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PRESS RELEASE 

A dengue é uma das principais doenças transmitidas por mosquitos a seres humanos, que apesar 

de antiga, é pouco compreendida. Ela é causada pelo vírus da dengue (DENV). Todos os anos, 

milhões de casos da doença são registrados mundialmente. A infecção pelo DENV é na maioria 

das vezes assintomática, mas a doença pode evoluir para casos graves e levar à morte. Em 2022, 

mais de 1000 mortes foram registradas no nosso país. Infelizmente, até presente momento, a 

doença não possui tratamento específico e nem uma vacina amplamente distribuída. O 

agravamento da dengue envolve a resposta imune e metabólica do indivíduo.  Durante a 

infecção, algumas alterações no metabolismo celular ocorrem, sendo o fígado um órgão muito 

afetado. Em nosso trabalho, nós analisamos alterações no metabolismo causadas pelo DENV 

em mitocôndrias do fígado. O metabolismo é um conjunto de reações químicas que fornece 

energia para o funcionamento do organismo e as mitocôndrias são organelas celulares centrais 

nesse processo. Buscamos entender como o DENV pode modificar o metabolismo e 

observamos que algumas proteínas celulares têm seus níveis reduzidos durante a infecção. Parte 

dessas proteínas compõem o sistema de transporte de elétrons da mitocôndria. Esse sistema é 

responsável pelo consumo do oxigênio durante a respiração celular, processo no qual os 

nutrientes (substratos energéticos) que consumimos fornecem a energia necessária para o 

funcionamento das células, e consequentemente, do organismo. Vimos que uma das proteínas 

virais, a proteína não estrutural 3, NS3, promove a diminuição da utilização de alguns substratos 

energéticos fornecidos para as mitocôndrias, levando à uma redução do consumo de oxigênio 

por essas organelas. Esse efeito foi variável de acordo com o substrato que é fornecido para a 

mitocôndria. Além disso, vimos que quando fornecemos citocromo c, que também faz parte do 

sistema de transporte de elétrons, para as mitocôndrias, o efeito observado é revertido, o que 

indica que NS3 pode atuar sobre essa molécula e assim diminuir o consumo de oxigênio das 

mitocôndrias. Esses achados são importantes para entender como o DENV causa mudanças no 

metabolismo celular, indicando que NS3 pode causar uma parte delas. Entender as alterações 

que ocorrem durante a infecção pode contribuir para o desenvolvimento de terapias anti-DENV.  
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RESUMO 

 

Sousa, Bruna Guedes. Estudo do papel da proteína NS3 do vírus da dengue no metabolismo de 

células humanas. Alterações metabólicas induzidas pela proteína NS3 do vírus da dengue. Rio 

de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em Ciências-Microbiologia), Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

A dengue é responsável por um número significativo de casos e mortes todos os anos 

mundialmente e atualmente não possui tratamento específico. Estudos indicam uma relação 

entre o metabolismo da célula hospedeira e a replicação do vírus da dengue (DENV), incluindo 

nossa observação prévia de que a infecção pelo DENV afeta a bioenergética mitocondrial. Foi 

demonstrado que a proteína não estrutural 3 (NS3) do DENV possui um peptídeo sinal de 

importação para a mitocôndria. Os mecanismos pelos quais o DENV modula o metabolismo 

celular são pouco conhecidos e faltam evidências do papel de NS3 nesse contexto. Para 

investigar isso, realizamos uma varredura por proteômica com mitocôndrias isoladas de células 

Huh7 infectadas pelo DENV. De todos os peptídeos virais identificados na fração mitocondrial, 

44,4% pertenciam à NS3, sugerindo que NS3 está localizada na mitocôndria durante a infecção. 

Em seguida, investigamos possíveis papéis de NS3 no metabolismo mitocondrial. Usando um 

protocolo de respirometria multi-substrato, observamos a diminuição da respiração acoplada e 

da razão de controle respiratório (RCR) em mitocôndrias incubadas com o domínio protease de 

NS3 (NS3pro). Ao avaliar a utilização de cada substrato individualmente, NS3pro diminuiu o 

RCR associado à malato/piruvato (40,6%), palmitoil-carnitina (53,2%) e succinato (56,2%). No 

entanto, o domínio de protease cataliticamente inativo, NS3proS135A, não prejudica a taxa 

respiratória 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 respiratória associada ao 

succinato, mas não a piruvato/malato ou palmitoil-carnitina, também foi observado com 

mitocôndrias incubadas com NS3 inteira (contendo todos os domínios) e células transfectadas 

com NS3. NS3pro não compromete a integridade da membrana interna mitocondrial, uma vez 

que não houve diferença na capacidade de formação de potencial da membrana mitocondrial 

entre o controle e as mitocôndrias incubadas com NS3. Além disso, nem a função dos 

complexos mitocondriais II e IV foi diretamente afetada pela incubação com NS3pro, indicando 

que outros componentes do sistema transportador de elétrons são afetados por NS3pro. A 

suplementação com citocromo c restaurou o consumo de oxigênio para níveis do controle na 

presença de succinato, mas não com outros substratos. De modo geral, mostramos que NS3 

afeta o metabolismo mitocondrial de forma substrato-específica, afetando a taxa respiratória 

associada succinato de maneira dependente do citocromo c e independente de sua atividade 

protease. Esses achados elucidam novas potenciais funções de NS3 na reprogramação 

metabólica que ocorre durante a infecção pelo DENV. 

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

Sousa, Bruna Guedes. Estudo do papel da proteína NS3 do vírus da dengue no metabolismo de 

células humanas. Alterações metabólicas induzidas pela proteína NS3 do vírus da dengue. Rio 

de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em Ciências-Microbiologia), Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes, 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 II 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. INTRODUÇÃO  

1.1. Dengue  

A dengue é uma arbovirose de alta incidência em humanos e representa um grande 

problema de saúde pública. Estima-se que metade da população mundial corre o risco de 

contrair a doença (Word Health Organization, 2022). A dengue é causada pelo vírus da dengue, 

da família Flaviviridae, transmitido principalmente por fêmeas do mosquito Aedes aegypti 

(Guzman et al., 2016). Além do A. aegypti, A. albopictus, A. polynesiensis e espécies do 

complexo A. scutellaris também podem transmitir o DENV (Word Health Organization, 2009), 

o que contribui para uma grande distribuição geográfica da doença. Atualmente 129 países são 

afetados na África, Américas, Mediterrâneo Oriental, Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental 

(Figura 1), e estima-se que ocorram de 100 a 400 milhões de infecções anuais pelo DENV 

(Word Health Organization, 2022).  

 

 

Figura 1. Ocorrência global da dengue.  O mapa ilustra a distribuição global da dengue, assim como, o número 

de infecções em 2019. A dengue é endêmica em regiões da África, das Américas, do Mediterrâneo Oriental, do 

Sudeste Asiático e do Pacífico Ocidental (Adaptado de Our World In Data. Disponível em: 

https://ourworldindata.org/grapher/dengue-incidence?time=latest. Data de acesso: 14/01/2023). 
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O Brasil possui o 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 milhão casos prováveis e 978 óbitos em decorrência da doença no país (Secretaria de 

Vigilância em Saúde − Ministério da Saúde, 2022).  

Além do impacto na saúde da população, a dengue também afeta a economia do país. 

Estima-se que 3 bilhões de dólares sejam gastos anualmente nas Américas com a doença, sendo 

o Brasil responsável por 46,6% dos gastos (Laserna et al., 2018).  

Os sintomas clínicos mais comuns da dengue incluem manifestações leves, mas 

debilitantes, como febre, dores musculares e articulares, dor de cabeça e erupção cutânea 

(Guzman et al., 2016; Khanam et al., 2022). Alguns indivíduos desenvolvem formas mais 

graves da doença, como a febre hemorrágica da dengue e a síndrome 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 evoluíram de um ancestral comum (Wang et al., 2000). As 

formas graves de dengue são mais frequentes em infecções secundárias causadas por um 

sorotipo do DENV diferente do da infecção anterior (Murphy e Whitehead, 2011; Khanam et 

al., 2022). Devido a existência desses sorotipos distintos e ao aumento do risco de progressão 

para doença grave associada a infecções secundárias, o desenvolvimento de vacinas é 

desafiador. Até o presente momento nenhuma vacina para uso generalizado está disponível e 

não há tratamentos antivirais específicos contra o DENV (Silva e Fernandez-Sesma, 2023). 

Portanto, é crucial continuar a pesquisa para descobrir alvos terapêuticos que possam atenuar o 

impacto da dengue. 

 

1.2. Vírus da Dengue  

 1.2.1. Estrutura viral 

O DENV consiste em uma partícula de cerca de 50 nm de diâmetro. Em sua superfície 

são encontrados homodímeros da proteína de envelope e proteínas de membrana ancorados em 

uma bicamada lipídica derivada da célula hospedeira. Na parte interna da partícula encontra-se 
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o nucleocapsídeo composto de RNA genômico associado a homodímeros da proteína capsídeo 

(Perera e Kuhn, 2008; Cruz-Oliveira et al., 2015) (Figura 2).  

 

Figura 2. Estrutura do DENV. Representação esquemática da estrutura do DENV composta de um envelope 

lipídico (em laranja) em cuja superfície estão ancorados homodímeros da proteína de envelope (em verde) e 

proteínas de membrana (M, em azul), envolvendo o nucleocapsídeo formado pelo RNA genômico associado à 

homodímeros da proteína capsídeo (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’ são encontradas regiões não codificantes 

(UTRs, do inglês untranslated regions), que contêm sequências conservadas que servem como 

elementos de direcionamento para sua amplificação, tradução e encapsidação (Meng et al., 

2015). O RNA viral é traduzido dando origem a uma poliproteína que é posteriormente clivada 

originando as três proteínas estruturais do vírus já mencionadas, a proteína do capsídeo (C), a 

proteína de envelope (E), a proteína precursora de membrana (PrM), e sete proteínas não 

estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Perera e Kuhn, 2008) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Representação do genoma do DENV. O RNA genômico viral serve também como RNA mensageiro, 

e codifica três proteínas estruturais, a proteína do capsídeo (C), a proteína precursora de membrana (prM) e a 

proteína de envelope (E), que compõem a estrutura viral, e sete proteínas não estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B e NS5, que estão envolvidas na replicação viral. 
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1.2.2. Mecanismo de replicação viral 

 

A replicação viral tem início com a adesão do DENV a receptores presentes na superfície 

da célula hospedeira, seguida da sua internalização por endocitose. Na vesícula endocítica, a 

proteína E passa por mudanças conformacionais devido ao baixo pH, o que permite a fusão da 

membrana endossomal com a membrana viral culminando na liberação do nucleocapsídeo para 

o citoplasma. O nucleocapsídeo dissocia-se liberando o RNA viral, que pode ser então traduzido 

no retículo endoplasmático (RE) originando a poliproteína viral. Como mencionado 

anteriormente, a poliproteína viral é clivada originando dez proteínas. As proteínas não 

estruturais e proteínas do hospedeiro agrupam-se em vesículas derivadas da membrana do RE 

formando os chamados complexos replicativos, onde a transcrição 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 intermediário dupla fita. A fita de senso negativo serve então como molde para a síntese 

de várias moléculas de RNA de senso positivo (Klema, Padmanabhan e Choi, 2015). As fitas 

de RNA viral recém-sintetizadas são empacotadas por cópias da proteína C, originando o 

nucleocapsídeo, que brota para o lúmen do RE formando partículas virais imaturas. 

Posteriormente, essas partículas virais imaturas migram pela rede trans-Golgi onde passam por 

mudanças conformacionais tornando-se maduras e são liberadas para o meio extracelular por 

exocitose (Screaton et al., 2015; Madhry et al., 2021) (Figura 4). 
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Figura 4. Ilustração do ciclo replicativo do DENV. O DENV é reconhecido por receptores na superfície da 

célula hospedeira e é internalizado por endocitose. A acidificação da vesícula endocítica permite a fusão entre a 

membrana endossomal e a membrana viral, culminando na liberação do genoma viral. O RNA viral é então 

traduzido no RE rugoso originando uma poliproteína, que posteriormente é clivada pela protease viral e por 

proteases da célula hospedeira. As proteínas não estruturais do DENV em conjunto com proteínas do hospedeiro 

se agrupam em vesículas associadas ao RE formando os complexos de replicação viral, onde a transcrição pode 

ser iniciada.  As fitas de RNA viral recém-sintetizadas são empacotadas com cópias da proteína C formando o 

nucleocapsídeo, que brota para o lúmen do RE formando as partículas virais imaturas, cuja maturação ocorre na 

rede trans-Golgi. Por fim, as partículas virais maduras são liberadas para o meio extracelular por exocitose. 

(Adaptado de Madhry et al., 2021).  
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1.2.3. NS3  

 

A proteína multifuncional NS3 é altamente conservada entre os flavivírus 

(Papageorgiou et al., 2016), sendo a segunda maior proteína viral, com aproximadamente 70 

kDa (Lindenbach, Thiel e Rice, 2007). NS3 é necessária para o processamento da poliproteína 

viral e para posterior replicação do genoma do DENV, pois possui um domínio protease na sua 

região N-terminal (resíduos 1-180) e um domínio RNA-helicase, trifosfatase de nucleosídeo 

(NTPase, do inglês nucleoside-triphosphatase) e 5’-trifosfatase de RNA (RTPase, do inglês 

RNA 5'-triphosphatase) na região C-terminal (resíduos 181-618) (Meng et al., 2015) (Figura 

5).   

 

  

 
 
Figura 5. Estrutura da NS3 do DENV. Estrutura da proteína NS3, preparada a partir de dados do PDB ID: 

2VBC. O domínio de protease (resíduos 1-180, verde) encontra-se na extremidade N-terminal na molécula. O 

domínio helicase corresponde a dois terços da molécula (resíduos 180-618, lilás) e encontra-se na extremidade C-

terminal. 

 

O domínio protease NS3 (NS3pro) apresenta atividade do tipo serina protease, com 

motivos estruturais semelhante aos encontrados nas enzimas do tipo tripsina. Ela possui uma 

tríade catalítica composta pelos resíduos histidina na posição 51 (His51), aspartato na posição 

75 (Asp75) e serina na posição 135 (Ser135) (Valle e Falgout, 1998). A atividade protease de 

NS3 depende da sua associação com NS2B para clivagem da poliproteína viral, a qual se dá em 

sítios após um par de aminoácidos básicos (Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys, com exceção de Gln-

Arg) (Yusof et al., 2000). NS2B possui domínios transmembrana, permitindo que NS3 se 
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associe com a membrana do RE, posicionando-a nas proximidades das poliproteínas a serem 

clivadas (Luo, Vasudevan, e Lescar, 2015). Além disso, acredita-se que NS3 possa assumir 

uma conformação alongada dado que ela é estruturalmente dinâmica, o que poderia explicar 

como a protease NS2B-NS3 pode atuar em diferentes regiões da poliproteína viral (Perera e 

Kuhn, 2008). As clivagens proteolíticas catalisadas por NS2B-NS3 ocorrem nas junções 

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). 

 

 

 

Figura 6. Sítios de clivagem da protease NS2B-NS3. Representação da topologia da poliproteína do DENV na 

membrana do retículo endoplasmático, com os sítios de clivagem por proteases do hospedeiro (tesouras pretas), e 

pela protease viral (tesouras vermelhas). RE: retículo endoplasmático (Adaptado de Zeidler et al., 2017). 

 

A atividade helicase de NS3 desenrola o dsRNA intermediário da replicação do genoma 

viral, por um mecanismo dependente da hidrólise de nucleotídeo trifosfato (NTP), 

desempenhada por sua atividade NTPase (Davidson et al., 2018). A atividade helicase é 

aumentada pela interação com NS4B (Kundharapu e Chowdary, 2022). É interessante destacar 

que o domínio helicase também interage com a polimerase viral, NS5, sendo essa interação 

essencial para replicação do RNA viral (Tay et al., 2015). Já a atividade RTPase está 

relacionada ao capeamento da extremidade 5’ do RNA viral. Ela é necessária para desfosforilar 

o terminal 5’ antes da adição do cap (Lindenbach, Thiel e Rice, 2007). O capeamento do RNA 

viral é importante para que a tradução seja eficiente, pois confere proteção ao mRNA contra a 

degradação por 5′exoribonucleases celulares (Decroly et al., 2011). 
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Além das atividades clássicas, NS3 também desempenha outras funções, algumas pouco 

compreendidas. Durante a infecção, NS3 interage com a proteína caveolina-1 presente em 

jangadas lipídicas (lipid rafts). As jangadas lipídicas são microdomínios enriquecidos com 

colesterol e esfingolípidos presentes nas membranas da célula. O efeito causado por essa 

interação não é claro, mas parece estar relacionada a um evento de sinalização, ou de regulação, 

para o recrutamento de moléculas celulares necessárias durante o processamento da 

poliproteína viral ou replicação do RNA viral (Cordero et al., 2014). 

  

Células infectadas pelo DENV apresentam estruturas membranosas intracelulares 

interconectadas ao RE. Essas estruturas são conhecidas como membranas convolutas, vesículas 

e tubos de membrana. Acredita-se que elas favorecem a eficiência da replicação viral por 

servirem como uma plataforma para amplificação do RNA viral e por conferirem proteção 

contra a resposta imunológica (Welsch et al., 2009). Existem indicativos de que NS3 possa 

estar envolvida na formação dessas estruturas. Um estudo realizado em 2004 mostrou que a 

expressão de NS3 poderia levar à proliferação de membranas derivadas do RE na região 

perinuclear. Ademais, NS3 interage com a proteína de ligação ao receptor nuclear (NRBP, do 

inglês nuclear receptor binding protein) e faz com que ela seja realocada do citoplasma para a 

região perinuclear. NRBP por sua vez está associada ao tráfego entre RE e Golgi. Não se sabe 

ao certo as consequências desse evento, mas acredita-se que possa estar relacionado à formação 

dessas estruturas, pois NRBP poderia regular o transporte de lipídios para essas regiões (Chua, 

Ng e Chow, 2004). Posteriormente, foi demostrado por microscopia eletrônica que NS3 pode 

ser encontrada em membranas convolutas e vesículas (Figura 7), o que dá suporte à hipótese 

de que a NS3 participe da formação dessas estruturas membranares (Welsch et al., 2009).  
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Figura 7. Localização de NS3 em células infectadas pelo DENV. Microscopia eletrônica de células Huh7 

infectadas pelo DENV. O vírus induz a formação de estruturas membranosas interconectadas ao RE denominadas 

membranas convolutas (CM) e vesículas (Ve/setas). As células foram marcadas com anticorpos específicos para 

NS3 (Welsch et al., 2009). 

 

Há muito a ser explorado em relação às funções desempenhadas por NS3. Um estudo 

interessante realizado com NS3 e NS5 de diferentes flavivírus identificou que 108 proteínas 

humanas poderiam interagir com essas proteínas virais. As proteínas humanas identificadas que 

poderiam interagir com NS3 eram componentes do citoesqueleto, ou estavam relacionadas a 

processos como transporte vesicular, metabolismo de lipídeos, regulação transcricional e 

regulação do sistema imunológico (Le Breton et al., 2011). 

 

A protease NS2B/NS3 contribui para evasão do sistema imune do hospedeiro, pois 

interage com a isoforma epsilon da proteína quinase de IKB (IKKε, do inglês IκB kinase ε) 

mascarando seu domínio quinase, o que resulta no bloqueio da fosforilação catalisada por ela e 

da posterior translocação para o núcleo do fator regulador de interferon 3 (IRF3, do inglês 

interferon regulatory factor 3) (Angleró-Rodríguez, Pantoja e Sariol, 2014). NS2B/NS3 

também bloqueia a ativação de IRF3 por meio da clivagem do mediador humano da ativação 

IRF3 (MITA, do inglês human mediator of IRF3 activation) (Yu et al., 2012). Em ambos os 

casos ocorre a inibição da expressão de interferon tipo 1.  

 

1.2.4. DENV e metabolismo  

 

Nos últimos anos, vem crescendo o número de trabalhos que abordam alterações 

metabólicas induzidas pelo DENV. Durante a infecção, o perfil lipídico das células é alterado. 

Ocorrem mudanças na expressão de genes envolvidos na biossíntese de lipídeos, lipólise e β-

oxidação como, por exemplo, aumento da expressão gênica das enzimas ácido graxo sintase 

(FAS, do inglês fatty acid synthase), acetil-CoA carboxilase (ACC), lipase de triacilglicerol do 

adipócito (ATGL, do inglês adipose triglyceride lipase), carnitina palmitoiltransferase-1(CPT-

1), entre outras (Tongluan et al., 2017). Ocorre também o aumento do número de gotículas 

lipídicas (GLs) em alguns tipos celulares como em fibroblastos (Samsa et al., 2009), leucócitos, 

macrófagos (Assunção-Miranda et al., 2010) e células epiteliais pulmonares (Tang et al., 2014). 

É interessante destacar que estudos clínicos de casos de dengue identificaram a diminuição dos 

níveis de colesterol e lipoproteínas de baixa densidade (LDL, do inglês low-density lipoprotein) 

no soro de pacientes (van Gorp et al., 2002; Biswas et al., 2015; Durán et al., 2015; El-Bacha 
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et al., 2016), o que sugere que os triacilgliceróis poderiam estar sendo estocados na forma de 

GLs, em vez de serem secretados na forma de lipoproteínas.  

 

NS3 é capaz de recrutar a enzima FAS para os sítios de replicação viral e estimular sua 

atividade, aumentando assim a síntese de novo de lipídeos (Heaton et al., 2010). Esse evento 

parece ser mediado pela proteína Rab-18 (Rab, do inglês Ras-related proteins in brain), uma 

proteína da família Rab GTPase de reguladores do tráfego de membrana que pode ser 

encontrada no RE e em GLs (Tang et al., 2014). A biossíntese de lipídeos é bastante relevante 

para a replicação viral, dado que a inibição farmacológica (Samsa et al., 2009) ou o 

silenciamento da FAS (Tongluan et al., 2017) culminam na redução da replicação do RNA viral 

e da formação de partículas virais infecciosas do DENV.  

 

A lipofagia, autofagia seletiva de GLs, também está aumentada na infecção pelo DENV 

e permite que ácidos graxos sejam disponibilizados para que ocorra o aumento da β-oxidação 

(Heaton e Randall, 2010; Jordan e Randall, 2017). A infecção estimula a via da proteína quinase 

ativada por monofosfato de adenosina (AMPK, do inglês 5' adenosine-monophosphate 

activated kinase) iniciando assim o processo de lipofagia (Jordan e Randall, 2017). Os ácidos 

graxos são o principal substrato energético de hepatócitos humanos (linhagem Huh7) infectados 

pelo DENV (Fernandes-Siqueira et al., 2018). Nessas células, a inibição farmacológica da β-

oxidação utilizando etomoxir, um inibidor irreversível da CPT-1, reduz significativamente a 

formação de partículas virais infecciosas. 

 

A glicólise também é estimulada durante a infecção pelo DENV. A inibição dessa via é 

acompanhada da redução da síntese de RNA viral e da produção de partículas infecciosas 

(Fontaine et al., 2015).  Ainda não está claro o papel da glicose durante a infecção, mas nosso 

grupo demonstrou que ela desempenha um papel anaplerótico no uso de ácidos graxos. Em 

células hepáticas humanas, Huh7, a capacidade celular de metabolizar glicose é favorecida 

durante a infecção que, por sua vez, aumenta a capacidade de oxidação de ácidos graxos 

endógenos, os quais são a principal fonte energética dessas células como mencionado 

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

 

Alguns trabalhos vêm apontando modificações estruturais e funcionais nas mitocôndrias 

de células infectadas pelo DENV. Estudos conduzido em células Huh7 apontaram que ocorre o 

alongamento das mitocôndrias pela inibição da fissão durante a infecção pelo DENV. A 

proteína 1 relacionada à dinamina (DRP1, do inglês dynamin-related protein-1), que é um fator 

de fissão mitocondrial é inativado, o que parece ser mediado por NS4B (Chatel-Chaix et al., 

2016; Barbier et al., 2017).  Essa alteração 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 hepáticas humanas, 

HepG2, mostrou que as mitocôndrias de células infectadas com DENV apresentavam inchaço 

se comparadas às das células não infectadas (El-Bacha et al., 2007). Além disso, possuíam uma 

diminuição da capacidade respiratória mitocondrial associada à síntese de trifosfato de 

adenosina (ATP, do inglês adenosine triphosphate), um menor conteúdo de ATP e uma redução 

do potencial de membrana mitocondrial (El-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) 

que medeiam a fusão mitocondrial, interrompendo, assim, o processo (Yu et al., 2015). Nosso 

grupo também mostrou a inibição da respiração mitocondrial em células Huh7. O consumo 

basal de oxigênio foi reduzido, assim como a capacidade máxima respiratória das células 

infectadas pelo DENV (Fernandes-Siqueira et al., 2018). Efeitos diferentes foram observados 

dependendo do estudo realizado, mas a razão dessas diferenças ainda não é clara.  

 

Curiosamente, recentemente foi demonstrado que NS3 é importada para a mitocôndria 

e cliva a co-chaperona mitocondrial GrpEL1 (Gandikota et al., 2020). Ainda não está claro se 

esse evento poderia de alguma forma alterar a função mitocondrial.   

 

1.3. Mitocôndrias 

1.3.1. Estrutura mitocondrial 

As mitocôndrias são organelas dinâmicas, cuja estrutura pode variar de acordo com o 

tecido, estado fisiológico e organismo (Zick, Rabl e Reichert, 2009; Glancy et al., 2020). Elas 
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são compostas por duas membranas, a externa e a interna, que compartimentalizam o espaço 

intermembranar e a matriz mitocondrial. A membrana externa permite a passagem livre de 

solutos por proteínas que formam poros. Já a membrana interna é mais restrita, permitindo a 

passagem de íons e substratos energéticos de forma controlada, via proteínas transportadoras 

específicas (Vogel et al., 2006). A membrana interna mitocondrial pode ainda ser subdividida 

morfologicamente em duas porções, a membrana limite interna, que fica mais próxima à 

membrana externa; e as cristas mitocondriais, que são invaginações lamelares no sentido da 

matriz mitocondrial. Essas duas porções são conectadas por junções estreitas tubulares 

semelhantes a anéis (Vogel et al., 2006; Lee, 2020) (Figura 8A). 

 

Os complexos proteicos que fazem parte da fosforilação oxidativa, promovendo a 

síntese 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 formação da curvatura das cristas, já que seus dímeros formam fileiras que dobram a bicamada 

lipídica localmente (Figura 8B), enquanto os demais componentes do sistema transportador de 

elétrons (ETS, do inglês electron transport system) encontram-se preferencialmente nas regiões 

mais planas da crista (Davies et al., 2011).  

 

 

Figura 8. Estrutura mitocondrial. (A) Esquema ilustrativo da estrutura mitocondrial. (B) Superfície mitocondrial 

visualizada por tomografia crioeletrônica, destacando duas cristas (azul) com os dímeros 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 proteínas contribuem para arquitetura das cristas. O 

complexo proteico MICOS (do inglês mitochondrial contact site and cristae organizing system) 

fica localizado na junção das cristas mitocondriais. Esse complexo é importante para formação 

e manutenção estrutural das cristas, na sua ausência as cristas podem assumir conformações 

aberrantes ou desfazem-se. Essas alterações além de afetar a capacidade respiratória 

mitocondrial, culminam na redução da proliferação e viabilidade celular (Eramo et al., 2020). 

Outra proteína com destaque na manutenção das cristas é a proteína da atrofia óptica tipo 1 

(OPA1, do inglês optic atrophy type 1 protein), acredita-se que OPA1 é necessária para manter 

as junções das cristas fechadas, restringindo assim a passagem de metabólitos e do citocromo 

c, que é uma proteína faz parte do ETS (Kondadi, Anand e Reichert, 2019). 

 

O potencial de membrana mantido ao longo da membrana mitocondrial interna é a 

principal força motriz para o funcionamento da ATP sintase, ele é menor no interior das cristas 

do que na membrana limite interna, o que faz com que os prótons fiquem mais concentrados 

nas cristas (Song et al., 2013). As cristas mitocondriais presentes em uma mesma mitocôndria 

podem ter potenciais de membrana distintos funcionando como unidades bioenergéticas 

independentes. Quando uma despolarização é induzida, algumas cristas podem ser afetadas 

enquanto outras não, o que evitaria uma disfunção mitocondrial (Wolf et al., 2019).   

 

 

1.3.2. Bioenergética mitocondrial 

As mitocôndrias são componentes centrais do metabolismo. O catabolismo de diferentes 

substratos energéticos gera moléculas de nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida (NADH) 

e flavina adenina dinucleotídeo reduzida (FADH2) para o ETS (Da Poian e Castanho, 2021).  

 

A produção de ATP via fosforilação oxidativa envolve a redução de oxigênio à água, 

com elétrons doados por NADH e FADH2.  O complexo I (NADH/ubiquinona oxidoredutase) 

oxida NADH a NAD+. O complexo II (succinato desidrogenase) oxida FADH2 a FAD. Os 

elétrons de NADH e FADH2 são transferidos para ubiquinona. Ela se difunde livremente dentro 

da membrana mitocondrial interna e entrega os elétrons ao complexo III (ubiquinona:citocromo 

c oxidorredutase). A transferência de elétrons entre os complexos III e IV (citocromo c oxidase) 

é mediada pelo citocromo c. No complexo IV os elétrons encontram seu aceptor final, o 

oxigênio, que é reduzido formando H2O. A transferência de elétrons pelos complexos I, III e 
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IV é acoplada ao bombeamento de prótons para o espaço intermembranar, que retornam a 

matriz pela atividade do complexo V (ATP sintase), gerando ATP a partir de ADP e fosfato 

inorgânico (Papa et al., 2011; Andrieux et al., 2021) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Esquema ilustrativo da fosforilação oxidativa. NADH e FADH2 são oxidados transferindo elétrons 

(e-) via ETS até seu aceptor final, o oxigênio. O transporte de elétrons é acompanhado pelo bombeamento de 

prótons (H+) para o espaço intermembranar. Os complexos I, III e IV bombeiam em conjunto dez prótons, que 

posteriormente geram a força motriz para produção de ATP. Q: ubiquinona. CtyC: citocromo c. A ilustração não 

está em escala. As estruturas dos complexos foram geradas com PyMOL usando os PDB IDs: 3M9S, 3AEF, 

1NTM, 3ZCF, 2Y69 e 5ARE. 

 

Os elétrons carreados por NADH e FADH2 vêm da oxidação de diferentes nutrientes 

através de vias metabólicas específicas, que convergem na formação acetil-coenzima A (acetil-

CoA). O metabolismo de carboidratos, lipídeos e aminoácidos converge para a formação de 

acetil-CoA, que é direcionada para o ciclo de Krebs. No ciclo, acetil-CoA e oxaloacetato dão 

origem ao citrato, que por sua vez é convertido a isocitrato. O isocitrato é convertido em α-

cetoglutarato, e durante essa reação NAD+ é reduzido formando NADH. Posteriormente, há a 

formação de succinil-CoA acoplada à produção de mais uma molécula de NADH. Dando 

continuidade ao ciclo, o succinil-CoA dá origem ao succinato. A oxidação do succinato gera 

fumarato e é acompanhada da redução de FAD a FADH2. O fumarato é convertido em malato. 

Em seguida, o malato é convertido em oxaloacetato e mais uma molécula de NADH é produzida 

nessa etapa (Martínez-Reyes e Chandel, 2020) (Figura 10).   
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Figura 10. Esquema ilustrativo do ciclo de Krebs. A conversão de isocitrato a α-cetoglutarato, α-cetoglutarato 

a succinil-CoA e malato a oxalacetato gera NADH, que pode ser oxidado pelo complexo I da ETS. A oxidação do 

succinato pelo complexo II gera FADH2 e fumarato. Posteriormente o FADH2 pode ser oxidado no próprio 

complexo II.  

 

A β-oxidação de ácidos graxos de cadeia longa, além de gerar acetil-CoA para o ciclo 

de Krebs, gera NADH, que é oxidado pelo complexo I, e FADH2, cujos elétrons são entregues 

à ubiquinona via flavoproteína de transferência de elétrons:ubiqionona oxidoredutase 

(ETF:QO, do inglês electron transfer flavoprotein:ubiqionone oxidoreductase). A atividade da 

ETF:QO ocorre em conjunto com a da flavoproteína de transferência de elétrons (ETF, do 

inglês electron transfer flavoprotein), que recebe elétrons de acil-CoA desidrogenases 

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

 

É interessante destacar que os complexos do ETS são estruturas dinâmicas que podem 

se associar formando uma variedade de estruturas supramoleculares, os supercomplexos 

(Cogliati, Cabrera-Alarcón e Enriquez, 2021). Estes mantêm a estabilidade dos complexos e 

ajudam a organizar o fluxo de elétrons, melhorando a eficiência das conversões de energia e 

reduzindo a produção de espécies reativas de oxigênio. Os complexos I, III e IV podem formar 

supercomplexos (SC, Figura 11). Dois tipos de SC, conhecidos como respirassomas, foram 

descritos, o NADH-respirassoma (SC I + III 2 + IV1-2), e o CoQ-respirassoma (SC III2 + IV e 

SC III2 + IV2). Alguns SC podem ter duas unidades do complexo III e um número variável de 

unidades do complexo IV (Acín-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013; Novack et al., 

2020; Cogliati, Cabrera-Alarcón e Enriquez, 2021). Até o presente momento, o complexo II 
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parece não formar supercomplexos em mamíferos, mas recentemente foi descrita a formação 

de um supercomplexo contendo CI, II, III e IV em ciliados (Mühleip et al., 2023).  

 

 

Figura 11. Exemplo de supercomplexo. Crio-microscopia eletrônica de um supercomplexo. (A) Complexo I. (B) 

Supercomplexo formado pelos complexos I + III2. (C) Supercomplexo formado pelos complexos I + III2 + IV. (D) 

Posição dos complexos individuais dentro do supercomplexo. O domínio hidrofílico do complexo I é mostrado 

em amarelo, o dímero do complexo III é mostrado em verde e o complexo IV é mostrado em roxo (Dudkina el al., 

2010).  

Além de contribuir para estabilidade dos complexos e auxiliar na organização do fluxo 

de elétrons, os SC otimizam o uso dos substratos energéticos disponíveis. Os SC podem ter um 

pool exclusivo de ubiquinona e de citocromo c dedicado a receber elétrons provenientes do 

NADH, que fica retido no SC, enquanto outro pool de ubiquinona e citocromo c 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 

FADH2, 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 simultânea (Lapuente-Brun 

et al., 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A dengue é uma das doenças transmitidas por mosquitos a seres humanos mais 

impactantes mundialmente em termos de saúde pública. É responsável por um número 

significativo de casos e mortes todos os anos e atualmente não possui um tratamento específico. 

 

Evidências clínicas e experimentais apontam o fígado como alvo na infecção pelo 

DENV. Dados de estudos clínicos realizados post-mortem em pacientes infectados revelaram 

alterações hepáticas como hepatomegalia com focos hemorrágicos, necrose médio-sazonal 

(Leong et al., 2007), assim como esteatose macro e microvesicular (Basílio-De-Oliveira et al., 

2005). Eventos de falência hepática aguda já 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 fígado como modelo de estudo. Alguns trabalhos com modelos 

hepáticos in vitro têm apontado alterações metabólicas induzidas durante a infecção pelo DENV 

(Samsa et al., 2009; Heaton et al., 2010; Heaton e Randall, 2010; Fontaine et al., 2015; Jordan 

e Randall, 2017), incluindo nossa observação prévia que a bioenergética mitocondrial é alterada 

durante a infecção de linhagem celular derivada de hepatocarcinoma humano (Fernandes-

Siqueira et al., 2018).  

 

Recentemente foi descrito que a proteína não estrutural 3, NS3, do DENV pode ser 

importada para matriz de mitocôndrias isoladas (Gandikota et al., 2020). NS3 é uma proteína 

multifuncional altamente conservada entre os flavivírus (Papageorgiou et al., 2016). Ela é 

necessária para processamento da poliproteína viral e para posterior replicação do genoma do 

DENV (Meng et al., 2015), sendo um importante alvo na pesquisa de antivirais (Luo et al., 

2015). 

 

Apesar do crescente número de estudos que abordam a infecção por DENV e o 

metabolismo energético celular, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais o DENV é 

capaz de modular o metabolismo, e não há estudos mais aprofundados avaliando o papel de 

NS3 nesse contexto. Dessa forma, analisar a relação de NS3 com a mitocôndria representa um 

passo importante na compreensão dessas alterações. 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo Geral  

Este trabalho tem por objetivo avaliar o possível papel das proteínas do DENV na 

modulação metabólica das mitocôndrias.  

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

▪ Identificar proteínas virais associadas a mitocôndrias isoladas de células da linhagem 

de hepatocarcinoma humano Huh7 infectadas pelo DENV, bem como possíveis 

alterações de expressão proteica induzidas pela infecção, através da técnica de 

proteômica; 

 

▪ Implementar um sistema para expressão heteróloga de NS3 em células humanas para 

avaliar diretamente o efeito desta proteína no metabolismo mitocondrial dessas células;   

 

 

▪ Expressar e purificar as proteínas recombinantes NS3pro (domínio protease), 

NS3proS135A (domínio protease inativo) e NS3 inteira (NS3prohel) por cromatografia 

de afinidade a metal imobilizado; 

 

 

▪ Avaliar as alterações na função mitocondrial (consumo de oxigênio frente a diferentes 

substratos, capacidade de formação de potencial de membrana, atividade de complexos 

do ETS etc.) induzidas pela incubação das formas de NS3 recombinantes em 

mitocôndrias isoladas de fígado. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Estabelecimento dos modelos de estudo in vitro 

 

Células Huh7 (linhagem derivada de hepatocarcinoma humano), HEK293T (linhagem 

derivada de células epiteliais embrionárias 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 µg/mL, HEPES 2 g/L e NaHCO3 2,2 g/L, e mantidas em câmara de 

incubação úmida de CO2, a 37°C. 

 

4.1.1 Infecção 

 

Células Huh7 e A549 foram infectadas com DENV sorotipo 2 (cepa 16681) usando uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 1, e incubadas em DMEM sem adição de FBS, por 1h, em 

câmara de incubação úmida de CO2, a 37°C. Após este período de adsorção do vírus, o meio 

de cultura foi substituído por DMEM suplementado com 10% de SFB, penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 µg/mL e as células foram mantidas em cultura por 24h. Como controle, as 

células foram submetidas à infecção simulada (mock) através da incubação com meio de cultura 

retirado de uma cultura de células de mosquito C6/36 mantidas sob as mesmas condições que 

as células infectadas durante a propagação viral, mas na ausência de vírus. 

 

4.1.2. Plasmídeos 

 

Todos os plasmídeos utilizados nas transfecções estão descritos a seguir (Tabela 1). 

Para amplificação desses plasmídeos, bactérias DH5α competentes para transformação foram 

incubadas com o DNA plasmidial (50 ng) em 50 µL 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 incubação 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 µL de meio. Em seguida, foram 

plaqueadas em placas de 100 mm com meio LB ágar suplementado com ampicilina 100 μg/mL 

e mantidas a 37°C por 18h. A ampicilina é utilizada como antibiótico de seleção onde as 

bactérias resistentes são mais propensas a possuírem o plasmídeo utilizado na transformação. 

Uma colônia foi retirada da placa e transferida para 250 mL de LB com ampicilina 100 μg/mL 
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e colocada sob agitação em incubadora a 37°C sob por 18h. Os plasmídeos foram purificados 

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

 

Tabela 1 – Plasmídeos utilizados nas transfecções.      

 

 

  

4.1.3.  Expressão de NS3 através de transdução com vetor lentiviral induzível  

 

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

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

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

pCW57.1, foi digerido com as enzimas de restrição NheI e SalI FastDigest (Thermo Scientific) 

de acordo com as instruções do fabricante. A ligação do inserto ao plasmídeo receptor foi 

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

gerando o plasmídeo pCW57.1_NS3. Este plasmídeo foi posteriormente enviado para 

sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA-UFRJ) do Instituto de 

Biofísica Carlos Chagas Filho, UFRJ, confirmando assim sua sequência. 
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O plasmídeo pCW57.1 é um vetor lentiviral Tet-On (ativação transcricional controlada 

por tetraciclina), que permite a expressão do gene de interesse pela adição de doxiciclina (DOX, 

análogo da tetraciclina) à cultura. Os vetores lentivirais integram-se ativamente no DNA 

genômico sem a necessidade de replicação celular, uma vez que ocorre transcrição reversa do 

RNA do vetor, formando uma cópia de DNA dupla fita que é integrada ao DNA da célula 

hospedeira (Dufait et al., 2012). 

 

Células HEK293T foram transfectadas com três plasmídeos: o vetor de transferência, 

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 partículas virais geradas com o uso desses vetores são pseudotipadas, pois a glicoproteína 

do envelope usada é de um vírus diferente do das demais proteínas. Nesse caso, a glicoproteína 

de envelope pertence ao VSV, enquanto a proteína do capsídeo, a polimerase, e a transcriptase 

reversa pertencem ao HIV-1.  Cabe ressaltar que essas partículas não são infecciosas. O 

sobrenadante das células transfectadas, contendo partículas lentivirais pseudotipadas, foi 

coletado 24, 48 e 72h pós-transfecção, centrifugado a 1.200 rpm por 5 min a fim de remover 

debris celulares, filtrado em filtro de 0,45 µm, e diluído 1:2 em meio fresco suplementado com 

polibreno 10 µg/mL (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Essas partículas foram utilizadas na 

transdução 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 

publicações científicas com DENV.  Após a transdução, as células foram selecionadas com 

puromicina 1μg/mL (Sigma-Aldrich) até a morte das células de controle A549 progenitoras, a 

fim de estabelecer uma sublinhagem estável com expressão heteróloga de NS3. O mesmo 

processo foi realizado com o vetor vazio gerando a sublinhagem controle A549-ø. Terminada 

a seleção, diferentes concentrações de DOX (Sigma-Aldrich) foram adicionadas à cultura para 

induzir a expressão de NS3 (Figura 12). 
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Figura 12. Esquema ilustrativo do sistema de transdução com vetor lentiviral induzível. Células HEK293T 

foram transfectadas com três plasmídeos: o vetor de transferência (pCW57.1, vetor lentiviral Tet-On), que contém 

o gene de interesse NS3, o vetor de envelope (pVSV-G) e o vetor de empacotamento (psPAX2) que possibilitam 

a formação de partículas lentivirais pseudotipadas. As células A549 foram transduzidas com essas partículas e 

selecionadas com puromicina. Após a seleção, a expressão de NS3 pode ser induzida com doxiciclina (DOX).   

 

4.1.4. Expressão de NS3 através de transfecção 

 

Células HEK293T foram transfectadas com o vetor pcDNA3.1_NS3 contendo a 

sequência codificantes dos resíduos de 1 a 618 de NS3, usando-se PEI MAX 40K (Polysciences, 

Warrington, EUA) em uma proporção de 3:1 de PEI para DNA. Os complexos PEI:DNA foram 

preparados em Opti-MEM (Gibco) com 0,5 µg de DNA plasmidial por cm2 de área de superfície 

de cultivo, incubados por 20 min em temperatura ambiente e adicionados à cultura celular. Após 

12h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco. Como controle, utilizamos o vetor vazio 

pcDNA3.1_ø, que foi gerado retirando o inserto (NS3) com as enzimas de restrição NheI e 

EcoRI FastDigest (Thermo Scientific) e recircularizado com a enzima T4 DNA Ligase (Thermo 

Scientific). 

 

4.2. Avaliação da expressão de NS3 por imunofluorescência 

 

Células transduzidas, infectadas ou transfectadas, cultivadas sobre lamínulas em placas 

de 6 poços (1x106 células por poço), foram utilizadas nos ensaios de imunofluorescência. As 

lamínulas foram retiradas das placas e fixadas com solução de formaldeído 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 solução de bloqueio (PBS com BSA 1%) por 

1h. Após o bloqueio, as células foram incubadas com anticorpo primário anti-NS3 (GeneTex) 

na diluição 1:1000, e anticorpo secundário anti-rabbit alexa fluor 488 ou anti-rabbit alexa fluor 

594 (Life Technologies, Califórnia, EUA) na diluição 1:800. Todos os anticorpos foram 

diluídos em tampão de bloqueio e incubados por 1h. Após as incubações foram realizadas três 

lavagens com PBS. As células foram marcadas com DAPI (Invitrogen) por 10 min. Em seguida 

foram analisadas por microscopia óptica de fluorescência utilizando o microscópio Olympus 

IX81 e o programa CellSens Standard (Olympus, Tóquio, Japão). 

 

4.3. Detecção de NS3 por western blotting 

 

Células HEK293T após diferentes tempos de transfecção com pcDNA3.1_NS3 foram 

lisadas com o tampão de lise A (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 1,5 mM, EDTA 1 mM, 

glicerol 10% e Triton X-100 1%) contendo coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). As 

proteínas presentes no extrato celular foram separadas em por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, e transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, 

Califórnia, EUA). A membrana foi bloqueada por 1h por incubação em TBS-T com leite 

desnatado 5%. Em seguida ela foi submetida à ligação com anticorpo primário anti-NS3 

(GeneTex, Califórnia, EUA) na diluição 1:4.000 por 1h e ao anticorpo secundário anti-rabbit 

IRDye®800CW (LI-COR Biosciences, Nebraska, EUA) na diluição 1:25.000 por 1h. Após a 

incubação com cada um dos anticorpos mencionados, a membrana foi lavada três 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 diluição 1:10.000 por 1h e 

anticorpo secundário anti-mouse IRDye®800CW (LI-COR Biosciences) na diluição 1:15.000 

por 1h. A membrana foi lavada após as incubações como descrito anteriormente. A expressão 

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. Determinação da viabilidade celular por ensaio de MTT 

 

Células HEK293T foram semeadas em placas de 24 poços (7x104 células por poço), 

transfectadas com pcDNA3.1_NS3 ou pcDNA3.1_ ø e após diferentes tempos de transfecção 

incubadas com uma solução de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio 

(MTT) 0,5 mg/mL (USB, Ohio, EUA) em DMEM (Gibco). O ensaio se baseia no fato de que 

o MTT é reduzido em células viáveis, formando cristais de formazan, cuja solubilização permite 

a análise por espectrofotometria. Após 2h de incubação, a solução de MTT foi descartada e os 

cristais de formazan foram solubilizados em 200 µL de DMSO. A absorbância das amostras foi 

analisada em 570 nm no leitor SpectraMax M5 (Molecular Devices, Califórnia, EUA). 

 

4.5. Proteômica de mitocôndrias isoladas  

 

Para o isolamento de mitocôndrias, células Huh7 foram plaqueadas em garrafas de 

150cm2 (2x107 células), infectadas com DENV ou submetidas à infecção simulada (mock). 

Após 24h, as células 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 4oC, a fim de remover os debris celulares. O sobrenadante foi coletado e 

posteriormente centrifugado a 15.000g, 10 min, a 4oC, para precipitar a fração enriquecida de 

mitocôndrias. 

 

Para o isolamento das mitocôndrias, padronizamos um método usando gradiente de 

sacarose baseado em um protocolo bem estabelecido (Bozidis et al., 2007). Resumidamente, 

reduzimos a velocidade de rotação, e compensamos esta alteração com um aumento no tempo 

de centrifugação. A fração enriquecida de mitocôndrias foi depositada sobre um gradiente 

descontínuo de sacarose de 1,7 M sob 1,0 M, e centrifugada a 17.000 xg por 80 min a 4oC. Após 

a centrifugação, uma banda correspondente as mitocôndrias forma-se entre as camadas de 

sacarose, essa foi coletada e centrifugada a 15.000 xg por 10 mim a 4oC, e o pellet de 

mitocôndrias resultante foi armazenado a -80oC até o processamento das amostras.   

 

Para realizar a extração de proteínas das amostras, os pellets foram incubados em uma 

solução de NH4HCO3 0,05 M contendo RapiGest SF Surfactant 0,2% (Waters, Massachusetts, 

EUA) por 12h a 37oC sob agitação (200 rpm). Após a incubação, as amostras foram submetidas 

a sonicação em banho por 30 min, seguido de centrifugação 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 três centrifugações por 30 min 

a 10ºC com 500 μl de NH4HCO3. Ao final das lavagens, o volume de amostra remanescente no 

filtro foi coletado (~250 µL), concentrado e seco à vácuo usando um sistema SpeedVac 

(Thermo Scientific). Posteriormente, cada amostra foi ressuspensa em uma solução de 

NH4HCO3 0,05 M com RapiGest SF Surfactant 0,2% e digerida com tripsina seguindo as 

instruções do fabricante.  

 

Os peptídeos trípticos, em triplicata, foram carregados em um sistema nanoACQUITY 

(Waters). No total, 9 μl das amostras foram injetados (3 μl de cada vez) e dessalinizados online 

usando uma coluna coletora Symmetry C18 (Waters). Em sequência, uma etapa de 

cromatografia líquida foi realizada usando uma coluna HSS T3 (Waters) com um fluxo de fase 

móvel de 0,5 µL/min e um gradiente linear de 3-40% de acetonitrila com ácido fórmico 0,1%, 

em um tempo de execução de 210 min. Após a ionização da amostra por eletrospray (ESI) a 

3000 V, 80oC, e voltagem do cone 35 V, os espectros de massa foram registrados usando o 

espectrômetro de massas de alta definição Waters SynaptTM G1 HD/MS (Waters, Manchester, 

Reino Unido), em interface com a cromatografia capilar do sistema nanoACQUITY. O controle 

do instrumento e a aquisição de dados foram conduzidos em um sistema de dados MassLynx 

(Versão 4.1, Waters), e os experimentos foram realizados por varredura de uma razão massa-

carga (m/z) de 50-2000 usando um tempo de varredura de 1,0 s. A aquisição com o método 

MSe (Waters) foi realizada com energia de colisão alternando entre 6 V em baixa energia e 

aumentada de 12-40 V em alta energia, usando argônio como gás de colisão a uma pressão de 

1 bar.  

 

Todos os dados foram processados usando o software Progenesis QI para proteômica 

versão 2.0 (Nonlinear Dynamics, Waters, Manchester, Reino Unido). As massas exatas foram 

determinadas usando o Q-ToF's LockSpray™ do íon de referência Glu-fibrinopeptídeo, 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 sequências da cepa de DENV 16681. A 

carbamidometilação da cisteína foi definida como modificação fixa; a oxidação da metionina 

foi definida como modificação variável; e a tolerância a proteínas e peptídeos foi definida como 

20 ppm e 10 ppm, respectivamente, com os seguintes requisitos de íons: dois fragmentos de 

peptídeo, cinco fragmentos de proteína e um peptídeo. Uma taxa de falsas descobertas foi 

definida como inferior a 1% e todas as proteínas quantificadas com um valor p inferior a 0,05 
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por ANOVA foram consideradas como uma identificação confiável para análise de abundância 

normalizada relativa.  

 

4.6. Expressão e purificação de NS3 recombinante 

 

Bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) foram transformadas com plasmídeos 

pET32a(+)_NS3pro (Biomatik, Ontario, Canadá) contendo os resíduos 1 a 180 correspondentes 

ao domínio protease de NS3; ou pET32a(+)_NS3proS135A (Biomatik), que possui uma 

substituição da serina 135 da tríade catalítica por uma alanina tornando a protease inativa; ou 

pET32a(+)_NS3prohel (Biomatik) contendo os resíduos 1 a 618 correspondentes à NS3 inteira, 

todas elas fusionadas com uma cauda de histidina para permitir a purificação por cromatografia 

de afinidade. Esses plasmídeos de expressão bacteriana conferem resistência à ampicilina às 

bactérias, dessa forma elas foram cultivadas em 1 L de meio mínimo M9 contendo 100 μg/mL 

de ampicilina. A expressão das proteínas foi induzida com a adição de IPTG 0,6 mM quando a 

densidade óptica atingiu 0,6-0,7 a 600 nm. Após 18h de indução a 18°C, as células foram 

precipitadas por centrifugação e ressuspendidas em 40 mL de tampão A (Tris-HCl 50 mM [pH 

8], NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10%). As células foram lisadas por sonicação, 

seguindo-se centrifugação a 12.000 xg (rotor Eppendorf® F-34-6-38), 4°C, por 60 min. O 

sobrenadante contendo as proteínas expressas foi coletado, filtrado usando um filtro de 0,22 

μm, aplicado na coluna HisTrap FF (GE Healthcare Life Sciences, Nova Jersey, EUA) para 

cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC), utilizando o tampão A para o 

equilíbrio e o tampão B (Tris-HCl 50 mM [pH 8], NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, glicerol 

10%) para eluição. As proteínas recombinantes aderidas à coluna foram eluidas com um 

gradiente linear de imidazol de 20-500 mM. NS3prohel passou por uma etapa adicional de gel 

filtração utilizando uma coluna com resina Sephacryl S-100 (Cytiva, Massachusetts, EUA). 

Posteriormente os eluatos contendo as proteínas recombinantes foram concentrados em sistema 

Amicon Ultra-4 3K (Merck Millipore), e dialisados com tampão C (Tris 50 mM [pH 8], NaCl 

150 mM e glicerol 5%), e posteriormente com tampão D (Tris 50 mM [pH 8], glicerol 5% e 

etilenoglicol 5%). As amostras foram então armazenadas a -80oC e sua pureza confirmada por 

SDS-PAGE 15% (Figura 13).  
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Figura 13. SDS-PAGE das proteínas recombinantes purificadas. O primeiro gel mostra as proteínas NS3pro e 

NS3proS135A recombinantes. O segundo gel mostra a proteína NS3prohel recombinante. P – Padrão de peso 

molecular. 

 

4.7. Isolamento de mitocôndrias de fígado de camundongos 

 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 de 12-20 semanas foram eutanasiados por 

deslocamento cervical. Em seguida, o fígado desses animais foi rapidamente coletado para 

realizar isolamento de mitocôndrias. Os experimentos realizados com as mitocôndrias isoladas 

estão descritos a seguir e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

em Experimentação Cientifica do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (protocolo n° 046/22). 

 

O isolamento de mitocôndrias do fígado de camundongos foi realizado utilizando o 

método descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano (2007), com pequenas adaptações. Brevemente, 

o fígado coletado e as células do tecido hepático foram rompidas em tampão de isolamento 

(Tris/MOPs 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 

centrifugação inicial para remover os debris celulares a 700 xg (rotor Eppendorf® F-34-6-38), 

a 4oC, por 10 min, e o sobrenadante foi coletado. Esse foi centrifugado a 7.000 xg, a 4oC, por 

10 min, formando um pellet contendo as mitocôndrias. O pellet foi lavado em tampão de 

isolamento gelado e centrifugado a 8.500 xg, a 4oC, por 10 min. As mitocôndrias isoladas foram 

então mantidas no gelo até o uso, e a concentração de proteínas das amostras foi avaliada pelo 

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

 

As taxas de consumo de oxigênio mitocondrial, OCR (do inglês oxygen consumption 

rate), foram avaliadas por respirometria de alta resolução utilizando o sistema Oxygraph-2k 

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Áustria) e o software DatLab 7.4.0.4 (Oroboros 

Instruments). Todos os experimentos foram conduzidos a 37oC, sob uma taxa de agitação de 

750 rpm e 2 mL de volume final por câmara.  

 

4.8.1. Ensaios com mitocôndrias isoladas de fígado de camundongo  

 

Incubamos 300 µg de mitocôndrias isoladas com NS3pro, NS3proS135A, NS3prohel 

ou, como controle, com o tampão no qual as proteínas recombinantes foram diluídas (Tris 50 

mM [pH 8], glicerol 5% e etilenoglicol 5%), em MIR05, suplementado com ATP 2 mM e 

succinato 10 mM, por 1h, no gelo. As respirometrias foram realizadas com 50 µg de amostra 

por câmara.  

 

Para avaliação do efeito de concentrações crescentes das proteínas recombinantes sobre 

a respiração mitocondrial, conduzimos a respirometria adicionando conjuntamente três 

substratos respiratórios – malato 5 mM, piruvato 10 mM, succinato 10 mM – seguindo-se a 

adição sequencial de ADP 2,5 mM, rotenona 0,25 µM e antimicina A 0,5 mM. O OCR foi 

avaliado em diferentes condições.  

 

Nos ensaios de respirometria alguns estados respiratórios são definidos. O estado 

respiratório 1 é o OCR sem a adição de substratos energéticos. O estado respiratório 2 

representa o fornecimento dos substratos malato, piruvato e succinato às mitocôndrias, na 

ausência de ADP (respiração não associada à síntese de ATP). O estado 3 é obtido após a adição 

de ADP e representa a respiração acoplada à síntese de ATP. Por fim, temos o consumo residual 

de oxigênio, que é obtido na presença de rotenona e antimicina A (inibidores dos complexos I 

e III, respectivamente), que representa reações oxidativas que ainda ocorrem após a inibição do 

ETS e é descontado dos demais parâmetros. Calculamos então a respiração acoplada à síntese 

de ATP subtraindo a estado respiratório 2 do 3; a respiração leak, que aqui representa um estado 

de repouso não fosforilante quando os substratos são reduzidos, mas o ADP não é fornecido 
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(vazamento de prótons sem adenilatos); e a taxa de controle respiratório, RCR (do inglês 

respiratory control rate), que representa a razão entre a respiração acoplada e a respiração leak. 

Ensaios de respirometria de alta resolução e o posterior cálculo do RCR também foram 

realizados com a adição de diferentes substratos de forma independente, com as sequências de 

adições descritas a seguir.   

 -Ensaios com malato e piruvato: malato 5 mM, piruvato 10 mM, ADP 2,5 mM, 

citocromo c 1 µM e rotenona 0,25 µM.  

- Ensaios com succinato: malato 5 mM, rotenona 0,25 µM, succinato 10 mM, ADP 2,5 

mM, citocromo c 1 µM e malonato 25 mM.  

 - Ensaios com palmitoil-carnitina: malato 2 mM, palmitoil-carnitina 20 µM, ADP 2,5 

mM, citocromo c 1 µM e antimicina A 0,5 mM.  

- Ensaios com ascorbato e TMPD: ascorbato 1 mM, TMPD 1 mM, citocromo c 1 µM 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_ ø, e após 24h de transfecção, 2x106 células foram suspensas 

em DMEM sem SFB e colocadas nas câmaras. Em seguida, o consumo de oxigênio foi avaliado, 

seguindo-se adições sequenciais de oligomicina 0,25 nM, FCCP titulado de 0,05 a 0,9 µM, 

rotenona 0,25 µM e antimicina A 0,5 mM. O OCR foi avaliado em diferentes condições 

definidas como: 

- “Basal”: corresponde ao OCR após sua estabilização;  

- “Acoplada”: corresponde ao OCR associado à síntese de ATP, é calculado subtraindo 

a respiração após a adição de oligomicina (“leak”) da basal;  

- “Leak”: aqui corresponde ao OCR medido na presença de oligomicina, um inibidor da 

ATP sintase, que impede que os prótons retornem à matriz mitocondrial, de forma que o OCR 

reflete o vazamento de prótons através da membrana mitocondrial interna e corresponde à 

respiração desacoplada da síntese de ATP;  

- “Máxima”: que corresponde ao OCR medido na presença de FCCP, um ionóforo que 

desfaz o gradiente de prótons levando a que os complexos mitocondriais trabalhem em sua 

capacidade máxima de transporte de elétrons.  

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

de oxigênio que é subtraída das demais.  
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Para avaliar a respiração em células permeabilizadas, 2x106 células HEK293T 

transfectadas por 24h foram suspensas em MIR05, adicionadas a cada câmara, e 

permeabilizadas com digitonina na concentração final de 10 µg/mL. O consumo de oxigênio 

foi avaliado com a utilização dos seguintes substratos e inibidores adicionados de forma 

sequencial: malato 5 mM, piruvato 10 mM, ADP 2,5 mM, rotenona 0,25 µM, succinato 10 mM 

e malonato 25 mM. O OCR associado ao complexo I foi calculado subtraindo o consumo de 

oxigênio na presença de rotenona (inibidor do complexo I) do consumo na presença dos 

substratos malato, piruvato e ADP. O OCR associado ao complexo II foi calculado subtraindo 

o consumo de oxigênio na presença de malonato (inibidor do complexo II) do consumo na 

presença do substrato succinato.  

 

4.9. Medidas de potencial de membrana mitocondrial 

 

O potencial de membrana mitocondrial (Δψ) foi avaliado em mitocôndrias isoladas, 

incubadas ou não com NS3pro, usando safranina O (Sigma-Aldrich), um corante fluorescente 

catiônico lipofílico que sofre supressão de fluorescência induzida pelo potencial de membrana. 

O ensaio foi realizado em fluorímetro Varian Cary Eclipse (Agilent, Califórnia, EUA), 

excitando-se a amostra com luz de comprimento de onda de 495 nm, e medindo-se a emissão 

de fluorescência a 587 nm, sob agitação em alta velocidade, a 37oC. Foram usados 50 µg/mL 

de mitocôndrias hepáticas isoladas, incubadas ou não com NS3pro, em 1 mL de MIR05 com 

safranina O 0,5 µM. O ensaio foi iniciado com a adição de malato 5 mM, piruvato 10 mM e 

succinato10 mM, seguindo-se a adição de ADP 200 µM, oligomicina 0,1µg /mL e FCCP 0,05 

µM. O aumento do potencial de membrana diminui a intensidade de fluorescência da safranina, 

pois permite sua entrada nas mitocôndrias e a subsequente extinção do sinal. O cálculo do 

potencial de membrana é realizado subtraindo o valor do potencial de membrana máximo 

induzido pela adição de oligomicina (hiperpolarização) do valor mínimo induzido pela 

despolarização com FCCP. O valor do potencial máximo obtido é normalizado para representar 

100% do potencial de cada amostra e é utilizado para calcular a percentagem de despolarização 

após a adição de ADP. 
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4.10. Análise dos complexos mitocondriais por eletroforese em gel “Nativo Azul” 

(BN-PAGE) 

 

As amostras de mitocôndrias isoladas (300 µg de proteína), incubadas ou não com 

NS3pro ou NS3proS135A, foram diluídas em um volume final de 100 µL em PBS contendo 

coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) e lisadas com n-dodecil β-D-maltosídeo, DDM 

(Sigma-Aldrich), na concentração final de 1%, por 15 min, no gelo. Em seguida, foram 

centrifugadas a 2.000 g, a 4oC por, por 20 min.  O sobrenadante foi coletado e 10 µL de tampão 

de amostra (ácido aminocaproico 2M, Bis-Tris 500 mM, EDTA 100 mM, comassie G-250 2%, 

pH 7) foram adicionados. 5 µL de amostra foram aplicados em gel NativePAGE 4-16% Bis-

Tris (Invitrogen) e a eletroforese conduzida utilizando os tampões ânodo (Bis-Tris 50 mM, pH 

7) e cátodo azul (Bis-Tris 15 mM, tricina 50 mM, comassie G-250 0,02%, pH 7), em 

amperagem constante de 6 A, a 4oC. Após dois terços da corrida, o tampão cátodo azul foi 

substituído por tampão cátodo 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 mitocôndrias isoladas de 

fígado de camundongos, incubadas ou não 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 poços, aos quais foram adicionados aproximadamente 20 µg de 

mitocôndrias isoladas em 200 µl de meio de reação (tampão fosfato 20mM [pH 7], Triton X-

100 0,1%, azida de sódio 4mM, succinato 5mM, DCPIP 300 mM). A placa foi agitada por 10 

s, a redução de DCPIP foi monitorada por 3 min, a 600 nm, a 35oC, utilizando-se o leitor 

SpectraMax M5. O cálculo da atividade foi realizado usando o coeficiente de extinção molar 

de DCPIP reduzido (21,0 mM− 1.cm− 1), normalizando-se os valores pela concentração de 

proteínas de cada amostra.  

 

4.12. Análise eletroforética e coloração com nitrato de prata 

 

Para avaliar se o citocromo c poderia ser clivado por NS3, 3 µM de citocromo c foram 

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

a 37oC. NS3proS135A foi utilizada como controle. As amostras foram aplicadas em géis SDS-
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PAGE 20% e após 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 tampão de fixação 

(metanol 50%, ácido acético 12% e formaldeído 0,0185%) overnight. Em seguida, o gel foi 

lavado cinco vezes em água, incubado com uma solução de tiossulfato de sódio 1.3 mM por 1 

min e novamente lavado. O gel foi corado utilizando uma solução com AgNO3 11.8 M e 

formaldeído 0,028% por 20 min, lavado em água e revelado com uma solução contendo Na2CO3 

6%, tiossulfato de sódio 0.05 mM e formaldeído 0,037%. A reação foi interrompida com uma 

solução de metanol 50% e ácido acético 12%.   

  

4.13. Análises estatísticas  

 

Todos os gráficos foram construídos utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.1 

(GraphPad Software, Califórnia, EUA) com os dados expressos como média ± desvio padrão. 

As diferenças entre as médias foram comparadas utilizando análise de variância One-way 

ANOVA com pos hoc de Sidak ou utilizando teste t de Student. Resultados com p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos.  
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5. RESULTADOS  

 

5.1. Perfil proteômico de mitocôndrias de linhagem de células hepáticas humanas 

infectadas pelo DENV 

 

Nosso grupo e outros demostraram que a infecção por DENV afeta a função 

mitocondrial nas células hospedeiras, alterando a preferência de oxidação 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 dá. Hipotetizamos que 

proteínas 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 proteômicas as alterações causadas pela infecção por DENV no perfil de proteínas 

presentes nas mitocôndrias de células Huh7. Para isso, isolamos as mitocôndrias de células 

infectadas ou mock, extraímos as proteínas presentes nesta organela e analisamos as proteínas 

presentes em cada condição por espectrometria de massas. Para a identificação das proteínas, 

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

 

Identificamos peptídeos de algumas proteínas do DENV nessa análise, sendo elas NS1, 

NS2A, NS3, NS4A, NS5 e proteína E (Tabela 2). A identificação dessas proteínas na amostra 

indica que elas podem se encontrar de alguma forma associada às mitocôndrias, seja na 

superfície, dentro dessas organelas ou anexadas a membranas associadas à mitocôndria (MAM, 

do inglês mitochondria-associated membranes). A maior parte dos peptídeos identificados 

(44,4%) pertenciam à NS3 (Figura 14A). Estes cobriram 46,6% da extensão da NS3, 

englobando todos os seus domínios (Figura 14B). Dessa forma, de todas as proteínas virais 

identificadas em nosso screening por proteômica, consideramos que NS3 é a que tem mais 

chances de se encontrar de fato associada às mitocôndrias durante uma infecção. Por isso, 

escolhemos focar em NS3 nesta tese. 
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Tabela 2 - Peptídeos de proteínas do DENV identificados por análise proteômica em 

mitocôndrias isoladas de células Huh7 infectadas.     
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Figura 14. Screening por proteômica de mitocôndrias isoladas de células Huh7 infectadas. (A) Gráfico de 

pizza mostrando a porcentagem de peptídeos DENV identificados por espectrometria de massa. (B) Sequência de 

NS3 com os peptídeos identificados destacados em cinza escuro correspondendo a uma cobertura de 46,6% da 

proteína (288 de 618 aa). Informações do Uniprot: Entrada: P29990; Nome da entrada: POLG_DEN26; Nome da 

proteína: Genoma da poliproteína; Organismo: vírus da dengue tipo 2 (cepa Tailândia/16681/1984) (DENV-2); 

Comprimento: 3391 aa. 

 

 

A infecção pelo DENV em células Huh7 parece também ter causado uma diminuição 

da abundância de determinadas proteínas nas mitocôndrias do hospedeiro. Em nossos 

experimentos de proteômica, encontramos 25 proteínas celulares moduladas negativamente nas 

mitocôndrias (pelo menos duas vezes em relação ao mock) de células Huh7 infectadas pelo 

DENV, sendo a maioria delas (48%) relacionada ao metabolismo energético (Figura 15 e 

Tabela 3). Destas, um terço pertence ao sistema de transporte de elétrons mitocondrial 

(NDUFA9 é uma subunidade do complexo I, UQCR10 é uma subunidade do complexo III, 

ATP5MF e ATP5MK são subunidades do complexo V; Figura 15 e Tabela 3). Isso indica que 

o metabolismo energético mitocondrial parece de fato estar impactado durante a infecção pelo 

DENV em linhagens de células hepáticas humanas. 

 

 

 

Figura 15. Funções das proteínas celulares alteradas pela infecção. Os gráficos de pizza mostram a distribuição 

das proteínas do hospedeiro moduladas negativamente na infecção (pelo menos duas vezes em relação ao mock), 

classificadas quanto à função com o auxílio do banco de dados UniProt. 



53 
 

 

Tabela 3 - Proteínas moduladas negativamente (redução de pelo menos duas vezes em relação 

ao mock) em mitocôndrias isoladas de células Huh7 infectadas com DENV. 

 

 

 

5.2. Estabelecimento de um modelo celular de expressão heteróloga da proteína 

NS3  

 

A fim de compreender as consequências da associação de NS3 à mitocôndria sobre o 

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

heteróloga de NS3 em células Huh7. Uma opção seria transfectar as células a fim de expressar 

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

de transfecção em si afetava a função mitocondrial em células Huh7, portanto, descartamos a 

possibilidade de realizarmos transfecção nessas células. 

 

Vetores retrovirais são considerados eficientes para a introdução de genes específicos 

em diversos tipos celulares. A transdução com vetores retrovirais permite ainda a integração do 
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gene de interesse no genoma das células, pois ocorre transcrição reversa do RNA do vetor, 

formando uma cópia de DNA dupla fita que é integrada ao DNA da célula hospedeira. 

Posteriormente, essas células podem ser selecionadas com antibiótico de seleção cujo gene de 

resistência (contido originalmente no plasmídeo) também se encontra integrado no genoma. 

Assim, o estabelecimento de sublinhagens estáveis com expressão constitutiva da proteína de 

interesse é muito mais eficiente do que na transfecção, onde o vetor fica no núcleo das células 

em forma de corpo epissomal. Esse eventualmente é perdido à medida que as células se 

dividem. Portanto, a transfecção é mais usada para expressão transiente (Pear et al., 1993; 

Hossle, Seger e Steinhoff, 2002; Coroadinha et al., 2010). 

 

Decidimos então adotar um modelo de transdução com vetor γ-retroviral, com o qual 

estabelecemos duas sublinhagens que expressavam NS3 constitutivamente, Huh7-NS3 e A549-

NS3. A expressão de NS3 foi bem-sucedida em ambas as sublinhagens, mas as células Huh7-

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

 

Já com as células A549-NS3, ao conduzir ensaios de imunofluorescência, observamos 

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

sido selecionadas com o antibiótico puromicina, cujo gene de resistência estava no plasmídeo 

(Figura 16).  

 

 

Figura 16. Expressão de NS3 em células A549 submetidas à transdução com vetor γ-retroviral. Imagens 

representativas de células A549-NS3 incubadas com anticorpos anti-NS3 (vermelho) e analisadas por microscopia 

óptica de fluorescência com objetiva de 20x. Os núcleos foram marcados com DAPI (azul). A barra de escala 

corresponde a 50 µm. 
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Como mencionado anteriormente, mesmo após seleção, não observamos uma alta 

porcentagem de células positivas para NS3. Mesmo sendo constantemente mantidas em cultura 

com o antibiótico de seleção, notamos que com o passar do tempo a porcentagem de células 

com marcação positiva para NS3 pareceu diminuir. Isso nos fez pensar que a expressão de NS3 

a longo prazo não era viável. Optamos então por um sistema induzível para expressão transiente 

da NS3 utilizando um vetor viral. 

 

Utilizamos então um vetor lentiviral do sistema Tet-On, cuja expressão da proteína de 

interesse pode ser induzida pela adição de doxiciclina (DOX), um análogo da tetraciclina, à 

cultura. Os vetores lentivirais do tipo Tet-On são projetados para expressar um ativador 

transcricional responsivo à tetraciclina, que na presença desse antibiótico ou de um análogo, se 

liga ao promotor do gene de interesse dando início a transcrição (Baron e Bujard, 2000). Os 

vetores lentivirais possuem algumas vantagens em relação ao sistema γ-retroviral. Eles se 

integram ativamente ao DNA genômico sem a necessidade de replicação celular, pois possuem 

um sinal de endereçamento nuclear. No caso dos vetores γ-retrovirais, é necessário que as 

células estejam em processo de divisão celular, para que ocorra o desaparecimento da 

membrana nuclear, assim o cDNA viral pode ser transportado para o núcleo e integrado ao 

genoma celular. Dessa maneira, a transdução com vetores lentivirais pode ser considerada mais 

eficiente do que a transdução com vetores γ-retrovirais. Somado a isso, os lentivírus são mais 

estáveis e podem atingir títulos virais mais elevados quando comparados aos γ-retrovírus 

(Dufait et al., 2012). 

 

Novamente, células A549 foram transduzidas, passaram por seleção com o antibiótico 

puromicina, e diferentes concentrações de DOX foram utilizadas para induzir a transcrição de 

NS3. Infelizmente esse sistema de expressão não foi eficiente, e a expressão de NS3 foi baixa 

(Figura 17). Os tempos pós-indução de 48, 72 e 96 h também foram testados, mas não foram 

observadas diferenças significativas (dados não mostrados). 

 



56 
 

 

Figura 17. Expressão de NS3 em células A549 utilizando transdução com vetor lentiviral Tet-On. As células 

foram marcadas com anticorpos anti-NS3 (verde) e analisadas por microscopia de fluorescência com objetiva de 

20×. Núcleos corados com DAPI (azul). A barra de escala corresponde a 50 µm. 
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Os dados em conjunto mostram uma baixa taxa de expressão de NS3 independente do 

sistema de expressão heteróloga usado. É possível que as células possuam mecanismos imunes 

inatos que bloqueiam a expressão de NS3 ou direcionam NS3 para degradação e que, durante 

a infecção natural, esses mecanismos sejam pelo menos parcialmente neutralizados. Como não 

obtivemos um modelo celular com alta expressão de NS3, buscamos outras abordagens para 

avaliar o papel de NS3 no metabolismo.  

 

Dentro do período experimental desta tese, outro grupo publicou um estudo mostrando 

que NS3 possui um sinal de endereçamento que permite sua entrada na mitocôndria (Gandikota 

et al., 2020). Esses resultados estão de acordo com nossos dados de proteômica, e nos 

incentivaram a buscar novas formas de estudar o efeito de NS3 sobre a função mitocondrial. 

Utilizando NS3 recombinante e mitocôndrias isoladas de fígado, os autores do artigo 

demonstraram que, uma vez dentro da mitocôndria, NS3 encontra uma proteína-alvo de 

proteólise do hospedeiro, a cochaperona de Hsp70 mitocondrial, GrpEL1 (Gandikota et al., 

2020). Resolvemos, então, utilizar uma abordagem semelhante à utilizada neste artigo para 

avaliarmos os efeitos da NS3 na função mitocondrial, mais especificamente no metabolismo 

energético.  

 

5.3. O domínio protease de NS3 afeta a respiração mitocondrial em mitocôndrias 

isoladas  

 

Produzimos diferentes constructos de NS3 recombinante (Figura 18) para avaliar o 

efeito da NS3 na função mitocondrial por respirometria de alta resolução. Como Gandikota et 

al. (2020) mostraram que o domínio protease de NS3 entrava na mitocôndria mais 

eficientemente do que a NS3 inteira, realizamos a maior parte dos experimentos usando com o 

domínio protease. Além do domínio protease de NS3, aqui referido como NS3pro (resíduos 1-

180), expressamos e purificamos o domínio protease de NS3 contendo uma substituição da 

serina 135 da tríade catalítica (His51, Asp75 e Ser135) por uma alanina, o 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 os 

independentes da atividade catalítica de NS3. Além disso, validamos, posteriormente, os 

principais achados usando também a proteína inteira (resíduos 1-618). 
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Figura 18. Esquema dos constructos utilizados para expressão do domínio protease de NS3 (NS3pro). O 

constructo de NS3pro recombinante compreendendo os resíduos 1-180 da proteína DENV NS3 (verde) foi clonado 

com uma tag de hexa-histidina (His-tag) (rosa) e uma sequência de clivagem TEV (roxo).  NS3proS135A (verde 

quadriculado) possui uma substituição da serina 135 por uma alanina e é cataliticamente inativa. A estrutura 

tridimensional da proteína NS3 é representada em fita com os domínios helicase (lilás) e protease (verde), 

destacando-se a tríade catalítica composta pela histidina na posição 51 (laranja), aspartato na posição 75 (laranja) 

e serina na posição 135 (vermelho). A representação da proteína foi gerada usando o PyMOL com o PDB ID: 

2VBC. 

 

Incubamos mitocôndrias isoladas de fígado 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 resolução. Como controle utilizamos mitocôndrias 

incubadas com o tampão usado para diluir as proteínas recombinantes. Realizamos os ensaios 

de respirometria com diferentes concentrações molares dessas proteínas recombinantes (100, 

200, 300 e 600 nM), utilizando um protocolo multi-substrato, no qual avaliamos alterações na 

taxa de consumo de oxigênio, OCR, das mitocôndrias na presença tanto de substratos que 

alimentam o ciclo de Krebs (piruvato, malato) quanto do substrato do complexo II (succinato), 

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

 

Os ensaios de respirometria de alta resolução podem fornecer diferentes parâmetros. 

Um deles é o OCR no estado respiratório 1, obtido quando as mitocôndrias são incubadas com 

meio de respiração antes da adição de substratos. Após a adição de substratos como o malato, 

piruvato e succinato (mas na ausência de ADP) temos o estado respiratório 2. Esta é uma 

respiração não fosforilante (não usada para síntese de ATP) uma vez que ADP ainda não foi 

adicionado. Em seguida, com a adição de ADP, temos o OCR acoplado à síntese de ATP, que 
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representa o estado de fosforilação oxidativa ativado por ADP, que também é conhecido como 

estado respiratório 3. Por fim, com a adição de rotenona e antimicina A (inibidores dos 

complexos I e III, respectivamente), temos o consumo residual de oxigênio, que representa 

reações laterais oxidativas que ainda ocorrem após a inibição do ETS (Figura 19). 

  

 

Figura 19. Resultados representativos de ensaios de respirometria de alta resolução utilizando um protocolo 

multi-substrato. As mitocôndrias isoladas foram incubadas ou não com NS3pro nas concentrações indicadas. 

 

Com os parâmetros obtidos no ensaio de respirometria de alta resolução, calculamos 

inicialmente o OCR acoplado à síntese de ATP (respiração acoplada), subtraindo o estado 

respiratório 2 do estado 3. Esse é um dos indicadores mais importantes na respirometria, pois 

representa o consumo de oxigênio relacionado à síntese de ATP.  

 

A incubação de mitocôndrias isoladas com 200 ou 300 nM NS3pro levou à diminuição 

de 37,8 a 42,8% na respiração acoplada, quando foi utilizado o protocolo multi-substrato 

(Figura 20A). Na concentração de 300 nM, a NS3proS135A, cataliticamente inativa, teve 

efeitos semelhantes à NS3pro na respiração acoplada, causando uma diminuição de 37% em 

média no OCR, sugerindo que o efeito observado seja independente da atividade protease de 

NS3pro (Figura 20A). Quando as mitocôndrias foram incubadas com NS3pro na concentração 

mais elevada, de 600 nM, a respiração acoplada foi bastante prejudicada, apresentando uma 

diminuição de 86%. Por outro lado, quando utilizamos a protease inativa, NS3proS135A, a 
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concentração de 600 nM causou uma redução do OCR de apenas 56% em média (Figura 20A). 

Dessa forma, a diferença entre os efeitos dos constructos da protease ativa e inativa indicam 

que nas concentrações mais altas, o efeito seja dependente da atividade protease. Em conjunto 

esses dados sugerem que, em altas concentrações (600 nM), a NS3pro prejudica a função 

mitocondrial provavelmente degradando proteínas mitocondriais de maneira inespecífica. No 

entanto, a NS3pro afeta a respiração mitocondrial independente de sua atividade de protease 

em concentrações mais baixas (300 nM). 

 

Uma diminuição da respiração acoplada pode se dar por dois motivos principais: por 

um aumento do consumo de oxigênio que é mantido principalmente para compensar o 

vazamento de prótons (respiração leak), que reduz a eficiência da síntese de síntese de ATP ao 

reduzir a capacidade de reter prótons no espaço intermembranas; ou por um prejuízo na 

eficiência do ETS, que pode se dar pela redução da atividade ou da função de componentes do 

ETS ou de enzimas que geram cofatores reduzidos para serem entregues no ETS. Na análise da 

respiração leak, aqui medida como um estado de repouso não fosforilante quando os substratos 

reduzidos são fornecidos (malato, piruvato e succinato), mas sem o fornecimento de ADP 

(vazamento de prótons sem adenilatos), NS3pro levou a uma diminuição de 21% na respiração 

leak apenas na concentração mais elevada (600 nM), o que parece ser dependente da protease, 

já que o mesmo efeito não foi observado com NS3proS135A (Figura 20B). Esse dado reforça 

que NS3pro na concentração de 600 nM afeta drasticamente a função mitocondrial, perturbando 

até mesmo a respiração associada ao vazamento de prótons. Além disso, como não houve 

alteração da respiração leak na presença de NS3pro 300 nM, a diminuição na respiração 

acoplada induzida por ela parece ser devida a algum prejuízo no metabolismo mitocondrial e 

não a um aumento no desacoplamento (o que pode ocorrer devido a algum dano na membrana 

ou outros mecanismos de vazamento de prótons).  

 

A taxa de controle respiratório (RCR), que representa a razão entre a respiração acoplada 

e a respiração leak, reflete a capacidade das mitocôndrias de fosforilar o ADP em ATP e é um 

parâmetro clássico para indicar alterações na função mitocondrial (Brand e Nicholls, 2011). 

Como o cálculo do RCR é uma forma de normalizar as variâncias dos dados brutos, adotamos 

o RCR como um indicador da função mitocondrial nos experimentos avaliados em seguida. 

Aqui, observamos que NS3pro prejudicou o RCR de maneira dose dependente (Figura 20C), 

refletindo uma diminuição na eficiência da mitocôndria na produção de ATP.  

 



61 
 

 

Figura 20. NS3pro afeta a respiração mitocondrial.  As mitocôndrias foram isoladas e incubadas com NS3pro 

(barras cheias) ou com NS3proS135A (barras quadriculadas) nas concentrações indicadas, e o consumo de 

oxigênio foi avaliado. Os gráficos estão expressos em relação ao controle (mitocôndrias incubadas com o tampão 

no qual as proteínas recombinantes foram diluídas).  (A) Respiração acoplada à síntese de ATP (B) Respiração 

leak. (C) Taxa de controle respiratório (RCR: acoplada/leak). Dados expressos como média ± desvio padrão. *, 

p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 

 

É interessante destacar que as alterações observadas no RCR refletem mais as mudanças 

observadas no OCR da respiração acoplada à síntese de ATP (comparação entre as figuras 

20A e C) do que alterações na respiração leak (vazamento de prótons) (Figura 20B). Sendo 

assim, a diminuição do RCR causada pela incubação de mitocôndrias com NS3pro indica uma 

menor capacidade fosforilativa e não uma redução da eficiência de síntese de ATP por 

vazamento de prótons.    

 

Já que parte dos efeitos observados parece estar ligada à atividade protease de NS3, o 

que poderia comprometer a função mitocondrial ao interromper a integridade da membrana 

interna, medimos a capacidade das mitocôndrias de manter o potencial de membrana quando 

incubadas com NS3pro. As análises mostraram que as mitocôndrias incubadas com 300nM ou 

600nM de NS3pro têm a mesma capacidade de manter o potencial de membrana quando 

comparado à condição controle, sugerindo que NS3pro não afeta a integridade da membrana 

ou danifica profundamente esta organela, mesmo em concentrações mais altas (Figura 21). 
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Figura 21. NS3pro não compromete o potencial de membrana mitocondrial. O gráfico mostra o percentual de 

despolarização do potencial de membrana após a adição de ADP de mitocôndrias isoladas incubadas ou não com 

NS3pro 300nM e 600nM. Dados expressos como média ± desvio padrão. 

 

 Avaliamos também a integridade dos complexos respiratórios das mitocôndrias 

incubadas com 300 nM e 600 nM de NS3pro através da análise das proteínas presentes na 

membrana mitocondrial separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não-

desnaturantes (“gel nativo azul”, BN-PAGE). Por ser uma eletroforese corrida em condições 

não-desnaturantes, é possível visualizarmos complexos multiproteicos presentes nas amostras 

(igualmente preparadas em condições não desnaturantes). Não observamos quaisquer 

alterações na montagem de complexos ou sinais de degradação nas amostras incubadas com 

NS3pro (Figura 22). Portanto, NS3pro parece afetar a função mitocondrial por meio de 

mecanismos mais específicos, em vez de uma ruptura inespecífica de membrana ou pela 

desmontagem de complexos proteicos. 
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Figura 22. NS3pro não compromete a integridade dos complexos do ETS.  Eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições não-desnaturantes (BN-PAGE) de extratos de proteínas de mitocôndrias isoladas 

incubadas ou não com NS3pro 300nM e 600nM. As posições estimadas dos complexos estão indicadas.  

 

Embora 600nM de NS3pro não afete o potencial de membrana ou comprometa a 

integridade dos complexos respiratórios, não podemos descartar efeitos inespecíficos 

associados à sua atividade protease, dado que observamos resultados diferentes no consumo de 

oxigênio quando comparamos a NS3pro com NS3proS135A nessa concentração. Portanto, 

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

 

 

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

de maneiras distintas  

 

Uma vez que observamos que NS3pro afeta a respiração mitocondrial utilizando um 

protocolo multi-substrato, decidimos investigar a contribuição de cada substrato energético 

individualmente para o efeito anteriormente observado. Realizamos ensaios de respirometria 

de alta resolução em mitocôndrias isoladas incubadas com NS3pro na presença de substratos 

que alimentam o ciclo de Krebs (piruvato e malato), de um substrato que alimenta o ETS 

diretamente, o succinato, que é substrato do complexo II do ETS (succinato desidrogenase), ou 

de palmitoil-carnitina que passa por β-oxidação mitocondrial.   
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Para melhor compreensão dos experimentos seguintes, cabe aqui ilustrar brevemente 

como se dá a utilização dos diferentes substratos e a ação dos inibidores que utilizamos. O 

malato e o piruvato são substratos cuja oxidação gera NADH, tanto diretamente pela malato 

desidrogenase e pela piruvato desidrogenase, respectivamente, quanto pela oxidação 

subsequente de seus metabólitos 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 oxidação de malato e piruvato no ciclo de Krebs 

ou pode entrar diretamente na mitocôndria quando adicionado experimentalmente, sendo 

oxidado diretamente pelo complexo II (que é a enzima succinato desidrogenase). Este apresenta 

FAD como grupo prostético e recebe elétrons do succinato, gerando FADH2. O malonato é um 

inibidor competitivo do complexo II. Já a β-oxidação de palmitoil-carnitina gera tanto NADH, 

que é oxidado no complexo I, quanto FADH2, que constitui grupo prostético das proteínas do 

complexo ETF-ETF:QO (Figura 23). 

 

Os elétrons transferidos na oxidação de NADH (pelo complexo I) e FADH2 (pelo 

complexo II ou ETF-ETF:QO) são entregues à ubiquinona, que os transfere para o complexo 

III (inibido por antimicina A). O TMPD pode ser utilizado como doador de elétrons para o 

complexo IV e o ascorbato garante sua redução. O KCN é utilizado como inibidor do complexo 

IV. Como mencionado anteriormente, a transferência de elétrons pelos complexos I, III e IV é 

acoplada ao bombeamento de prótons para formação de potencial de membrana e o retorno de 

prótons através da ATP sintase é a força motriz utilizada na síntese 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 resolução. e-: elétrons. H+: prótons. Q: ubiquinona. CtyC: 

citocromo c. As setas de ponta chata (vermelho) indicam inibição. A ilustração não está em escala. As estruturas 

dos complexos foram geradas com PyMOL usando os PDB IDs: 3M9S, 3AEF, 2GMH, 1NTM, 3ZCF, 2Y69 e 

5ARE. 

 

Observamos que NS3pro afeta a utilização desses substratos de forma distinta. Quando 

malato e piruvato foram utilizados como substratos, ocorreu uma redução de 40,6% no RCR 

das mitocôndrias incubadas com NS3pro se comparadas ao controle. Por outro lado, quando a 

incubação foi feita usando a protease inativa, NS3proS135A, não observamos diferenças 

significativas em relação ao controle, sugerindo que o efeito causado pela NS3pro na oxidação 

de malato/piruvato está relacionada à sua atividade protease (Figura 24A). Curiosamente, o 

efeito dependente da atividade protease, que se dá na oxidação de malato/piruvato, não foi 

observado no protocolo multi-substrato (ver Figura 20C). É possível que esse efeito seja 

mascarado pelos efeitos independentes dessa atividade no metabolismo mitocondrial quando 

na presença de múltiplos substratos. 

 

Quando fornecemos succinato como substrato, tanto NS3pro quanto NS3proS135A 

causaram efeitos semelhantes, ambas afetam a respiração associada ao succinato reduzindo o 

RCR em 56,2% e 40,6%, respectivamente (Figura 24B). Dessa forma, é possível concluir que 



66 
 

NS3pro interfere na OCR dependente de succinato por um mecanismo independente de sua 

atividade de protease.  

 

O consumo de oxigênio mitocondrial foi também avaliado na presença de palmitoil-

carnitina, forma do palmitato passível de ser transportada (pelo transportador de acil-carnitina) 

para dentro da mitocôndria. 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 então 

disponível para engajar na β-oxidação. Como mencionado anteriormente, em células Huh7, os 

ácidos graxos tornam-se a principal fonte energética durante a infecção pelo DENV (Fernandes-

Siqueira et al., 2018). Logo, incluir um ácido graxo nos experimentos seria interessante para 

compreendermos se NS3 estaria relacionada a esse efeito observado durante a infecção. O RCR 

associado à palmitato teve uma redução de 53,25% em mitocôndrias incubadas com NS3pro, 

mas não com NS3proS135A (Figura 24C). Esse efeito é oposto ao observado durante a 

infecção de células Huh7. 

 

Figura 24. NS3 afeta os complexos respiratórios de diferentes maneiras. (A) RCR de mitocôndrias isoladas 

incubadas ou não 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 padrão. *, p= 0,0323; **, p<0,005; ****, p<0,0001. 

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

função do citocromo c 

 

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

consumo de oxigênio. Desta forma, todas as medidas realizadas dependem diretamente da 
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atividade do complexo IV, dado que este é o complexo que transfere os elétrons para o oxigênio, 

formando água, ou seja, é o complexo diretamente responsável pelo consumo de oxigênio. Para 

avaliar se o complexo IV contribuiria em parte com o efeito observado na redução do RCR com 

diferentes substratos, medimos a atividade do complexo IV por respirometria de alta resolução 

fornecendo TMPD e ascorbato para reduzir o complexo IV. NS3pro alterou levemente a 

atividade do complexo IV, diminuindo o consumo de oxigênio em 12,5% em média comparado 

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

 

 

 

Figura 25. NS3pro não afeta consideravelmente o funcionamento do complexo IV. Consumo de oxigênio 

associado ao complexo IV avaliado utilizando TMPD e ascorbato como substratos. Dados expressos como média 

± desvio padrão. 

 

O efeito no complexo IV pode contribuir parcialmente, mas não explica totalmente a 

diminuição de 56,2% no RCR quando succinato é utilizado como substrato, a diminuição de 

53,25% no RCR com palmitoil-carnitina e nem a diminuição de 40,6% no RCR quando malato 

e piruvato são fornecidos como substratos, sugerindo que NS3pro não atua diretamente na 

funcionalidade do complexo IV. Como o efeito no complexo IV não explica as alterações no 

consumo de oxigênio associado à oxidação de substratos, uma outra possibilidade seria que 

NS3pro poderia interferir diretamente na função dos complexos I, II, III e do citocromo c (que 

realiza o transporte de elétrons do complexo III para o IV).  

 

Na presença de NS3pro, o RCR mitocondrial sofreu uma diminuição mais significativa 

quando succinato foi utilizado como substrato (Figura 24). Logo, decidimos avaliar se NS3pro 

prejudica a atividade do complexo II diretamente, por meio de ensaio colorimétrico com 

extratos de mitocôndrias previamente incubadas (ou não) com NS3pro. Nesse ensaio, a 
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oxidação de succinato, na presença do aceptor artificial de elétrons DCPIP, foi rastreada 

medindo a absorbância das amostras em um comprimento de onda específico, cuja variação 

reflete a redução do DCPIP. Curiosamente, NS3pro estimulou levemente a atividade do 

complexo II (em 13,44%) (Figura 26). Dessa forma, podemos concluir que a redução do 

consumo de oxigênio associado à oxidação de succinato não se deve a um efeito direto na 

atividade da succinato desidrogenase.  

 

 

Figura 26. NS3pro estimula a atividade da succinato desidrogenase (SDH). A atividade da SDH foi avaliada 

em extratos de mitocôndrias isoladas incubadas ou não 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 extinção molar de DCPIP reduzido (21,0 mM− 1.cm− 1). Dados expressos como média 

± desvio padrão. *, p= 0,0124. 

 

Em seguida, exploramos a hipótese de que NS3pro poderia afetar o citocromo c. 

Normalmente o citocromo c é utilizado em ensaios de respirometria como um controle de 

qualidade das preparações de mitocôndrias isoladas, isso porque danos à membrana externa 

mitocondrial podem resultar em perda parcial de citocromo c. Aqui, vimos que o potencial de 

membrana não está alterado nas mitocôndrias incubadas com NS3pro, o que indica que não há 

danos à membrana interna. Então, para testar se NS3pro estaria comprometendo a função do 

citocromo c, fornecemos citocromo c exógeno para as mitocôndrias isoladas previamente 

incubadas com NS3pro. Se sua adição restabelecesse o OCR aos níveis do controle, poderíamos 

assumir que ele é o elemento limitante do ETS neste contexto. 

 



69 
 

Na presença de piruvato e malato ou palmitoil-carnitina a suplementação com citocromo 

c não restaurou a diminuição do OCR induzida por NS3pro (Figura 27A, C e D). Mas quando 

succinato é fornecido como substrato, a adição de citocromo c restaura completamente a 

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

no transporte de elétrons através do citocromo c quando succinato é o substrato, mas não quando 

piruvato e malato ou palmitoil-carnitina são oxidados.  

 

 

Figura 27. NS3pro interfere no transporte de elétrons através do citocromo c quando succinato é usado 

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

os substratos indicados. (D) Razão do consumo de oxigênio relativo ao controle antes e depois da suplementação 

com citocromo c (CytC). Dados representados como média ± desvio padrão. *, p< 0,05; **p<0,009.  
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Como NS3pro parece atuar sobre o citocromo c, verificamos se o citocromo c poderia 

ser alvo de clivagem dessa protease. Para isso, incubamos o citocromo c com 300 nM e 600 nM 

de NS3pro, e analisamos as bandas correspondentes a essas incubações por SDS-PAGE 20%. 

Não houve aparente proteólise do citocromo c quando incubado com NS3pro (Figura 28).  

 

 

 

Figura 28. NS3pro não degrada citocromo c. SDS-PAGE 20% corado com prata com amostras de citocromo c 

(CytC) incubadas ou não com NS3pro e NS3proS135A.  

 

 

Conforme mencionado, a redução da respiração associada à oxidação de malato e 

piruvato e palmitoil-carnitina parece ser causada por uma degradação (pela atividade da 

protease NS3) de algum componente responsável pela metabolização desses substratos, uma 

vez que o NS3proS135A, cataliticamente inativa, não prejudica a respiração mitocondrial na 

presença deles (Figura 24A). Por outro lado, o efeito do NS3pro na oxidação do succinato 

parece ocorrer de maneira independente da protease (Figura 24B). De fato, não vimos nenhum 

sinal de proteólise do citocromo c quando incubado com NS3pro (Figura 28).  
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5.6. NS3prohel prejudica o consumo de oxigênio induzido por succinato, mas não 

por malato/piruvato ou palmitato, em mitocôndrias isoladas 

 

Até aqui, avaliamos o efeito do domínio protease de NS3 sobre a respiração 

mitocondrial. No entanto, não há relatos da presença de um peptídeo de NS3 menor, contendo 

apenas o domínio protease, nas células infectadas pelo DENV. Então, para verificar se os efeitos 

na respiração mitocondrial observados com NS3pro são reprodutíveis com a proteína NS3 

inteira, contendo todos os seus domínios (NS3prohel), conduzimos ensaios de respirometria de 

alta resolução com NS3prohel recombinante e avaliamos o consumo de oxigênio associado a 

malato/piruvato, palmitoil-carnitina e succinato.  

 

Na presença de piruvato/malato ou de palmitoil-carnitina não houve diferenças 

significativas no RCR entre as mitocôndrias controle e as incubadas com NS3prohel (Figura 

29). Mas com succinato houve uma diminuição de 31,38% no RCR das mitocôndrias incubadas 

com a proteína inteira (Figura 29). Nas três condições, o efeito de NS3pro foi mais significativo 

que o de NS3prohel (comparação entre as Figuras 24 e 29). Como mencionado, a importação 

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 são mais intensos. No entanto, como 

comentado anteriormente, o domínio protease sozinho nunca foi relatado durante a infecção.  

 

 

 

Figura 29. NS3prohel reduz a respiração mitocondrial associada à oxidação de succinato. RCR de 

mitocôndrias isoladas incubadas com NS3prohel usando malato/piruvato, succinato e palmitoil-carnitina como 

substratos. ***, p=0,0006. 
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5.7. A transfecção de NS3prohel prejudica o consumo de oxigênio associado ao 

succinato nas mitocôndrias de células permeabilizadas 

 

Reunidos, os resultados indicam que a proteína NS3 do DENV tem potencial para 

alterar o metabolismo mitocondrial. É importante avaliar se os efeitos desencadeados por NS3 

são fisiologicamente relevantes, logo expressar NS3 dentro de uma célula torna-se necessário. 

As metodologias empregadas anteriormente para expressão de NS3 não se mostraram 

eficientes, então decidimos expressar NS3prohel em células HEK293T para avaliar possíveis 

diferenças no padrão respiratório mitocondrial. Optamos por utilizar células HEK293T, já que 

esta linhagem celular é conhecida como sendo fácil de transfectar (Baldi et al., 2007).  

 

As células HEK293T foram transfectadas e analisadas nos tempos de 12, 18 e 24 h pós 

transfecção. Como esperado, observamos um aumento gradual na expressão de NS3 por 

western blotting (Figura 30A) após a transfecção das células. Para verificar o percentual de 

células transfectadas, conduzimos ensaios de imunofluorescência. Em 12 h após a transfecção, 

observamos uma média de 13% de células com marcação positiva para NS3. Em 18 h, a 

marcação positiva foi observada em 11,6% das células, e em 24 h em 19,3% das células (Figura 

30B). Dessa forma, observamos uma baixa eficiência de transfecção, assim como nossas 

tentativas anteriores de transdução com outras linhagens celulares. Verificamos se a baixa 

porcentagem de expressão estava relacionada à morte celular, mas não observamos alterações 

na viabilidade entre as células transfectadas com NS3 e as células controle transfectadas com o 

vetor vazio (Figura 30C). Estes dados reforçam nossa hipótese de que as células possuam 

mecanismos imunes inatos que bloqueiam a expressão de NS3 ou direcionam NS3 para 

degradação, e que, durante a infecção natural, esses mecanismos são pelo menos parcialmente 

neutralizados por outras proteínas virais ou não são eficazes no local de replicação viral. Não 

encontramos aqui nenhuma evidência de que a expressão de NS3 cause toxicidade às células, 

seja por análise morfológica ou por ensaio de viabilidade. 
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Figura 30. Expressão de NS3 em células HEK293T transfectadas. (A) Western blotting e análise quantitativa 

de densidade das bandas de extratos de proteínas totais de HEK293T transfectadas com pcDNA3.1_NS3 coletados 

12, 18 e 24 h pós transfecção. A proteína NS3 apresenta 70 kDa e é observada com marcação verde. A proteína 

GAPDH, com 37 kDa, observada com marcação vermelha, foi utilizada como controle de carregamento de 

proteína. P: padrão de peso molecular.  *, p=0,0171 (significância entre 12 e 24h). (B) Imunofluorescência de 

células HEK293T após diferentes tempos de transfecção. As células foram marcadas com anticorpos anti-NS3 

(verde), e analisadas por microscopia de fluorescência com objetiva de 20x. Os núcleos foram corados com DAPI 

(azul). A barra de escala corresponde a 50 µm. CTL: controle de transfecção (vetor vazio). O gráfico mostra a 

porcentagem de células com marcação positiva para NS3 nos diferentes tempos analisados. *, p=0,0209 

(significância entre 18 e 24h). (C) Viabilidade celular relativa ao controle de transfecção (uso de vetor vazio), 

analisada pelo ensaio de redução de MTT. Todos os dados estão expressos como média ± desvio padrão. 
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Embora a taxa de transfecção tenha sido baixa, conduzimos ensaios de respirometria de 

alta resolução em células intactas ou permeabilizadas previamente transfectadas com NS3 ou 

com o vetor vazio para ver se pelo menos alguns dos efeitos observados em mitocôndrias 

isoladas se reproduzem em células expressando NS3. Nos experimentos com células intactas é 

possível avaliarmos o consumo de oxigênio associado à oxidação de substratos endógenos e 

dos presentes no meio de cultura. Nessa condição não só o metabolismo mitocondrial, mas 

também o metabolismo celular por completo contribui para o resultado observado. O resultado 

tanto depende da capacidade das células de captar metabólitos, metabolizá-los dentro das 

células (por diversas vias como glicólise, catabolismo de aminoácidos, glicogenólise etc.) 

quanto de sua utilização nas mitocôndrias. Já nos experimentos com células permeabilizadas, 

rompemos a membrana plasmática para que substratos diretamente utilizados pelas 

mitocôndrias (succinato, piruvato, malato etc.) sejam acessíveis. Nesse processo, o 

metabolismo citoplasmático e de outras organelas fica prejudicado. Dessa forma, os 

experimentos com células permeabilizadas se assemelham mais aos de mitocôndrias isoladas. 

Ele será importante, no entanto, para analisarmos se as células conseguiriam expressar NS3 em 

níveis suficientes para vermos os mesmos efeitos na função mitocondrial que observamos em 

mitocôndrias isoladas incubadas com NS3 recombinante. 

 

Avaliamos diferentes parâmetros em células intactas. A respiração basal corresponde ao 

OCR das células mantidas em meio de cultura completo (DMEM). A respiração acoplada 

corresponde ao OCR associado à síntese de ATP e é calculado subtraindo-se a respiração leak 

da respiração basal. A respiração leak corresponde ao OCR medido na presença de oligomicina, 

um inibidor da ATP sintase, que impede que os prótons retornem à matriz mitocondrial pela 

fosforilação oxidativa. Dessa forma, o OCR da respiração leak reflete o vazamento de prótons 

através da membrana mitocondrial interna e corresponde à respiração desacoplada da síntese 

de ATP na ausência de um desacoplador. Por fim, a respiração máxima corresponde ao OCR 

medido na presença de FCCP, um ionóforo que desfaz o gradiente de prótons, levando o ETS 

a operar em sua capacidade máxima de transporte de elétrons. Em células intactas, não 

observamos nenhuma diferença do OCR entre a condição controle (vetor vazio) e células 

transfectadas com NS3 (Figura 31A).  

 

Já nas células permeabilizadas, observamos uma diminuição discreta (de 8% em 

média), mas significativa (p=0,0365), na oxidação do substrato respiratório succinato, mas não 

na oxidação dos substratos piruvato e malato quando comparado ao controle (Figura 31B). 



75 
 

Esses dados indicam que a expressão de NS3 é capaz de recapitular pelo menos parcialmente 

os efeitos observados em mitocôndrias isoladas incubadas com NS3pro. Dessa forma, podemos 

dizer que essas células possuem a capacidade de sintetizar NS3 em níveis suficientes para 

vermos seus efeitos na oxidação de succinato. É importante ressaltar que tais efeitos 

provavelmente foram pequenos porque apenas cerca de 20% da população de células 

transfectadas de fato expressavam NS3 (Figura 30B).  

 

Figura 31. A oxidação de succinato diminui em células HEK293T que expressam NS3. (A) A taxa de consumo 

de oxigênio (OCR) foi avaliada por respirometria de alta resolução em uma suspensão de células intactas 

analisadas em DMEM. (B) Respirometria de alta resolução em suspensão de células permeabilizadas com 

digitonina em meio de respiração MIR05. O primeiro gráfico mostra a respiração acoplada associada à oxidação 

de piruvato e malato, e o segundo a associada à oxidação 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 estão expressos como média ± desvio padrão. *, p=0,0365. 
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            6. DISCUSSÃO  

 

6.1. Proteínas virais associadas à mitocôndria  

 

Na análise proteômica por espectrometria de massas, observamos que das dez proteínas 

do DENV, seis (NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS5 e proteína E) foram encontradas nas amostras 

de mitocôndrias isoladas de células hepáticas infectadas por DENV. Essa análise foi uma 

abordagem inicial na busca de proteínas virais que poderiam estar associadas a modulação do 

metabolismo mitocondrial, e trata-se de um mapeamento em triplicata técnica usado como base 

para os experimentos subsequentes. Identificamos peptídeos únicos (exclusivos) dessas 

proteínas, o que é um parâmetro importante que contribui para a confiabilidade da análise. 

 

Dentre os flavivírus, existem outros casos de proteínas virais que se associam a 

mitocôndrias. Por exemplo, a proteína NS5 do vírus da encefalite japonesa (JEV) já foi 

detectada em mitocôndrias, interagindo com a proteína trifuncional mitocondrial (TFP, do 

inglês trifunctional protein) (Kao et al., 2015). Essa enzima catalisa três das quatro reações da 

via de β-oxidação de ácidos graxos de cadeia longa, e ao interagir com a TFP, a NS5 de JEV 

afeta a oxidação desses substratos. Já proteína C do vírus da hepatite C (HCV) associa-se à 

membrana externa mitocondrial (Schwer et al., 2004) provocando o aumento da captação de 

cálcio, aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e inibição seletiva do complexo 

I (Korenaga et al., 2005). As proteínas NS4B e p7 do HCV também parecem se associar a 

mitocôndrias ou a MAMs. Resultados de um experimento de interactoma sugeriram que essas 

proteínas poderiam interagir com duas subunidades da ATP sintase (ATP5H e MTATP6) 

(Ramage et al., 2015). Foi descrito que p7 diminui a síntese de ATP e causa despolarização 

mitocondrial (You et al., 2017). Posteriormente, outro estudo mostrou que as proteínas C, E2, 

p7, NS5A e NS3 do HCV podem ser encontradas em MAMs, mas que NS3 é enriquecida em 

frações mitocondriais. Além disso, a proteína C e NS3 parecem interagir com VDAC1 (do 

inglês anti-voltage dependent anion channel 1), uma porina localizada na membrana 

mitocondrial externa que regula o transporte de metabólitos e íons para o espaço 

intermembranar, assim como a liberação de fatores pró-apoptóticos, mas o papel dessa interação 

não é claro (Duponchel et al., 2023). NS4B do DENV e do vírus do Zika (ZIKV) induzem 

alongamento mitocondrial, mas essas proteínas não foram encontradas nas mitocôndrias e sim 

colocalizadas com membranas convolutas e MAMs (Chatel-Chaix et al., 2016; Barbier et al., 

2017). Esses dados são um indicativo de que a interação de proteínas virais com as mitocôndrias 
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possa ser facilitada durante a infecção. Para o DENV, parece que a interação de proteínas virais 

com as mitocôndrias pode ser de fato facilitada, pois já foi descrito que as membranas 

convolutas, membranas derivadas do RE enriquecidas de proteínas virais, entram em contato 

físico com as mitocôndrias. Essa interação provavelmente favorece o alongamento mitocondrial 

induzido por NS4B, já que esses contatos ocorrem entre as membranas convolutas e 

mitocôndrias alongadas. Por sua vez, o alongamento mitocondrial favorece a replicação do 

DENV (Chatel-Chaix et al., 2016). 

 

Como mencionado, encontramos NS3 em mitocôndrias isoladas de células Huh7 

infectadas por DENV com uma excelente cobertura de sua sequência de aminoácidos. Esse é 

um indicativo bastante significativo de que essa proteína se localiza nas mitocôndrias durante 

a infecção. Apesar de que a maior parte de NS3 também se associe ao RE durante a infecção 

(Reid et al., 2018), ela possui um sinal de endereçamento que permite sua translocação para 

matriz mitocondrial (Gandikota et al., 2020) e foi identificada em frações enriquecidas de 

mitocôndrias (Chatel-Chaix et al., 2016; Barbier et al., 2017). Esses estudos sustentam que, 

além de seu papel durante replicação viral, NS3 também é endereçada para as mitocôndrias, 

onde desempenhariam outras funções. Aqui, desvendamos um possível papel da proteína NS3 

do DENV na modulação do metabolismo mitocondrial.  

 

6.2. Alterações do metabolismo mitocondrial induzidas por NS3  

 

Em nossos experimentos de proteômica, encontramos proteínas celulares moduladas 

negativamente nas mitocôndrias (reduzidas pelo menos duas vezes em relação ao mock) de 

células Huh7 infectadas pelo DENV, sendo a maioria delas relacionada ao metabolismo 

energético. NDUFA9 está entre essas proteínas identificadas e é importante para estabilização 

da junção entre a parte intermembranar do complexo I e o braço do complexo que fica voltado 

para matriz mitocondrial. Essa estabilização é crítica para a montagem e atividade do complexo 

I (Stroud et al., 2013). A diminuição da expressão dessa proteína pode ser um indicativo de que 

a atividade do complexo I possa ser afetada durante a infecção pelo DENV. Considerando que 

parte das proteínas identificadas com níveis reduzidos pertenciam ao ETS e os indícios da 

presença de NS3 nas mitocôndrias, investigamos se essa proteína viral poderia afetar a função 

mitocondrial.  
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Inicialmente conduzimos experimentos com a protease NS3 por já ter sido mostrado 

anteriormente que a entrada deste domínio de NS3 na mitocôndria era mais eficiente do que a 

importação da proteína inteira (Gandikota et al., 2020). Nossa intenção com esta estratégia foi 

a de que ela permitisse a observação mais clara dos efeitos causados pela proteína.  No entanto, 

não existem relatos do domínio protease ser encontrado sem o domínio helicase durante a 

infecção pelo DENV. Em células de mamíferos, apenas uma clivagem dentro do domínio 

helicase já foi descrita. Essa clivagem gera um fragmento de 50 kDa correspondente a cerca de 

460 resíduos a partir do N-terminal de NS3 (Arias, Preugschat e Strauss, 1993). Contudo, a 

possibilidade de uma clivagem entre os domínios não pode ser completamente descartada. Essa 

região é susceptível a atividade de proteases in vitro, o que foi descrito para outro flavivírus, o 

vírus do Oeste do Nilo (WNV) (Wengler e Wengler, 1991).  

 

Confirmando a nossa hipótese de que a NS3pro afeta o funcionamento mitocondrial, 

observamos uma inibição da respiração acoplada. Na presença de múltiplos substratos, o efeito 

de NS3pro na respiração acoplada não pareceu ser dose-dependente. Com 200 nM e 300 nM de 

proteína a diminuição no consumo de oxigênio foi bem próxima. Já com 600 nM, os efeitos 

foram bem mais proeminentes. Parece haver um limiar do efeito associado ao domínio protease, 

pois essa queda drástica no consumo de oxigênio não ocorre com a protease cataliticamente 

inativa na concentração de 600 nM. Nesta tese, optamos por investigar os efeitos de 300 nM de 

NS3 a fim de evitar possíveis efeitos proteolíticos inespecíficos que poderiam ocorrer com altas 

concentrações dessa proteína. 

 

NS3pro de DENV é capaz de clivar pequenos peptídeos cromogênicos in vitro (Yusof 

et al., 2000; Phong et al., 2011), além da proteína mitocondrial GrpEL1 in vitro e em células 

transfectadas (Gandikota et al., 2020). Esses trabalhos também apontam que a atividade 

catalítica de NS3pro é menor que do que quando está associada ao seu cofator NS2B. Outros 

estudos, incluindo o que descreveu uma região de 40 resíduos de aminoácidos de NS2B que é 

essencial para atividade do complexo NS2B-NS3 (Falgout, Miller e Lai, 1993), apontam que 

NS2B é necessária para clivagem de peptídeos maiores (substratos tetrapeptídicos, por 

exemplo) e da poliproteína viral. Não identificamos NS2B na análise proteômica de 

mitocôndrias isoladas de células Huh7 infectadas pelo DENV. Contudo, NS2B é uma proteína 

transmembranar do RE que se mostrou essencial para o recrutamento de NS3 do ZIKV para o 

complexo de replicação viral, onde NS3 realiza a maioria das funções relacionadas à replicação 

viral (Xing et al., 2020). NS2B pode estar localizada em outras regiões do RE que não as regiões 
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de contato com as mitocôndrias e NS3 poderia entrar na mitocôndria livremente, já que ocorre 

a clivagem na junção NS2B/NS3. 

 

Testamos a atividade de NS3pro usando o peptídeo cromogênico cloridrato Bz-Arg-

AMC, mas não obtivemos sucesso, possivelmente nosso protocolo precise de adequações. 

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 possível que alguma interação dentro do microambiente mitocondrial possa favorecer a 

atividade de NS3pro.  

 

6.3. Efeitos da NS3 na oxidação de diferentes substratos na mitocôndria 

 

Um dos resultados mais interessantes desta tese foi a observação de um efeito diferencial 

da NS3pro sobre a utilização de diferentes substratos energéticos. NS3pro afetou tanto a 

respiração associada à malato/piruvato quanto a de succinato quando fornecidos 

separadamente. Os efeitos mais proeminentes, entretanto, são observados na respiração quando 

succinato, substrato do complexo II do ETS, é o substrato energético fornecido. É interessante 

destacar que a redução do RCR associada à oxidação de succinato foi anteriormente reportada 

em células hepáticas HepG2 durante a infecção pelo DENV (El-Bacha et al., 2007). Nossos 

dados sugerem fortemente que NS3 pode ser a responsável por esse efeito durante a infecção. 

A diminuição do RCR não se deve a um efeito direto no complexo II dado que a sua atividade 

não foi afetada por NS3 nos ensaios enzimáticos. Também observamos que a diminuição no 

RCR não está associada a uma atividade direta de NS3 sob complexo IV, embora ocorra uma 

aparente diminuição na respiração quando TMPD e ascorbato, substratos diretos do complexo 

IV, são utilizados como substratos para mitocôndrias isoladas incubadas com NS3pro. Esta 

diminuição provavelmente está relacionada ao fato de o TMPD entregar elétrons ao citocromo 

c que posteriormente os entrega ao complexo IV. Logo, suspeitamos que a função do citocromo 

c pudesse estar comprometida na presença de NS3pro. De fato, aqui mostramos que ação de 

NS3 no consumo de oxigênio dependente de succinato, mas não de piruvato/malato ou 

palmitoil-carnitina, é dependente de uma interferência na função do citocromo c. Isso foi 

evidente ao mostrarmos que, em mitocôndrias incubadas com NS3pro, o OCR é restaurado para 

os níveis do controle após suplementação com citocromo c.  
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Outro aspecto interessante quanto aos efeitos diferenciais no consumo de diferentes 

substratos é a dependência ou não da atividade protease de NS3. A oxidação de malato e 

piruvato, assim como de palmitoil-carnitina, parece ser dependente da atividade protease de 

NS3, uma vez que o mesmo efeito não é observado quando a protease cataliticamente inativa é 

utilizada. Já a diminuição da respiração associada a oxidação de succinato, que é dependente 

de citocromo c, parece ser independente da atividade protease. De acordo com esses dados, não 

observamos qualquer degradação de citocromo c recombinante quando incubado com NS3pro, 

reforçando a ausência de proteólise.   

 

Nesta tese não exploramos se os efeitos de NS3 na ETS dependem de sua importação 

para a mitocôndria. Dessa forma, não podemos descartar a possibilidade de que NS3 afete a 

respiração mitocondrial interagindo com componentes da superfície dessa organela. Uma vez 

que o prejuízo induzido por NS3 na utilização de succinato nas mitocôndrias parece depender 

do citocromo c, uma possibilidade seria NS3 induzir a liberação de citocromo c da mitocôndria 

ao alterar a permeabilidade da membrana mitocondrial externa. Este mecanismo foi descrito 

para outros vírus que induzem apoptose em células infectadas (Galluzzi et al., 2008). Por 

exemplo, as proteínas NS3/NS4A do HCV causam a translocação da proteína pró-apoptótica X 

associada à Bcl-2 (BAX, do inglês Bcl-2 associated X-protein) para as mitocôndrias, 

permeabilização da membrana externa mitocondrial e liberação de citocromo c de células 

transfectadas, induzindo apoptose (Nomura-Takigawa et al., 2006, Deng et al., 2008; Javed e 

Manzoor, 2018).  

 

No entanto, nossos dados não sustentam essa possibilidade, pois não observamos 

alterações na capacidade de formação de potencial de membrana entre as mitocôndrias 

incubadas com NS3 e as controle. Logo, podemos dizer que NS3 não afeta a permeabilidade da 

membrana mitocondrial interna. Isso, no entanto, ainda não descarta a possibilidade de um 

prejuízo da membrana externa por NS3. Porém, a oxidação de malato e piruvato não é afetada 

em mitocôndrias de células transfectadas ou mitocôndrias isoladas incubadas com NS3prohel. 

Isso sugere que as mitocôndrias incubadas com NS3prohel continuam funcionais, plenamente 

capazes de gerar ATP na presença de outros substratos a despeito de um comprometimento 

específico na oxidação de succinato. Somado a isso, não foi observado comprometimento da 

viabilidade celular das células transfectadas com NS3prohel, indicando que não está ocorrendo 

uma liberação maciça de citocromo c no citoplasma, o que induziria apoptose. Em vez disso, é 

mais concebível 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-apoptótico induzido pelo DENV. Se NS3 for mesmo capaz de interagir com o citocromo 

c, é possível que ela impeça que o citocromo c se associe ao fator 1 ativador da peptidase 

apoptótica (Apaf1, do inglês apoptotic peptidase activating factor 1), inibindo então a formação 

do apoptossoma. Diversos vírus se utilizam de mecanismos anti-apoptóticos para aumentar a 

viabilidade da célula hospedeira e permitir uma maior produção de partículas virais (Galluzzi 

et al., 2008). Pretendemos explorar essa possibilidade no futuro. Não havendo interação entre 

NS3 e citocromo c, outra possibilidade é NS3 prevenir a associação do citocromo c com os 

complexos respiratórios (III e IV) de forma indireta. 

 

Uma questão enigmática é porque o consumo de oxigênio é restaurado aos níveis do 

controle com a suplementação com citocromo c somente quando succinato é o substrato 

energético fornecido. Existem algumas possíveis explicações para isso. Uma delas seria a 

existência de pools distintos de citocromo c nas mitocôndrias que se associam 

independentemente a diferentes complexos respiratórios. A segunda seria que NS3 possa 

interferir com fatores de montagem que regulam a associação de supercomplexos específicos 

contendo os complexos III e IV que preferencialmente recebem elétrons do complexo II, em 

vez de interferir diretamente no citocromo c. A terceira possibilidade seria existência de 

diferentes subpopulações de mitocôndrias no fígado que são mais enriquecidas em complexo II 

e mais propensas às ações NS3. Evidências estruturais e funcionais reportadas atualmente na 

literatura fornecem bases que sustentam as duas primeiras hipóteses.  

 

Como mencionado anteriormente, os complexos respiratórios podem se associar de 

forma dinâmica e formar SC. Um estudo mostrou que a formação de SC pode modular o uso 

de substratos energéticos (Lapuente-Brun et al., 2013). Por exemplo, nesse estudo o 

silenciamento do complexo I desfaz a associação do complexo III que fazia parte de 

supercomplexos contendo CI e aumenta o transporte de elétrons através dos complexos II e III. 

Dessa forma, pode-se concluir que existem duas populações de complexo III, uma ligada aos 

SC e outra não. O complexo III presente no SC recebe elétrons vindos do NADH via complexo 

I, enquanto o pool de complexo III que não faz parte dos SC pode receber os elétrons do FADH2 

via complexo II ou vindos de outros complexos que possuem FAD como grupo prostético 

(Lapuente-Brun et al., 2013). Já foi descrito que os SC podem conter um pool de ubiquinona e 

citocromo c específico dedicado aos elétrons provenientes do NADH, que fica associado aos 

SC formados com o complexo I (Acín-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013). Além 
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disso, existe um pool de ubiquinona e citocromo c associado a um pool de complexo IV que 

não faz parte dos SC e que pode receber elétrons do FADH2. Dessa forma, as diferentes 

populações de complexos IV permitem que as mitocôndrias oxidem vários substratos 

simultaneamente, minimizando a inibição competitiva entre a utilização de piruvato e 

succinato, por exemplo (Lapuente-Brun et al., 2013). Assim, é possível que NS3 interfira 

apenas com pools de citocromo c ligados ao complexo IV que recebem elétrons de enzimas 

dependentes de FADH2 (como a succinato desidrogenase). Esses pools de citocromo c 

poderiam ser mais acessíveis a NS3. Por outro lado, o pool de citocromo c que participa dos 

supercomplexos contendo o complexo I estariam menos expostos e/ou seriam menos 

vulneráveis às ações da NS3. Alternativamente, NS3 poderia alterar a formação desses 

supercomplexos modulando seus fatores de montagem. Qualquer que seja o mecanismo, ao 

atuar especificamente sobre a utilização do succinato, a NS3 do DENV pode acabar modulando 

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

 

Já o efeito observado com palmitoil-carnitina, no qual a suplementação com citocromo 

c não restaura o OCR, pode estar relacionado a interação de enzimas da β-oxidação de ácidos 

graxos com o SC formado pelos complexos I, III e IV. O contato físico entre as enzimas da β-

oxidação e esse SC ocorre em dois pontos. O primeiro ponto de contato ocorre entre o domínio 

de ligação ao NADH do complexo I e TFP, que realiza três das quatro reações necessária para 

o encurtamento de ácidos graxos de cadeia longa (Wang et al., 2019), como a palmitoil-

carnitina. TFP possui duas subunidades, α e β, a subunidade α possui atividade enoil-CoA 

hidratase e 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, e a subunidade β possui atividade 3-cetoacil-CoA 

tiolase. A reação catalisada pela 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase gera NADH (Eaton et al., 

2000). O NADH pode ser canalizado diretamente para o domínio de ligação ao NADH do 

complexo I (Wang et al., 2019). O segundo ponto de contato é entre ETF:QO, que recebe 

elétrons vindos do FADH2 durante a β-oxidação, e o complexo III presente no SC. Os elétrons 

vindos do FADH2 seriam transferidos para a ubiquinona e logo em seguida para o complexo III 

(Wang et al., 2019). Cabe lembrar que acetil-CoA também é produzido na β-oxidação e pode 

entrar no ciclo de Krebs. Logo, o pool de citocromo c presente nesse SC também pode não ser 

afetado por NS3.  

 

Em células transfectadas com NS3prohel, só observamos a redução da respiração 

associada à oxidação de succinato, que foi o efeito mais significativo em mitocôndrias isoladas. 

Nenhum efeito foi observado quando malato e piruvato foram usados como substratos. 
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Diferentemente da NS3pro, a NS3prohel também não interferiu na oxidação de malato e 

piruvato em mitocôndrias isoladas. Isso pode estar relacionado à maior eficiência de entrada de 

NS3pro na mitocôndria, como mencionado anteriormente (Gandikota et al., 2020). 

Comparando a diminuição no RCR de mitocôndrias isoladas incubadas com NS3pro e 

NS3prohel, o efeito mais proeminente foi o da NS3pro, o que está de acordo com essa 

possibilidade. Além disso, como a eficiência de transfecção foi baixa, representando apenas 

20% do total de células, efeitos mais tênues de NS3prohel podem estar sendo mascarados pela 

presença de um número muito maior de células não transfectadas, que, portanto, não apresentam 

influência da NS3. É interessante ressaltar que a porcentagem de expressão de NS3 foi baixa 

independente do sistema de expressão utilizado, o que pode estar relacionado a diversas 

explicações. NS3 do ZIKV pode sofrer ADP-ribosilação por uma das isoformas da poli (ADP-

ribose) polimerase (PARP, do inglês poly (ADP-ribose) polymerase), a PARP12, enzima 

conhecida por atuar na resposta imune inata a patógenos, o que desencadeia sua degradação 

proteossomal (Li et al., 2018 e 2021). Considerando que NS3 é altamente conservada entre 

flavivírus (Papageorgiou et al., 2016), pode ser que a NS3 do DENV seja reconhecida por 

mecanismos imunes inatos semelhantes que desestabilizam a proteína na célula hospedeira. A 

maior expressão da NS3 nas células infectadas (comparado à transdução ou transfeção) sugere 

que durante a infecção natural esses mecanismos seriam pelo menos parcialmente neutralizados 

por componentes virais, ou que NS3 se encontre em um ambiente celular mais protegido, 

favorecendo sua estabilização.  
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              7. CONCLUSÕES 

Encontramos a NS3 do DENV associada às mitocôndrias de células infectadas e 

identificamos proteínas relacionadas ao metabolismo moduladas negativamente durante a 

infecção pelo DENV, reforçando que o metabolismo energético mitocondrial é impactado 

durante a infecção.  

 

NS3pro diminui o consumo de oxigênio mitocondrial quando malato e piruvato são 

utilizados como substratos energéticos, de maneira dependente da atividade protease de NS3. 

NS3pro também afeta a capacidade respiratória mitocondrial quando palmitoil-carnitina é o 

substrato energético fornecido. O domínio protease individualmente não foi descrito durante 

uma infecção natural, logo a relevância fisiológica de NS3pro na oxidação de malato/piruvato 

e palmitoil-carnitina é incerta. 

 

NS3pro inibe a respiração mitocondrial induzida por succinato prejudicando pools 

específicos de citocromo c nas mitocôndrias de maneira independente da atividade protease de 

NS3. Os efeitos sobre o consumo de oxigênio dependente de succinato foram confirmados tanto 

em mitocôndrias isoladas utilizando NS3prohel recombinante, quanto em células transfectadas 

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

 

Nossos dados sugerem que NS3 pode ser um dos atores moleculares que medeiam as 

alterações metabólicas em células infectadas por DENV, interferindo diretamente no ETS de 

maneira substrato-específica. 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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