-100) containing protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Proteins present in the cell extract
were resolved by 15% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad,
California, USA). The membrane was blocked for 1 h by incubation in TBS-T with 5% skim milk.
Next, probe with anti-NS3 antibody (GeneTex, California, USA) at 1:4000 dilution for 1 h and anti-
rabbit antibody IRDye®800CW (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA) at 1:25000 dilution for 1h.
After incubation with each of the mentioned antibodies, the membrane was washed three times
with TBS-T for 10 min. For loading control, the membrane was incubated with anti-GAPDH
antibody (Merck Millipore) at 1:10000 dilution for 1h and anti-mouse antibody IRDye®800CW (LI-
COR Biosciences) at 1:15000 dilution for 1h. The membrane was washed after the incubations as
described above and developed on Licor Odyssey Scanner (LI-COR Biosciences). The intensity of
the bands was quantified using the Imagel/Fiji program (Rasband, 1997-2018) and normalized by
the intensity of the GAPDH bands.
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Immunofiuorescence

HEK293T cells were grown in 6-well coverslip plates (1x10° cells per well) and transfected. After
different transfection times, the cover slips were removed from the plates and fixed with a 4%
formaldehyde solution in PBS for 15 min, permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 7 min and
incubated with blocking solution (PBS with 1% BSA) for 1h. After blocking, the cells were
incubated with anti-NS3 antibody (GeneTex) at 1:1000 dilution and goat anti-rabbit-Alexa Fluor
488 antibody (Life Technologies, California, USA) at 1:800 dilution. Both antibodies were diluted
in blocking buffer and incubated for 1h. After the incubations, three washes with PBS were
performed. Cells were stained with DAPI (Invitrogen) for 10 min. Then analyzed by fluorescence
optical microscopy using the Olympus IX81 microscope and the CellSens Standard program

(Olympus, Tokyo, Japan).

Cell viability by MTT reduction

HEK293T cells were seeded in 24-well plates (7x10* cells per well), transfected with
pcDNA3.1_NS3 or pcDNA3.1_ ¢ and after different transfection times incubated with a 3-(4,5-
dimethyl-2-bromide solution) thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium (MTT) 0.5 mg/mL (USB,
Ohio, USA) in DMEM (Gibco). The test is based on the fact that MTT is reduced in viable cells,
forming crystals of formazan, whose solubilization allows analysis by spectrophotometry. After
2h of incubation, the MTT solution was discarded, and the formazan crystals were solubilized in
200 pL of DMSO. The absorbance of the samples was analyzed at 570 nm in the SpectraMax M5

reader (Molecular Devices).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, California,
USA) and data expressed as mean + standard error of mean. Differences between means were
compared using One-way ANOVA with Sidak's post hoc test or Student's t-test. Results with

p<0.05 were considered statistically significant.
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Figure legends

Fig 1. Proteomics screening of isolated mitochondria from DENV-infected Huh7 cells. (A) Pie
chart showing the percentage of DENV peptides identified by mass spectrometry. (B) NS3
sequence with the identified peptides highlighted in dark grey corresponds to a coverage of
46.60% of the protein (288 out of 618 aa). Uniprot informations: Entry: P29990; Entry name:
POLG_DEN26; Protein name: Genome polyprotein; Organism: Dengue virus type 2 (strain
Thailand/16681/1984) (DENV-2); Length: 3391 aa. (C) Pie charts with the percentage of down-
regulated proteins (at least two-fold relative to mock) categorized by function (using UniProt

database) in the mitochondria of DENV-infected cells.

Fig 2. DENV NS3pro impairs mitochondrial respiration. (A) Scheme of the DENV polyprotein
highlighting the NS3 peptide and the constructs used in this study. The recombinant NS3pro
construct comprises residues 1-180 (green) of DENV NS3 protein and has a hexa-histidine tag
(His-tag) (light purple) and a TEV cleavage sequence (dark purple). The ribbon representation of
NS3 protein with the helicase (blue) and protease (green) domains, highlighting the catalytic triad
composed of histidine at position 51 (orange), aspartate at position 75 (orange), and serine at
position 135 (red), was generated with PyMOL using PDB ID: 2VBC. NS3proS135A (green
checkered) is catalytically inactive due to a substitution of serine 135 for an alanine. (B)
Representative high-resolution respirometry multi-substrate experiment with isolated
mitochondria previously incubated or not with the indicated concentrations of NS3pro. (C)
Oxygen consumption rate (OCR) coupled to ATP synthesis. (D) Proton leak respiration. (E)
Respiratory control ratio (RCR). (F) Membrane potential of isolated mitochondria incubated or
not with 300nM and 600nM NS3pro. (G) Blue-Native PAGE of isolated mitochondria protein
extracts incubated or not with 300nM and 600nM NS3pro. The estimated positions of the
complexes are indicated. All data were expressed as mean * standard deviation. *, p<0,05; **,

p<0,01; ***, p<0,001.
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Fig.3 NS3pro affects malate/pyruvate and succinate oxidation by different mechanisms. (A)
Illustrative scheme of the electron transport system (ETS) with substrates and inhibitors used in
the high-resolution respirometry experiments of this study. Electrons (e-) were represented in
orange, and ubiquinone (Q) in dark grey. Flat-tipped arrows in dark red indicate inhibition. The
structure of the respiratory complexes was generated with PyMOL using PDB IDs: 3M9S, 3AEF,
1NTM, 3ZCF, 2Y69, and 5ARE. (B) RCR of isolated mitochondria incubated or not with NS3pro or
NS3proS135A using malate/pyruvate as substrates (C) RCR using succinate as substrate. Data

were expressed as mean * standard deviation. **, p<0.005; ****, p<0.0001.

Fig. 4 NS3pro impairs a specific cytochrome ¢ pool when succinate is used as substrate. (A)
Complex IV-associated oxygen consumption rates using TMPD/ascorbate as electron donor. (B)
Succinate dehydrogenase activity in protein extracts of isolated mitochondria incubated or not
with NS3pro. Data expressed as mean * standard deviation. *, p=0.0124. C) Representative high-
resolution respirometry experiments using the indicated substrates. Notice the differential
response to cytochrome c¢ when malate/pyruvate or succinate are used as substrates. (D)
Changes in oxygen consumption rates with different substrates in the presence or absence of
cytochrome c. Data were expressed relative to non-treated control in presence of cytochrome c.
*, p<0.05; **p<0.009. (E) SDS-PAGE of recombinant cytochrome c previously incubated with 300
nM NS3pro (1:1 molar ratio) for 30 min at 37°C or 1 h on ice, as indicated. (F) Changes in RCR of
isolated mitochondria incubated or not with full-length NS3 (NS3prohel) using malate/pyruvate
or succinate as substrates. Data were expressed relative to non-treated control. ***, p=0,0006.

Data represented as mean + standard deviation.

Fig. 5 Succinate oxidation, but not malate/pyruvate, is also impaired in HEK293T cells
expressing the full-length NS3. (A) Western blotting and the densitometric quantification of the
bands from independent experiments (below) in HEK293T total protein extracts transfected with
pcDNA3.1_NS3 collected 12h, 18h, and 24h post-transfection. The NS3 protein has 70 kDa and is
seen in green. The 37 kDa GAPDH protein, shown in red staining, was used as the loading control.

MW: Molecular weight standard. *, p=0.0171 (comparison between 12 and 24h). (B)
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Immunofluorescence microscopy in NS3-transfected HEK293T cells using an anti-NS3 antibody
(green) and nucleus-staining probe DAPI (blue). Magnification of 20x. The scale bar corresponds
to 50 um. CTL: transfection control (empty vector). The graph (upper right) shows the percentage
of cells with positive staining for NS3 at different times post-transfection. *, p=0.0209
(comparison between 18 and 24 hours). (C) Cell viability relative to the transfection control
(empty vector), analyzed by MTT reduction assay. (D) Oxygen consumption rates of intact cell
suspensions in DMEM medium. (E) Coupled respiration of digitonin-permeabilized cells (in MIRO5
respiration medium) using the indicated substrates. The control (blue) represents HEK293T cells
transfected with the empty vector, and NS3-transfected is in orange. *, p=0.0365. All data were

expressed as mean * standard deviation.
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Table 1

Table 1.

Peptide sequence
AELEDGAYR
AGNDIAACLSKNGK
AVQTKPGLFK
CMKPVILTDGEER
DLISYGGGWK
DPFPQSNAPIIDEEREIPER
EGEEVQVLALEPGKNPR
EKVDAIDGEYR
RGDLPVWLAYR
GILGYSQIGAGVYK
IEPSWADVK

IYSDPLALK
LEGEWKEGEEVQVLALEPGK
LTIMDLHPGAGK
MLLDNINTPEGIIPSMFEPEREK
NNQILEENVEVEIWTK
RLTIMDLHPGAGK
RYLPAIVR
SIEDNPEIEDDIFR
SWNSGHEWVTDFKGK
TLILAPTR

TTFVDLMRR

TVWFVPSIK
VAAEGINYADRR
WCFDGVK

YQTPAIR

AHEEGICGIR

ASFIEVK
CGSGIFITDNVHTWTEQYK
LENLMWK

LITEWCCR
QITPELNHILSENEVK

NLAGPVSQHNYRPGYHTQITGPWHLGK

LTIMTGDIK
SHTLWSNGVLESEMIIPK
SLRPQPTELK
TDWIPLALTIK
GLNPTAIFLTTLSR
TDWIPLALTIK
VRPTFAAGLLLR
CPTQGEPSLNEEQDKR

DSPVNIEAEPPFGDSYIIIGVEPGQLK

ETLVTFK

GGIVTCAMFR
GSSIGQMFETTMR
HSMVDRGWGNGCGLFGK

ITPQSSTTEAELTGYGTVTMECSPR

LITVNPIVTEK
NKPTLDFELIK
EAVEDSRFWELVDK
EDQWCGSLIGLTSR
EGGAMYADDTAGWDTR
GSRAIWYMWLGAR
LQSGVDVFFIPPEK
NIGIESEIPNLDIIGK
TPVESWEEIPYLGK
NPTVDGITVIDLDPIPYDPK
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Peptide length (aa)
9

14
10
13
10
20
17
1
1
14
9
9
20
12
23
16
13
8
14
15
8
9
9
12
7
7
10

Protein

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Serine protease NS3

Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 1
Non-structural protein 2A
Non-structural protein 2A
Non-structural protein 2A
Non-structural protein 2A

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

Envelope protein E

RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
RNA-directed RNA polymerase NS5
Non-structural protein 4B
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