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Abstract

Dengue is the most important mosquito-borne viral disease in tropical and
subtropical areas and has become a global threat affecting around 100 countries
in the world. Dengue virus infection can be manifested by the self-limited febrile
illness known as dengue fever (DF) or by a severe complication caused by the
hemorrhagic fever (DHF) or dengue shock syndrome (DSS). Although, much
research has been done in Dengue, currently, there is no licensed antiviral agent
to defend against the dengue. Thus, development of therapeutic strategies is
needed to fight against the virus. In this study we selected by Phage Display an
antibody fragment capable to recognize the viral envelop protein and viral
structural protein NS1 and inhibit the virus replication. Envelope proteins are on
the surface of the dengue virion and play a key role in cell entry; the structure of
the protein will affect the way that the virus can interact with the host cell. Given
their key role in host cell entry, antiviral mechanisms that target E proteins has
been proposed by many research. NS1 is a versatile nonstructural glycoprotein
that is expressed on the cell surface and secreted into the extracellular space. The
intracellular NS1 has been associated with early steps of viral replication, since it
can be found co-localized together dsRNA and other nonstructural protein like
NS3 and NS5. Furthermore, we development an approach to degrade the NS1
and viral envelop protein when scFv is fused to the SEL1L molecule (scFv viral-
degradin). SEL1L is a component of HRD1 complex, which is involved on the
Quality Control protein process of the endoplasmatic reticulum (ER). This
molecule (SEL1L) is able to recognize and to translocate protein with misfolded
luminal domains to proteasome. After three round of selection, selected cDNAs
encoding antibody fragments (scFv) were subcloned into an expression vector in
mammalian cells to produce scFv in soluble form or to produce scFv fused to the
SEL1L molecule (scFv viral-degradin). In our study for study of scFv against NS1,
we performed immunofluorescence to co-localize the soluble scFv with NS1 at the
infected cell. In addition to we, also, performed Western blot to verify the specific
degradation and gPCR to quantify the new production of viral particle after the
incubated with our soluble scFv and scFv viral-degradin. Our results showed that

the soluble antibody scFv co-localizes with NS1 inside the cell, probably in the
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viral replication complex, and it is able to block the viral replication in more than
90%. Moreover, the scFv viral-degradin degraded the specific molecule (NS1) and
it was, also, able to inhibit the new viral particle production in more than 90%.
Furthermore, we also verified that scFv against viral envelope protein was able to
block the viral replication in more than 90% in soluble scFv and fused in SEL1L.
Therefore, this soluble scFv and scFv viral-degradin may be the potential tools to

combat dengue virus replication.
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Apresentac¢ao Geral

Dengue é uma doenca infecciosa causada por um virus da familia Flaviridae e é
transmitido através da picada do mosquito infectado Aedes aegypti. Atualmente, a
dengue é considerada um dos principais problemas de saude publica de todo o
mundo. Classicamente, ha 4 sorotipos virais, sendo que o tipo 5 foi recém-
descoberto em macacos de florestas da Malasia e teria sido detectado apenas
um caso em ser humano. As manifestagcbes clinicas da Dengue sao variaveis,
indo de infecgdo assintomatica e quadros febris autolimitados (Febre da Dengue
ou classica- DF) até sindrome hemorragica com choque (Febre da Dengue
Hemorragica- DHF ou Sindrome do choque da Dengue — DSS). Atualmente, ndo
existe vacina disponivel para os quatro tipos contra a dengue, sendo necessaria a
adocdo de medidas preventivas contra a doenga, como por exemplo, evitar a
proliferacdo do vetor. Neste sentido, neste trabalho, descrevemos o
desenvolvimento de dois mecanismos capazes de inibir in vitro a replicagdo do
virus da dengue. O primeiro envolveu a selegdo de fragmentos de anticorpos
(scFv) por Phage Display e a expressao dessas moléculas na célula vero. As
células transfectadas para a producdo de anticorpos sollveis, tornaram-se
capazes de se ligar ao envelope viral ou na molécula de NS1 presente no
complexo de replicagdo, inibindo a formagdo de novas particulas virais. No
segundo mecanismo, o0s scFv selecionados no primeiro trabalho foram
subclonados no sistema degradina. Este sistema envolve a substituicdo da regiao
N-terminal da SEL1L pelos scFvs produzindo proteinas recombinantes capazes
de reconhecer as proteinas especificas do virus e transloca-las para ser

degradadas pelo proteasoma. SEL1L € uma molécula presente no complexo
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HRD1 da Ubiquitina ligase E3 dos mamiferos, a qual estd envolvida no
mecanismo de degradagcdo de proteinas mal-enoveladas do reticulo
endoplasmatico (ERAD). Ela é responsavel pelo reconhecimento do dominio
errado da conformacgao nativa, promovendo, juntamente com outras moléculas, a
ubiquitinacao e retrotranslocagao para o proteasoma. A substituicdo do dominio
de reconhecimento do mal enovelamento por um fragmento de anticorpo
especifico a uma proteina do virus permite, assim, a degradacédo dessa proteina

alvo inibindo, também, a formagao de novos virus.
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1. Virus da Dengue

1.2. Epidemiologia do virus da dengue

De acordo com os dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) de 2013, a
dengue é considerada a mais importante doenca arboviral, sendo apresenta como
patologia de rapida dispersdo através da picada do mosquito vetor'. O rapido
afloramento da doenga, surgindo como potencialmente epidémica, tem
preocupado as autoridades sanitarias do mundo todo, ja que dados estatistico
mostram que metade da populacdo mundial vive em regides endémicas ou em
regides de risco.'2

Clinicamente, a dengue pode variar desde infecgdo assintomatica a
manifestagbes graves presente na Sindrome do choque da Dengue (DSS). Os
sintomas classico da Dengue (Febre da Dengue —DF) sao febres semelhante a
outras infecgbes virais, mialgia e artralgia, dor retrorbital, cefaléia, anorexia,
nauseas, vomitos, prostracdo, além de manchas cutineas, podendo assim ser
confundida com sarampo ou rubéola. Ja a forma mais grave, representada pela
Dengue Hemorragica (DHF) e Sindrome do Choque da Dengue (DSS),
apresentam hemorragias, dores abdominais intensas, palidez cutanea, sonoléncia,
dificuldade respiratdria, pulso rapido e fraco, podendo levar o paciente ao choque
e a morte. Além disso, pode apresentar aumento da permeabilidade por ma
fungdo vascular endotelial, com extravasamento de liquidos para o intersticio,
causando queda da presséao arterial e manifestagdes hemorragicas, associadas a
trombocitopenia. Consequliente a estas manifestagcbes surgem hemoconcentragao
com reduc&o da volemia, ma perfusdo tissular e hipoxia' 2.

Atualmente, estima-se que mais de 3,6 bilhdes de pessoas vivem em areas
tropicais e subtropicais (Figura 1), onde o virus da dengue é potencialmente
transmitido, acarretando 50 a 100 milhdes de casos de infecgbes por dengue,
sendo que aproximadamente 500 mil episddios graves, e mais de 20 mil relatos

de ocorréncia anual da dengue’ % +°.
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Dengue, countries or areas at risk, 2013

uary isctherm

M 0c S
Countries or areas where 8
dengue has been reported The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits of the norther and
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The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization /2N, World Health
on the part of the World Health Organization concering the legal status of any country, territory, city or area o of its authorties. Map Production: Health Statistics and {i‘l Yy Organization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines Information Systems (HSI) <
for which there may not yet be full agreement, World Health Organization

©WHO 2014. All rights reserved.

Figura 1 - Distribuicdo geografica da dengue no mundo em 2013. Dado fornecido pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS). Acessivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png. Acessado
no dia 18 de maio de 2014°.

No Brasil, dados fornecidos pela Organizacdo Pan-Americana de Saude e
apresentado no congresso Cooperation among early adopter countries for
Dengue Vaccines, em, Bangkok, Thailand, mostraram que, no ano de 2013,
1.476,917 casos foram notificados no pais novos, sendo que, deste total, 6.566
casos foram identificados como casos graves e 573 foram a 6bitos’ 8.

O custo econdmico total referente a dengue nos paises Americanos, no
periodo de 2000-2007, foi de 2,1 bilhdes de délares por ano, sendo o Brasil
responsavel por 40,9% do custo total, e no ano de 2013, o ministério da saude

relatou um gasto de 15,7 milhdes de délares somente com a dengue®.

1.3. Estrutura

Membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus, o virus da dengue
(DENV) €& um virus de RNA de fita positiva envelopado cujo genoma possui
aproximadamente 11kb e apenas uma fase codificante (ORF). Essa sequéncia é
flanqueada por duas regides nao-codificantes (UTR), 5" e 3-UTR, sendo que a 5°-
UTR apresenta a estrutura 7-metilguanosina cap do tipo | (m7GpppAmG). Ambas

as regides apresentam elementos estruturais e funcionais responsaveis pela
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traducdo da poliproteina e pela replicagao viral (Figura 2)9. O genoma viral
codifica uma poliproteina contendo trés proteinas estruturais (C, E, M) e sete ndo
estruturais (NS1; NS2A; NS2B; NS3; NS4A; NS4B e NS5)°.

S'UTR

NS2A NS4A
(ol . b - Nsim EE NS5

NS28 NS48 3UTR

Figura 2- Representacdo esquematica do genoma viral. RNA viral contendo genes codificadores para
trés proteinas estruturais: o capsideo (C), a membrana (M) e o envelope (E) e sete proteinas nao estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55). Retirado de Guzman, M.G. et al. 2010°.

Atualmente, existem 4 sorotipos do virus (dengue 1-4), sendo todos
constituidos por uma particula esférica de aproximadamente 50 nm de didmetro,
contendo um nucleocapsideo de 30 nm, circundado por um envelope lipidico. No
envelope viral estdo contidas proteinas estruturais constituidas por Capsideo viral
(C), glicoproteinas do envelope (E) e glicoproteinas de membrana (M) (Figura 3)'°.

A glicoproteina E é a maior de todas as moléculas estruturais, e é responsavel
pela interagcdo e entrada do virus na célula. Esta regido contém determinantes
antigénicos expostos na superficie do virus, os quais sao alvos de estudos para o
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes e producdo de vacinas'" ' . A
proteina E é constituida de trés dominios (EDI, EDII e EDIII). O dominio EDIII é
um peptideo continuo estendido do EDI. Este dominio possui conformacgao
semelhante ao dominio imunoglobulinico (lg), sendo considerado uma regido
importante para a interagcdo com os receptores celulares. Ja os EDI e EDII sédo
sequéncias descontinuas e conectadas por quatro peptideos linkers que formam
o anel EDI/EDII™® ™,
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Viral genome

Nucleocapsid

——— E & M proteins

Viral envelope

Figura 3 - Esquema da estrutura do virus da dengue e da proteina E. A — Representa a sequéncia linear
da proteina E. Em vermelho representa o dominio |, em amarelo DIl e em azul DIll. B - Representa a
estrutura conformacional da regido E na particula madura do virus. C- Organizagdo das moléculas da
proteina E na superficie do virus. D- Representagao esquematica do virus. O virus da dengue possui uma
forma aproximadamente esférica. No interior do virus existe o a nucleocapsideo, que é feita do genoma viral
e da proteinas C. O nucleocapsideo é coberto por uma estutura chamada de envelope viral, a qual contém
uma bicamada lipidica feita a partir da membrana da celula hospedeira. Embutidas na bicamada lipidica
estdo proteinas E e M. A proteina E formam uma camada protetora exterior, que controla a entrada do virus
nas células humanas. Figuras retirada de Modis, Y et al™ e Nature Education, acessivel:
http://www.nature.com/scitable/topicpage/dengue-viruses-22400925. Acessado: 2 maio de 2014 .

A proteina M, derivada do precursor prM, funciona como uma chaperona no
processo de maturagdo da particula’®. O nucleocapsideo é composto por
proteinas do capsideo (C), as quais sao proteinas altamente basicas e com

afinidade ao RNA gendmico'’.

2. Ciclo de replicagao viral e a importancia da Proteina NS1

A entrada do virus da dengue na célula ocorre via endocitose mediada por
receptores dependente da proteina clatrina. Tais receptores estdo presentes na
superficie celular (células dendriticas, mondcitos e macrofagos) e associa-se,
principalmente, com o dominio Il da proteina E do envelope' . Essa interacéo
promove a internalizacdo e subsequentemente a fusdo do envelope com a
membrana endossomal mediada pela diminuicdo do pH vesicular'®. Basicamente,
a diminuigdo do pH endossomal, promovida pela bomba vATPase, promove
mudancgas conformacionais que levam a dissociagdo dos dimeros da proteina E
em mondmeros, seguida de sucessiva associagdo dessa proteina em trimeros

para formar um loop de fusao (Figura 4)'*2°.
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Figura 4: Modelo para o processo de fusio na membrana pelo virus: (a) Depois
da ligagdo do virus ao receptor, ocorre a diminuicdo do pH no endossomo, (b) promovendo a mudanca
conformacional. (c) Trimerizagdo da proteina é seguida pela interagcdo da proteina de fusdo e membrana,
promovendo o (d) dobramento da membrana do hospedeiro. (e) Formagéo da haste de hemifuséo e,
finalmente, az(lf) fusdo da membrana viral com a membrana do endossomo. Figura retirada do artigo, Kielian,
M et al, 2006°".

A fita positiva de RNA do DENV, apods ser liberada, é transportada para a
superficie do reticulo endoplasmatico rugoso, onde inicia-se a sintese da
poliproteina, as quais posteriormente serao clivadas.

As proteinas ndo estruturais estdo envolvidas nos subsequentes ciclos de
sintese de RNA (replicagdo), montagem da particula viral e modulagdo da
resposta imune da célula do hospedeiro. Os elementos NS1, NS2A, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 do DENV formam o complexo de replicagdo viral®2.

NS3 é a proteina que apresenta maior numero de atividades. Esta proteina
contém um dominio N-terminal com atividade proteolitica, o qual cliva a
poliproteina viral, via regido atividade serino protease, dependente do cofator
NS2B. Além disso, possui uma atividade de rompimento da estutura secundaria
no RNA ou da dupla fita de RNA pela agédo da helicase na regido C-terminal da
proteina. NS2A colocaliza-se com dsRNA, NS1, NS3 e NS5 no complexo de

replicacao e foi previamente descrita como molécula importante para a replicagao
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viral, montagem e liberagao do virus. NS4A, em conjunto com outros fatores virais
e do hospedeiro, induz o rearranjo da membrana celular®?*, levando a formagao
de vesiculas originadas pela invaginagdo do reticulo endoplasmatico®™. As
vesiculas formadas, provavelmente, servem como sitios de replicagdo do RNA
viral, em que o material gendbmico associa-se com as proteinas do complexo de
replicacao?®.

O processo inicia-se, entdo, com a sintese de novo da fita intermediaria
negativa de RNA, que serve como molde para a produgao da fita positiva do RNA
gendmico. A sintese é catalisada pela proteina NS5, a qual possui uma atividade
de RNA polimerase dependente de RNA, em associacdo com as
proteases/helicases viral (NS3) e fatores do hospedeiro®’ 2% 29,

O RNA neo-sintetizado associa-se com a proteina C do capsideo viral por
mecanismos ainda ndo conhecidos. O complexo RNA-proteina C brota do limen
do reticulo endoplasmatico, adquirindo uma bicamada lipidica e as proteinas
virais E e prM. Ocorre, em seguida, a protedlise da proteina prM mediada por
Furina no complexo de Golgi*®, desencadeando rearranjos, homodimerizacéo e
formagao da nova particular viral®'.

A eficiéncia da sintese de RNA é regulada por elementos presentes na regiao
5 e 3’ do RNA (elementos-cis) e por componentes essenciais do complexo de
replicagdo viral, além de fatores do hospedeiro (elementos-trans), que funcionam

como promotores, enhancers e repressores da replicacéo e sintese proteica viral®.

2.2. Proteina NS1

Em especial, a NS1 é uma glicoproteina conservada com 48KDa e com seis
ligacbes dissulfeto intramoleculares. Esta proteina € sintetizada como um
mondmero, seguida de dimerizagao apds modificagdes pods-traducionais, tais
como adicdo de residuos de carboidratos no Ilumen do reticulo. Apdés o
processamento, o dimero de NS1 pode localizar-se no interior da célula, no sitio
de replicagdo viral, na superficie celular ou ainda ser secretada no meio
extracelular®.

A maioria das moléculas de NS1 associada a célula co-localiza-se com o

dsRNA junto ao complexo de replicagdo viral, a qual demonstra ter um papel
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essencial, atuando como cofator da sintese de RNA viral. Porém, a sua fungéo na
replicagdo ainda precisa ser esclarecida®® 3*.

A NS1 secretada caracteriza-se como uma lipoproteina hexameérica, que
possui um nucleo (core) rico em lipidios ligados entre si por interagbes
hidrofobicas®®>. Essa proteina secretada, juntamente com NS1 de superficie
celular sdo caracterizadas como moléculas altamente imunogénicas®®.

Por ativarem o sistema imune, a NS1 circulante tem sido considerada um
importante marcador de diagnédstico de infecgéo, principalmente, durante a fase
aguda, que ocorre do 1° ao 7° dia apds o aparecimento dos primeiros sintomas da
doencga. Os niveis desta proteina podem variar entre os individuos durante o
curso da doenga, sendo que a taxa pode oscilar entre nanogramas a microgramas
por mililitros de soro com picos ocasionais de 50 pg/mL. Dessa forma, a presenga

de NS1 circulante no soro permite a detecgéo precoce da infecgao viral*®.

2.3. Tradugao, montagem e liberagao viral

O virus da dengue, assim como todos os virus, utilizam a maquinaria das
células hospedeiras para realizar o processo de produgao de proteinas. A sintese
das proteinas do virus da dengue inicia-se tanto por uma via cap-dependente
(tradugdo canbnica) quanto por uma via cap-independente (tradugdo nao-
canlnica). A traducgdo, que utiliza o genoma RNA positivo viral como molde,
ocorre no reticulo endoplasmatico e culmina com a formac&o da poliproteina®’.

A via de traducdo cap-dependente ocorre através de dois eventos,
envolvendo a metilagdo do RNA para formar a estrutura cap de 7-metilguanosina
do tipo | (m7GpppAmG), realizada pela atividade da proteina NS5, e pela
formagao do complexo de traducdo. A estrutura cap é reconhecida pelo fator de
iniciagdo de eucarioto 4E (elF4E) que recruta outros fatores como elF4G e a
helicase, formando um complexo de tradugdo. A associacdo do elF3 com este
complexo permite a ligagdo do complexo pré-inicial 43S ribossomal, responsavel
pela identificacdo do cddon inicial. Em seguida, a associagdo com a subunidade
60S leva a formagao do complexo ribosomal competente para a elongagao da
poliproteina, nomeado complexo 80S. Para aumentar a eficiéncia do inicio da
traducdo, mesmo na falta de uma cauda poli-adenilada (poli-A), o genoma viral

apresenta uma regiao 3'UTR, a qual se ligam proteinas de ligagdo a poli-A,
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modulando e facilitando a sintese da proteina® .

No entanto, quando ocorre a redugdo ou a falta de elF4E, o virus consegue
utilizar a via ndo candnica de tradugao proteica (tradugédo cap-independente) em
que o complexo da particula de ribonucleoproteina (RNP) conecta as regides
UTRs 5’ e 3’ do virus da dengue. Nesta conformagao, a estrutura do RNA ou as
sequéncias presentes na 3'UTR recrutam ou estabilizam os fatores de trandugao
inicial na regido 5’. Este complexo recruta outros fatores, tais como elF4G e elF4A,
para a realizagdo da traducéo®.

O processamento da poliproteina ocorre pela agcdo de proteases virais e
celulares, liberando proteinas estruturais e n&o estruturais. As proteinas
estruturais estdo localizadas na porgdo N-terminal, seguidas das nao estruturais
(Figura 5). A porcao C-terminal das proteinas estruturais contém uma sequéncia
de aminoacidos hidrofébicos que funciona como peptideo sinal para insergao na
membrana do reticulo endoplasmatico. Em cada jungéo das proteinas contém um

sitio de clivagem onde atuam as proteases*’.

ER Lumen

Cytoplasm

<«—— NS3/2B < Furin <+—— Signalase

Figura 5- Organizacao da poliproteina do virus da dengue. O esquema representa a poliproteina do virus
da dengue localizada na membrana do reticulo endoplasmatico. As setas representam as regides onde as
proteinas serdo clivadas por proteases virais (seta preta) ou do hospedeiro (seta azul e vermelha). Figura
adaptada do artigo Umareddy et al. 2007*'.

A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso. O RNA
gendmico nascente associa-se com as proteinas C, formando o complexo RNA-
capsideo. Em seguida, esse complexo associa-se a membrana do reticulo
endoplasmatico, a qual contém as proteinas E e prM, dando origem ao virus

imaturo®. Estas particulas imaturas s&o transportadas através da via secretoria
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celular, onde a protease celular Furina cliva a proteina prM em pr e M, resultando
na liberacdo de peptideos pr e a formagao do virus maduro" *2. Os peptideos pr
permanecem associados com a proteina E, provavelmente, para prevenir a fusao
prematura da particula durante a secrecao, e séo liberadas somente depois que o

virus tenha saido da célula*® %3,

2.4. Degradacgao de proteinas mal enoveladas

O reticulo endoplasmatico (RE) € um compartimento especializado que
promove o enovelamento e maturacdo de 30% das proteinas recém-
sintetizadas* *°.

A maioria das proteinas secretadas ou de membrana apresentam uma regiao
N-terminal com dominio hidrofébico, que assegura o seu encaminhamento ao RE.
A traducéo inicia-se no citosol pelos ribossomos e, ao codificar a sequéncia sinal,
esta é reconhecida pela particula de reconhecimento do peptideo sinal (signal
recognition particle — SRP), e, posteriormente, o complexo (polipeptideo
associado ao SRP) liga-se ao receptor de SRP. Este reconhecimento promove o
deslocamento do polipeptideo nascente para o lumen do reticulo através do canal

de SEC61* (Figura 6).

Ribosome/mRNA

Signal sequence
emergence/
Translational arrest
Docking with
SRP receptor/
Reinitiation of
translation
A. Insertion of B. Insertion of integral

r‘ soluble protein membrane protein
SRP
SRP recycle
iL Cleaved

ER lumen SRP Sec61
Signal signal

receptor complex

sequence sequence
peptidase
complex

Cytoplasm

Figura 6- Tradugéo e translocagédo de proteina para o limen do reticulo endoplasmatico. A proteina
nascente emerge do ribossomo com uma sequéncia de sinal hidrofébica é reconhecida pela particula de
reconhecimento de sinal (SRP). A ligacdo do SRP com a sequéncia faz com que o complexo ribossdmico
juntamente com a cadeia nascente interaja com o receptor SRP presente na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE). A proteina soluvel nascente (A) é translocada para o limen do ER através do
complexo de translocagdo Sec61. Figura retirada do artigo Guerriero C J & Brodsky JL. 2012,

25



As proteinas recém-sintetizadas sdo, em seguida, submetidas ao mecanismo
de controle de qualidade do RE, uma vez que podem adquirir falhas na sua
conformacao nativa, seja por erro genético, stress celular ou eventos estocasticos
que prejudicam a célula®®. O acuimulo de grandes quantidades de proteina, erros
no seu enovelamento ou falhas na finalizagdo de formagdo de complexos
multiproteicos promovem a formacgao de agregados de proteinas toxicas, as quais
ficam retidas no interior do RE. Para contrabalancar o efeito danoso do acumulo
das proteinas mal enoveladas, dois mecanismos de sistema de qualidade sao
ativados: Resposta a proteina ndo enovelada (Unfolded Protein Response - UPR)
e a Degradacdo de proteinas mal enoveladas (Endoplasmatic Reticulum
associated degradation-ERAD)*.

A ativagdo da UPR promove o aumento da sintese de proteinas especificas,
que melhoram a capacidade de biossintese do RE, tais como as chaperonas (BiP,
Erdj, Grp90, etc), aliviando o stress do RE pelo aumento da capacidade de
enovelamento. Concomitantemente, as proteinas aberrantes sdo reconhecidas
especificamente e exportadas para o citoplasma pelo sistema
ubiquitina/proteasoma®*®.

Durante o mecanismo de ERAD, as proteinas mal enoveladas sdo entregues
ao proteasoma 26S presente no citoplasma. A destruicdo da proteina pelo ERAD

requer o reconhecimento do polipeptideo via ubiquitinagéo (Figura 7)*°.
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Figura 7 - Enovelamento e degragdo das proteinas mal-noveladas. A figura representa a co-tradugéo,
translocacao, glicosilacéo, transporte das proteinas nativas e degradagéo das proteinas mal enoveladas pela
agao do reconhecimento e translocagdo da SEL1L presente no complexo HRD1. Apds a translocacdo das
ggc;tgé'gas ocorre a ubiquitinagdo e degradacéo via proteasoma. Figura adaptada de Moremen, K W, et al,

Em leveduras, trés diferentes vias de ERAD tém sido propostas dependendo
da localizagdo celular e do dominio mal enovelado da proteina (Figura 7). A
primeira via corresponde ao ERAD-C, que degrada proteinas nucleares e
proteinas do citoplasma com dominios mal enovelados no lado citosdlico. A
segunda via, o ERAD-M, degrada proteinas que apresentam dominios
transmembrénicos mal enovelados e por ultimo o ERAD-L degrada proteinas

cujos erros do dominios encontra-se no limen do RE (Figura 8)°% *.
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Figura 8 - Representacao esquematica do complexo ubiquitina-ligase E3 envolvendo ERAD em S.
cerevisiae e seus respectivos substratos. Os eventos que definem qual o complexo do ERAD a ser
utilizado é a localizagdo do dominio mal enovelado, representado pela estrela vermelha. O reconhecimento
do substrato, retrotranslocagéo e ubiquitinagdo sdo coordenadas por um complexo ligase E3 incorporado a
membrana. As proteinas do RE com um dominio mal enovelado no citoplasma (substratos ERAD-C) séo
degradados por meio do complexo Doa10. Proteinas apresentando dominios luminal (ERAD-L) ou
intramembrana (ERAD-M) errados sdo degradados através do complexo Hrd1. Figura extraida do artigo de
Ruggiano A et al., 2014,

O mecanismo de ERAD mais bem elucidado é o de degradagédo das
glicoproteinas mal enoveladas presentes no lumen do RE da Saccharomyces
cerevisiae®® e de mamiferos®® %", Nestes mecanismos, as proteinas que entram
no lumen do RE recebem, nos residuos de asparagina, trés moléculas de glicose,
nove de manose e dois residuos de N-acetilglicosamina. Essas moléculas
denominadas de N-glicanos promovem o aumento da solubilidade e previnem a
agregacao das proteinas nascentes®.

As moléculas de glicose presente nos N-glicanos s&o, subsequentemente,
clivadas por varias enzimas, tais como as glicosamidas (glicosidase), as quais
permitem a interagdo das glicoproteinas com os dominios lectinicos presentes
nas chaperonas calreticulina (Crt) ou calnexina (Cnx). Crt e Cnx facilitam o
processo de enovelamento das proteinas recém-sintetizadas sendo que as vezes
sao necessarios varios ciclos de interagdo com Crt e Cnx para que a proteina
adquira a conformagcao apropriada®®. As proteinas corretamente enoveladas sdo
exportadas para o Complexo de Golgi, onde serdo encaminhadas para seu
destino final®® . As proteinas com erro de enovelamento, entretanto, ficam
retidas no lumen do RE onde estarédo sujeitas a agdo das enzimas manosidases

(Htm1 para levedura®' e EDEM para mamiferos®), que clivam os residuos de
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manose para aumentar a hidrofobicidade e expor as regides hidrofobicas
normalmente escondidas nas proteinas com conformagao nativa. A exposi¢cao das
sequéncias hidrofébicas permite o reconhecimento dessa regides por chaperonas
(YOS-9 em levedura® e 0S-9 em mamifero®) presentes nas células. As
proteinas associadas a tais chaperonas se ligam, posteriormente, ao complexo
Hrd1 (Hrd1p-Hrd3-Der1p em leveduras e Hrd1-SEL1-Derlin-1 em mamiferos), que
promovera a retrotranslocagéo, provavelmente via Derlin-1, proteina participante
do complexo de ubiquitina-ligase. Durante o processo de retrotranslocacéo, a
proteina é ubiquitinilada pelo lado citosdlico do RE, assegurando, assim, a
eficiéncia da entrega para o proteasoma®.

A ubiquitinagdo ocorre por meio de um complexo multiplo enzimatico
composto pela enzima de ativagdo de ubiquitina (E1), enzima de conjugagao de
ubiquitina (E2) e ubiquitina ligase (E3). A enzima E1 promove a ativagédo
dependente de ATP da regido C-terminal da ubiquitina. Em seguida, ocorre a
transferéncia da ubiquitina para o sitio ativo conservado de cisteina da E2 através
da reacao de transesterificagdo. Posteriormente, E3 promove a transferéncia da
cauda de ubiquitina a proteina® . A cauda de ubiquitina é, entdo, reconhecida
pelo complexo Cdc48/p97 ATPase, o qual forca o deslocamento do substrato

ubiquitinilado ao citoso onde é degradado pelo proteasoma (Figura 8)°7:8:69:70,
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Figura 9 - Sistema de proteasomal/ubiquitina de Levedura. Figura extraida do Institute for
Biochemistry, University of Stuttgart) acessivel em:
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2.5. Ubiquitina Ligase E3

As ligases de ubiquitina E3 s&o consideradas componentes centrais do
complexo ERAD, principalmente por realizar uma ligagdo funcional entre o
controle de qualidade da proteina no RE e o Sistema — Proteasoma/Ubiquitina
(UPS-Ubiquitin Proteasome System)’?. Duas principais ubiquitinas ligase
associada a degradacao do reticulo endoplasmatico em leveduras, Hrd1p/Der1p
que corresponde as enzimas E3 das vias ERAD-M e ERAD-L e Doa10p da via
ERAD-C tém sido descrito’® . Estas enzimas E3 pertence a familia de ligase do
tipo RING ligase que possuem multidominios transmembranicos e que, em
conjunto com as enzimas do tipo E2 Ubc6p e Ubc7p (Doa10p) e com Ubcip e
Ubc7p (Hrd1p), catalisam a ubiquitinagdo de diferentes substratos’®.

O complexo Hrd1, em especial, € formado por Hrd1p, Hrd3p, e Derlp em
leveduras e, Hrd1, SEL1L, Derlin-1 em mamiferos. Hrd1 é uma proteina instavel
altamente conservada, contendo uma regido N-terminal ancorada a membrana e

uma regidao C-terminal soluvel, apresentando um dominio do tipo Ring,
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responsavel pela catalise de transferéncia de ubiquitina ao substrato’®. Ja as
proteinas Hrd3p ou SEL1L possuem dominio luminal, que esta relacionado ao co-
reconhecimento das proteinas mal enoveladas, juntamente com as chaperonas
YOS-9p/Kar2 e OS-9/XTP3B, e uma pequena cauda citoplasmatica. Além de
realizar o reconhecimento de estruturas mal enoveladas, recentes estudos tém
mostrado que, semelhantemente a Hrd3p’’, SEL1L é indispensavel tanto para a
estabilidade da proteina Hrd1 a longo prazo, quanto para o processo de
Degradacdo Associada ao Reticulo Endoplasmatico (ERAD)’®, apesar de alguns
estudos mostrarem que a expressao transiente dessa molécula ndo complexada

com o Hrd1 resulta em sua rapida degradadacao pelo proteasoma’®
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Figura 10- Representacdo esquematica do reconhecimento de proteinas mal enoveladas pelo
complexo HRD1. Figura A: Complexo ubiquitina ligase E3 de S. cerevisae. Hrd1-Hrd3 forma um complexo
com outros componentes transmembranicos do ERAD e esta ligada ao complexo citosélico AAA ATPase
Cdc48. No lumen do RE, Yos9 e Kar2 associam-se com o complexo de ubiquitina-ligase através da ligagao
ao dominio luminal de Hrd3. A porgdo ndo enovelada é reconhecida por Hrd3. B: Complexo Ubiquina-ligase
de mamifero. OS-9 e XTP3-B sao incorporados no complexo ubiquitina-ligase presente na membrane do RE
através da interagdo com SEL1L. Figura retirada do artigo Hosokawa N et al. 2010%2

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de explorar o sistema de
ERAD para promover a degradacdo de proteinas alvo. Em um estudo,
pesquisadores mostraram a habilidade da proteina quimérica (fragmento de
anticorpo fusionado a SEL1L), chamada de degradin, em degradar proteinas
especificas da via secretéria tanto secretadas quanto ligadas a membrana,
através do processo de retrotranslocacdo e degradacédo pelo proteasoma®. Em

um trabalho posterior 0 mesmo grupo mostrou a potencialidade do sistema
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degradina em reconhecer e degradar a gp160 do virus HIV, reduzindo a sua
infectividade’®.
Assim, o mecanismo da ERAD mostra a grande potencialidade biotecnoldgica

em interferir no processo de infecgao virais.

3. Aplicagao biotecnologica contra o virus da dengue

Diversas aplicagdes biotecnologicas tém sido desenvolvidas para combater o
virus da dengue, contudo, ndo ha nenhuma medida terapéutica eficaz contra a
infeccao viral®’. Entre as plataformas biotecnolégicas, atualmente, aplicadas estdo
a producdo de vacinas, producdo de anticorpos neutralizantes e producdo de

mosquitos transgénicos.

3.2. Vacinas

Diversas estratégias de desenvolvimento de vacina tém sido propostas para o
controle da dengue, entre elas estao as vias classicas que envolvem o uso de
virus inativados ou atenuados, bem como as de nova geragao que utiliza a
imunizagao através das vacinas de DNA, proteinas recombinantes ou proteinas
quiméricas ao virus (Figura 11). Essas estratégias visam estimular a resposta
imune para prevenir a infecgao contra o virus, através da produgéo de anticorpos
neutralizantes.

Pela via classica, a vacinagéo pelo uso de virus atenuados, os pesquisadores
utilizam virus enfraquecidos para produzir uma resposta imune robusta similiar a
infegcdo natural, contudo sem desenvolver a doenga ou os sintomas associado a
dengue. As vacinas de virus atenuados avangaram para fase clinica, porém
mostraram problemas de imunogenicidade desigual contra os quatro sorotipos®?.
Ja o uso de virus inativados possui algumas vantagens sobre o virus vivo, tal
como, de nao existir a possibilidade da reversao da viruléncia e a inducao de uma
resposta imune balanceada relativamente facil contra os quatro sorotipos.
Entretanto, desafios como a falta de imunidade contra as proteinas nao
estruturais e a existéncia de uma adjuvante que aumente a imunogénicidade do

virus dificulta a implementacao desse tipo de vacina®.
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A producgdo de vacinas de segunda geragao teve o seu avango, principalmente,
com o desenvolvimento da biologia molecular para a produgdo de DNA
recombinante.

Para essa ténica os pesquisadores tém produzido virus quiméricos a partir da do
uso do genoma do virus da febre amarela linhagem 17D (YFV 17D).

subunidades proteicas ou proteinas quiméricas, pesquisadores produzem, mais
comumente, subunidade do virus por sistema de expressao heteréloga em
organismos procarioto ou eucarito®®. Ja a técnica de vacina de DNA utiliza um
vetor de expressao para a producado da proteina viral diretamente na célula do
hospedeiro. A vantagem dessa metodologia em relagao a proteina quimérica seria
0 enovelamento apropriado e as corretas modificacées pos traducionais, como a
adicdo de N-glicosilagdo, importante para o desenvolvimento de uma resposta
imune protetora®. Contudo, devido as problematicas da sub-neutralizagdo e
consequentes infegbes secundarias, que podem gerar a dengue hemorragica,

pesquisas t&ém concentrado seus esforcos em busca de vacinas tetravalentes®”.
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Figure 11 - Representagdo dos tipos de vacina. A-virus atenuados, B-proteina quimérica; C-virus
inativado, D-subunidade de proteina recombinante; E-vacina de DNA. Figura retirada do site Nature
Education.  Acessivel: http://www.nature.com/scitable/topicpage/future-dengue-fever-treatments-
22404960. Acesso: 21 de maio de 2014.%

3.3. Drogas antivirais

Uma alternativa para vacinagao € o desenvolvimento de drogas antivirais.
Apesar de ser uma area recente na pesquisa, os cientistas acreditam que essas
drogas poderiam ser administradas a pessoas com ou sem febre a fim de diminuir
ou evitar os sintomas da infecgdo. Antivirais devem ser administrados a partir do

primeiro sinal de um surto de dengue diminuindo o risco da progressdo da
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doenca. Ribavirina, acido micofenolico®®, e analogos de adenosina®’, sdo alguns
antivirais que podem atuar como agentes inibidores da polimerase dependente de
RNA¥  no entanto, devido a baixa eficiencia e alta toxicidade desses

componentes, inibidores potentes ainda s&o necessarios 8.

3.4. Anticorpos Monoclonal Neutralizantes

Outra via de inibicdo do virus é através da produgdo de anticorpos
neutralizantes. Atualmente o método convencional de produgao de anticorpos é
através do procedimento de hibridoma. Por essa metodologia, ocorre a
imunizagdo do camundongo com o antigeno de interesse, seguido pela fusao de
células do bago do animal, a qual produz o anticorpo, com células cancerigenas
imortalizadas. Além disso, os hibridomas podem ser injetados dentro do abdémen
de outro camundongo (método de ascite) ou cultivados em biorreatores para a
producdo em larga escala®®. A tecnologia de Anticorpos Recombinantes, contudo,
tém sido uma poderosa alternativa a técnica convencional que permite selecionar
anticorpos de alta afinidade a alvos especificos.

Phage display € uma metodologia baseada na expressao de polipeptideos
fusionadas a proteina de capsideo do bacteriéfago, mediante a insergdo de um
DNA recombinate®. Essa técnica tem sido considerada uma ferramenta poderosa,
uma vez que tem influenciado diversas areas da ciéncia como: a descoberta e
designer de drogas®’, o mapeamento de superficies celular®?, vacinas®,
desenvolvimento de ligantes a superficie celular com potencial aplicacdo na
entrega de drogas®, biomarcadores® e producdo de fragmentos de anticorpos
(scFv - single chain fragment variable ou Fab - fragment of antibody)
neutralizantes de alvos especificos (bactéria®, virus”’, citocinas® etc).

Em relagdo a producado de anticorpos recombinantes, essa metodologia,
permite isolar fragmentos de alta afinidade diretamente a partir de um repertério
de genes, sem a necessidade da via classica, dependente do sistema imune do
animal®®. Além disso, a técnica pode ser aplicada a uma ampla variedade de
antigenos, incluindo alvos ndo imunogénicos, como por exemplo moléculas de
RNA'® superficie celular ou antigenos toxicos'" 102 103:104.

A vantagem de utilizar a metodologia de Phage display é a facilidade e a
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rapidez de selecdo, analise e produgao, além de possibilitar um maior controle
experimental, quando comparado ao anticorpos produzidos por imunizagao e
reformulacdo do fragmento de anticorpo através de uma simples etapa de
subclonagem. Essa reformulacido baseia-se na produgdo de dimeros ou
multimeros, melhorando a afinidade do anticorpo, na fusdo do anticorpo a
enzimas, marcadores ou proteinas fluorescentes. Assim, a ligagcdo de scFv ou
Fab a enzimas'®, proteinas apoptéticas'®, citocinas'®” "%, ou RNAses'® tem
permitido a reformulagao de novos paradigmas de diagndsticos e terapéuticas.

A Dbiblioteca de anticorpos de Phage Display tém, também, sido
amplamente aplicadas para selecionar fragmentos ligantes a agentes infecciosos.
Muitos trabalhos tém mostrado a produgdo de scFv capazes de discriminar

110; 111 114

diferentes linhagens de hantavirus , virus da dengue''?, influenza'"®, Ebola"*,

virus da Encefalite’"®

entre outros, com potencial terapéutico.

Além do uso de diagndstico para a detecgdo viral através da técnica de
produgcdo de anticorpos recombinantes, muitos estudos tém mostrado a
efetividade de moléculas de scFv ou Fab em neutralizar a infegao viral ou inibir a
sua replicacao através da neutralizagao de epitopos importantes de interagdo com
o receptor ou proteinas de fusdo''®, pelo impedimento de oligodimerizagdo do

I""" ou por inibicdo de proteinas ndo estruturais

importantes para a replicagdo do virus''®.

capsideo ou envelope vira

3.5. Biotecnologia aplicada a vetores

A transmiss&o do virus da dengue ¢é feito pelo mosquito Aedes aegypti 8.

A feméa do A. aegypti € um importante vetor pois, além de se alimentar de
sangue de animais de sangue quente, esta bem adaptado ao ambiente urbano
tropical'®.

Atualmente, o controle das doengas infecciosas transmitidas por insetos é
feito através do uso de inseticidas ou controle do vetor. No entanto, apesar de
muitos esforgos, a rapida urbanizagao, a falta de uma boa condigéo sanitaria, o
uso indiscriminado de inseticidas selecionando insetos resistentes, tém ajudado
na proliferagdo do vetor e disseminacdo da doenca'®® '?'. Assim, novas estratégia

de controles sdo necessarias.
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Outra estratégia possivel consiste em substituir vetores competentes em
transmitir o virus da dengue por vetores ndo competentes. Com advento das
pesquisas gendmicas e pds-gendmicas o desenvolvimento de novas ferramentas
para eliminar a infeccdo do patdgeno no artrépode ou bloquear sua transmissao
tem produzido dados significantes. Nesta ferramenta inclui novas manipulagao
genética para anular a habilidade do patégeno em infectar o vetor que transmite a
doenca ou na habilidade de inibir replicacgo viral 2" 122,

Franz et al 2006 '*? desenvolveram mosquito transgénico capaz de
produzir RNA de interferéncia contra proteinas do envelope do virus da dengue
tipo 2. Em sua pesquisa, ele demostrou que os mosquitos transgénicos sao
menos susceptiveis a infeccdo e menos permissiveis a replicagao viral. Em outra
metodologia Kokoza et al 2010’% relataram a construcdo de A. aegypti
transgénico capaz de produzir peptideos antimicrobianos com a Cecoprina A e
Defensina, que sao capazes de bloquear a transmissdo de Plasmodium
gallinaceum'®.

O desenvolvimento da técnica de liberacdo de insetos carreando um
dominio letal - RIDL (Release od Insect Dominant Lethal), também, tem sido
aplicado como outra forma de diminuir a transmissado da doenga. Essa técnica
baseia-se em na estratégia de controle genético derivado da técnica classica de
Inseto Estéril (SIT- Sterile Insect Techinique). Basicamente, o mosquito
transgénico carreia um sistema genético dominante, repressora, nao especifico
ao sexo de acao tardia de fase especifica. Neste sistema, na auséncia de
tetraciclina a larva se desenvolve normalmente, entretanto, morre durante o
desenvolvimento em pupa. Porém se criados na presenga de tetraciclina o gene
letal é reprimido, ja que, este antibiotico atua como um "antidoto" ou repressor do
sistema letal. A proposta desta estratégia é liberar os machos transgénicos, os
quais s&o homozigotos para o gene letal, e este ao passar uma coépia do gene
letal dominante para as suas prole, por heranca mendeliana, as pupas néao

sobreviveriam em uma ambiente natural devido a auséncia da tetraciclina "2+ 125
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Objetivo Geral

Desenvolver uma abordagem biotecnoldgica contra a dengue através da
selecao e produgao de anticorpos por Phage Display contra as proteinas E e NS1
do virus da dengue.

Fusionar o anticorpos selecionada a molécula de SEL1L para criar um sistema

de degragao da proteina E e NS1 do virus da dengue.

Objetivos especificos:

Selecionar por Phage Display anticorpos contra as proteinas E e NS1 do virus
da dengue tipo 1.

Subclonar os fragmentos de anticorpos no vetor de expressdo em células de
mamiferos.

Realizar o teste de inibicdo da formacdo de novas particulas virais e
quantificar por gPCR.

Fusionar os fragmentos de scFv com a molécula de SEL1L e verificar a
degradagéao das proteinas virais E e NS1.
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