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Resumo  

Yonamine, D. K. Efeito das proteínas NSP4 e ORF9b de SARS-CoV-2 sobre a viabilidade 

celular e identificação de ligantes contra NSP4. 2023. 138f. Tese (doutorado). Faculdade de 

Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

A pandemia da doença coronavírus 2019 (COVID-19) causado pelo novo coronavírus 

humano, denominado de coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2), 

originou-se em Wuhan, China, tem representado uma ameaça global à saúde humana, à 

segurança pública e à economia global. Para a produção de vírions maduros de SARS-CoV-2 

durante o ciclo infeccioso, os metabólitos das células hospedeiras são requeridos, assim como 

o escape da resposta antiviral é necessário. Nesse contexto, a replicação do SARS-CoV-2 

depende da formação de vesículas de membrana dupla (DMVs) que tem a sua biogênese 

facilitada pelas proteínas não estruturais NSP3, 4 e 6 e formadas a partir do retículo 

endoplasmático. Além disso de modo a se evadir da resposta imune do hospedeiro esse vírus 

possui estratégias para antagonizar as respostas dos interferons, que é suprimido em grande 

parte pela proteína ORF9b. Considerando a importância da formação dos DMVs, buscou-se 

identificar compostos contra NSP4 e potencialmente impedir a formação das vesículas de 

membrana dupla. Nesse sentido, a proteína NSP4 foi expressa em Rosetta™(DE3)pLysS, 

purificada por cromatografia de afinidade e imobilizada em partículas magnéticas as quais 

foram submetidas à técnica de Ligand fishing com 10 potenciais alcalóides extraídos de 

espécies de Amaryllidacea, bem como o seu extrato bruto, dos quais cinco foram identificados 

como potenciais compostos contra SARS-CoV-2. São eles: 2-α-7-dimetoxihomolicorina , 

hemantidina , albomaculina, tazetina e aulicina, os quais apresentaram razão de afinidade de 

1,89; 3,15; 2,9, 2,42 e 1,45 respectivamente. Além disso, a fim de se entender o papel das 

proteínas NSP4 e ORF9b  diretamente nas células, avaliou-se os seus efeitos quando expressas 

em células da linhagem de fibroblastos pulmonares neonatais de camundongos MLG2908. Os 

resultados relevaram que ambas as proteínas aumentaram os níveis de espécies reativas de 

oxigênio mitocondrial na ordem de 39% e 23%, respectivamente.Além disso, após 24 e 48 h 

pós-transfecção com Nsp4, houve uma redução significativa nos níveis de MAVS, atingindo 

0,11% e 0,29%, respectivamente. De maneira semelhante, ORF9b também reduziu a expressão 

MAVS em 0,31±0,02 após 24 h de transfecção. Adicionalmente, a NSP4 resultou em uma 

diminuição de 9% e 11%, nos níveis de viabilidade celular e de ATP, assim como uma redução 

em 8% e 11% do potencial de membrana após 24 e 48 horas de transfecção, respectivamente. 

Observou-se também a ativação da via intrínseca da apoptose pela NSP4, com aumento da 

ativação da caspase 9 em 0,22% após 24 h de transfecção e a ativação da caspase 3 em de 0,42 

e 0,40% após 48 e 72 h de transfecção, respectivamente. A NSP4 também ativou a via de 

apoptose independente de caspase, indicada pelo aumento de AIF em 0,49% após 72 h de 

transfecção. Adicionalmente, a NSP4 causou a fragmentação e condensação nuclear após 24, 

48 e 72 h de transfecção, com aumento de 6,64%; 4,54% e 7,89 %, respectivamente, indicando 

morte celular programada. Esses resultados destacam a influência das proteínas NSP4 e ORF9b 

do SARS-CoV-2 na função celular, com implicações importantes para a compreensão da 

patogênese viral e o desenvolvimento de possíveis estratégias terapêuticas. 
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Abstract 

Yonamine, D. K. Effect of SARS-CoV-2 NSP4 and ORF9b proteins on cell viability and 

identification of ligands against NSP4. 2023. 138f. Tese (doutorado). Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, caused by the new human 

coronavirus, called severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which 

originated in Wuhan, China, has represented a global threat to human health, public safety and 

the global economy. For the production of mature SARS-CoV-2 virions during the infectious 

cycle, metabolites from host cells are required, as well as escape from the antiviral response is 

necessary. In this context, the replication of SARS-CoV-2 depends on the formation of double-

membrane vesicles (DMVs) whose biogenesis is facilitated by the non-structural proteins 

NSP3, 4 and 6 and formed from the endoplasmic reticulum. Furthermore, in order to evade the 

host's immune response, this virus has strategies to antagonize interferon responses, which are 

largely suppressed by the ORF9b protein. Considering the importance of the formation of 

DMVs, we sought to identify compounds against NSP4 and potentially prevent the formation 

of double-membrane vesicles. In this sense, the NSP4 protein was expressed in 

Rosetta™(DE3)pLysS, purified by affinity chromatography and immobilized on magnetic 

particles which were subjected to the Ligand fishing technique with 10 potential alkaloids 

extracted from one of the species of Amaryllidacea a Hippeastrum aulicum, of which four were 

identified as potential compounds against SARS-CoV-2. They are: 2-α-7-

dimethoxyhomolycorine, hemanthidine, albomaculin, tazetine and aulicine which presented an 

affinity ratio of 1.89; 3.15; 2.9, 2.42 and 1,45 respectively. Furthermore, in order to understand 

the role of NSP4 and ORF9b proteins on mitochondrial function and cell viability, their effects 

were evaluated in cells from the MLG2908 mouse neonatal lung fibroblast line. The results 

revealed that both proteins increased the levels of mitochondrial reactive oxygen species by 

39% and 23%, respectively. Furthermore, after 24 and 48 h post-transfection with Nsp4, there 

was a significant reduction in MAVS levels, reaching 0.11% and 0.29%, respectively. 

Similarly, ORF9b also reduced MAVS expression by 0.31±0.02 after 24 h of transfection. 

Additionally, NSP4 resulted in a 9% and 11% decrease in cell viability and ATP levels, as well 

as an 8% and 11% reduction in membrane potential after 24 and 48 hours of transfection, 

respectively. The activation of the intrinsic apoptosis pathway by NSP4 was also observed, with 

an increase in the activation of caspase 9 by 0.22% after 24 h of transfection and the activation 

of caspase 3 by 0.42 and 0.40% after 48 and 72 h of transfection, respectively. NSP4 also 

activated the caspase-independent apoptosis pathway, indicated by the increase in AIF by 

0.49% after 72 h of transfection. Additionally, NSP4 caused nuclear fragmentation and 

condensation after 24, 48 and 72 h of transfection, with an increase of 6.64%; 4.54% and 7.89%, 

respectively, indicating programmed cell death. These results show that the SARS-CoV-2 

proteins NSP4 and ORF9b affect cellular function, which is important for understanding viral 

pathogenesis and the development of possible therapeutic strategies. 

 

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; NSP4; ORF9b; mitochondria, ligand fishing. 
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1. Introdução 

 

As doenças infecciosas virais vêm ameaçando a saúde da humanidade ao longo de 

muitos anos (YOUNES et al., 2020). O surgimento e a propagação de vírus animais que 

ameaçam os humanos são facilitados por diversos fatores, dentre eles as mudanças nos 

ecossistemas, precarização da saúde pública, urbanização de alta densidade e elevada circulação 

de pessoas entre cidades e países (EXCLER et al., 2021). Desde a descoberta dos primeiros 

coronavírus (CoV), em 1965, por (TYRRELL & BYNOE, 1965), novas cepas vêm surgindo 

em virtude da sua capacidade de infectar, mutar e recombinar entre as diferentes espécies de 

hospedeiro e tipos celulares (MIRANDA et al., 2021). 

Nesse cenário, o século XXI vivenciou o surgimento e a epidemia de três coronavírus 

com graves consequências ao redor do mundo: coronavírus da síndrome respiratória aguda 

grave (SARS-CoV) em 2003; coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-

CoV) em 2012 e em 2019, na cidade de Wuhan, na China, surgiu o coronavírus da síndrome 

respiratória aguda grave- 2 (SARS-CoV-2) (TU et al., 2020). 

A pandemia COVID -19 (do inglês coronavírus disease 19) foi causada pelo SARS-

CoV-2, que teve seu primeiro caso relatado no dia 8 de dezembro de 2019. Em 31 de dezembro, 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) foi notificada pela Comissão Municipal de Saúde de 

Wuhan sobre um surto de pneumonia de causa não identificada. Em 30 de janeiro, a OMS 

declarou o surto do novo coronavírus e em 11 de março de 2020 a OMS declarou a COVID-19 

como uma pandemia (FLINT, 2020). Em 11 de fevereiro, o novo coronavírus foi denominado 

de “SARS-CoV-2” pelo Comitê Internacional de Taxinomia, e a OMS nomeou a doença de 

“COVID-19” (HU et al., 2020). Finalmente, em 05 de maio de 2023, a OMS declarou o fim da 

Emergência de Saúde Pública de Importância Internacional referente à COVID-19 

(ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 2023). 

Os pacientes infectados com COVID-19 apresentam vários sintomas, dentre eles febre, 

tosse seca, dificuldades respiratórias, tremores, dor de cabeça, corrimento nasal, dores 

musculares e perda do paladar e olfato (RAJNIK et al., 2021). Ademais, o COVID-19 promove 

múltiplas lesões nos lóbulos pulmonares e nos lóbulos hepáticos (GE et al., 2020; ZHANG et 

al., 2020a). 

De acordo a OMS, no dia 19 de setembro de 2023, foram relatados mais de 770 milhões 

de casos de COVID-19 e mais de 6,9 milhões de mortes no mundo (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). Segundo o Painel Coronavírus do Ministério da Saúde, o Brasil 
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possui nessa mesma data, quase 37 milhões de casos confirmados da doença e mais de 704 mil 

óbitos (SAÚDE, 2021). Devido à gravidade da doença, inúmeros esforços estão sendo 

direcionados em todas as regiões do mundo, visando sua erradicação, prevenção e tratamento.  

Devido a todos os protocolos sanitários recomendados, como distanciamento social, uso 

de máscaras, higienização de ambientes e mãos e do desenvolvimento de vacinas, a pandemia 

foi controlada e a OMS declarou o fim da Emergência de Saúde Pública (WISE, 2023). Todavia, 

a necessidade de estudos envolvendo o vírus SARS-CoV-2 ainda é de interesse mundial. 

 

1.1. SARS-CoV-2 

 

Os Coronavírus (CoVs) são pertencentes à ordem Nidovirales, família Coronaviridae e 

subfamília Coronavirinae, que possui quatro gêneros (Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus) (CUI et al., 2019). Os coronavírus mais mortais 

conhecidos em humanos são o SARS-CoV-2, pertencente ao gênero betacoronavírus, 

juntamente com o MERS-CoV e SARS-CoV (com 50% e 79% de homologia com SARS-CoV-

2, respectivamente) (MALIK, 2020). 

Dentre todas as famílias de vírus de RNA, os CoVs possuem os maiores genomas, com 

tamanho médio entre 22-32 Kb (KIM et al., 2020). Assim como outros coronavírus, o SARS-

CoV-2 é um vírus envelopado que possui um genoma viral (+)ssRNA (do inglês, positive-sense 

single stranded RNA viroses) de 30 Kb que codifica 14 fases de leitura aberta (ORFs). 

Semelhante aos demais betacoronavírus, possui em suas extremidades um cap-5’ no início e 

uma cauda poli (A) no final do transcrito de RNA (SANTERRE et al., 2021).  

São descritas seis ORFs principais no SARS-CoV-2. As ORF1a e ORF1b são ORFs 

sobrepostas e presentes na extremidade 5’ do genoma (YUNG-FANG TU et al., 2020). Quando 

processadas, geram as 16 proteínas não estruturais (NSP1-16) e ocupam dois terços do 

comprimento de todo o genoma e do subgenoma de RNA. Essas proteínas desempenham papéis 

relacionados à patogênese viral, incluindo sua função na replicação, bem como na sinalização 

celular e modificação da expressão gênica. As quatro principais proteínas estruturais de SARS-

CoV-2 são: glicoproteína de superfície de pico (S), proteína de envelope (E), proteína de 

membrana (M) e proteína do nucleocapsídeo (N) (FINKEL et al., 2021; PHAN, 2020) (Figura 

1). 
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Figura 1. Representação esquemática da estrutura do genoma do SARS-CoV-2. O vírus é revestido por 

um envelope lipídico recoberto por proteínas de pico (S). O RNA viral corresponde a 29.903 nucleotídeos. Possui 

um complexo replicase composto por duas fases de leitura sobrepostos denominados ORF1a e ORF1b na 5’UTR, 

que traduzem duas poliproteínas devido ao deslocamento de quadro ribossômico. A ORF1a codifica as NSP1-11, 

enquanto a ORF1b codifica as NSP12-16. Essas poliproteínas são processadas em Nsps maduras pelas Mpro, que 

é a Nsp5 e PLpro, que faz parte da Nsp3, representadas pelos triângulos brancos e pretos, respectivamente. Em 

seguida estão os genes que codificam para proteínas estruturais intercalados por proteínas acessórias: gene spike 

(S), gene envelope (E), gene membrana (M), gene nucleocapsídeo (N) e uma cauda poli(A) na extremidade 3’ 

UTR.  

 
Fonte. Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

Para o vírus entrar em uma célula hospedeira, a proteína Spike do SARS-CoV-2 interage 

com a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) na superfície celular, enquanto é clivada 

por proteases celulares como a serina protease 2 (TMPRSS2) de modo a ativar a sua capacidade 

de fusão de membrana. O RNA genômico é então liberado da partícula viral e traduzido em 

duas poliproteínas replicantes, pp1a e pp1b, após recrutar ribossomos da célula hospedeira. As 

primeiras proteínas não estruturais codificadas são a proteinase semelhante à papaína (PLpro, 

NSP3) e a protease MPro, uma proteinase semelhante à 3-quimiotripsina (NARWAL et al., 

2023). 

Essas proteínas clivam a poliproteína ORF1ab em 16 proteínas não estruturais (NSP1-

16). Juntas, formam um complexo adequado para a replicação e transcrição viral, denominado 

complexo de replicação/ transcrição (RTC), essencial para o ciclo de vida do SARS-CoV-2 

(FINKEL et al., 2021; SANTERRE et al., 2021; ZHANG et al., 2020b). Posteriormente, os 

RTC produzem novos gRNAs e um conjunto de RNAs subgenômicos (sgRNas) e servem como 

modelo para a produção de mRNAs subgenômicos que serão traduzidas em proteínas estruturais 

e acessórias (CHEN et al., 2020). As proteínas estruturais translocam-se para a membrana do 
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retículo endoplasmático e transitam pelo compartimento intermediário ER-para-Golgi (ERGIC) 

no qual ocorre a montagem do SARS-CoV-2. Finalmente, os vírions são secretados da célula 

infectada por exocitose (V’KOVSKI et al., 2020) (Figura 2). 

 

Figura 2. Ciclo de replicação do SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

Mudanças no genoma do SARS-CoV-2, como mutações e deleções, podem alterar o seu 

potencial patogênico, permitindo o surgimento de diferentes linhagens de SARS-CoV-2 e 

dificultando o desenvolvimento de drogas e vacinas (GIOVANETTI et al., 2021). Atualmente 

são relatadas ao menos onze variantes conhecidas (Alfa, Beta, Gama, Delta, Delta Plus, Epsilon, 

Eta, Theta, Iota, Kappa, Lambda e Omicron) (TAMURA et al., 2022; KANNAN et al., 2021), 

sendo que algumas dessas tornaram-se dominantes em seus países, despertando preocupações. 

As variantes, Alfa (B.1.1.7); Beta (B.1.351); Gama (P.1) e mais recentemente a variante Delta 

(B.1.617.2), foram inicialmente relatadas no Reino Unido, África do Sul, Brasil e Índia 

respectivamente (KARIM & OLIVEIRA, 2021). A variante Delta foi considerada como uma 



8 
 

variante de preocupação (VOC) pela OMS, uma vez que possui um aumento na transmissão de 

66% e é mais propensa à evasão imunológica (ALIZON et al., 2021).  

A variante Omicron (BA.1) foi a principal variante por alguns meses, porém foi 

substituída por uma série de outras subvariantes, tais como BA.2, BA. 4 e BA.5. Além disso, 

uma subvariante emergiu no final de 2022 com a recombinação de duas linhagens BA.2 gerando 

a subvariante denominada de XBB (TAMURA et al., 2022). Recentemente, a linhagem  

XBB.1.16 (Arcturus) foi descrita pela primeira vez em janeiro de 2023 e rapidamente se tornou 

a linhagem dominante (NEHLMEIER et al., 2023) sendo detectada pela primeira vez no Brasil 

em abril de 2023, uma segunda variante recém-emergida derivada da CBB.1.9.2, a EG.5 

conhecida como Éris, foi detectada no Brasil em setembro de 2023 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2023 ). 

Faizan et al 2022 investigou o impacto mitocondrial e a morte celular ocasionada pelas 

proteínas do SARS-CoV-2, revelando que duas proteínas desse vírus induziram 

significativamente o dano mitocondrial, caracterizado por alterações mitocondriais, 

permeabilização da membrana mitocondrial e liberação de DNA mitocondrial. 

 

1.1.1. NSP4 

 

A NSP4 é a subunidade da poliproteína ORF1ab e uma das proteínas não-estruturais 

(NSPs) de coronavírus (MANOLARIDIS et al., 2009). Trata-se de uma proteína de membrana, 

não específica de SARS-CoV-2, composta por 500 aminoácidos, que conferem uma massa 

molecular de 56 kDa, com quatro domínios transmembrana e um domínio citoplasmático C-

terminal (ALSAADI J & JONES, 2019) (Figura 3).As proteínas de membrana são alvo de mais 

de 50% dos medicamentos atuais (URNER et al., 2020), entretanto o número de proteínas de 

membrana com estrutura conhecida é pouco relatado em comparação às proteínas solúveis, 

devido às dificuldades de sua expressão, solubilização, purificação e cristalização (KIELKOPF 

et al.,2021). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Topologia da NSP4 
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Fonte. Determinada através da ferramenta Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/). 

 

Embora os vírus (+)ssRNA tenham seu próprio material genético, eles são dependentes 

da maquinaria celular do hospedeiro para se desenvolverem. Dessa forma, para produzir vírions 

maduros, os vírus dependem dos metabólitos da célula hospedeira (nucleotídeos, aminoácidos, 

ácidos graxos) durante o ciclo infeccioso (GATTI et al., 2020), além de sequestrarem os 

mecanismos de defesa da célula e criarem uma barreira entre o compartimento de replicação e 

os sensores imunológicos inatos, replicando-se e propagando-se com sucesso (SINGH et al., 

2020).  

No caso dos coronavírus, sua replicação se baseia na formação de vesículas de 

membrana dupla (DMVs) (Figura 4) derivadas do retículo endoplasmático (RE), que servem 

para ocultar o RNA viral, permitindo o escape da resposta antiviral do hospedeiro (SINGH et 

al., 2020). Nesse sentido, as proteínas não estruturais, NSP3, 4 e 6, se destacam por possuírem 

domínios transmembranas (TM). As proteínas NSP3 e NSP4 são responsáveis pela formação 

dos DMVs, enquanto a proteína NSP6 é responsável pela formação de finos canais, similares a 

um zíper, que realizam a conexão entre o retículo endoplasmático e a vesícula replicativa. Tais 

proteínas não estruturais demonstraram serem essenciais na biogênese dos DMVs (ALSAADI 

J & JONES, 2019; FUNG & LIU, 2018). 
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Figura 4. Arquitetura de DMVs induzidas por coronavírus. Interação heterotípica entre NSP3 e NSP4 para a 

curvatura e emparelhamento de membrana necessário para a formação de vesículas de membrana dupla (DMVs) 

derivadas do retículo endoplasmático. 

 

 

Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

 

A morfologia de DMVs possuem semelhanças notáveis com autofagossomos 

(MOHAN, J. & WOLLERT, T., 2021), com uma ligação direta proposta entre a formação de 

DMVs e a autofagia para alguns vírus, como o SARS-CoV (REGGIORI et al., 2010). Além 

disso, mutações específicas nos resíduos 258 resultou em um fenótipo sensível à temperatura 

caracterizado pela diminuição do número de DMVs (CLEMENTZ et al., 2008). Ainda, 

mutações em outros dois resíduos de aminoácidos dessa proteína, nas posições 120 e 121 inibiu 

a replicação viral ao prejudicar os rearranjos da membrana na formação dos DMV (SAKAI et 

al., 2017). Esses resultados demonstram que essa proteína e a sua conservação é essencial na 

replicação do genoma viral (CHAKRABORTY et al., 2023). 

Wu e colaboradores realizaram um trabalho in sílico (WU et al., 2020) e sugeriram que 

o RNA de SARS-CoV-2 localiza-se preferencialmente nas mitocôndrias das células 

hospedeiras, podendo prejudicar a função mitocondrial, alterar a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (BURTSCHER et al., 2020); induzir a disfunção mitocondrial, gerando o 

aumento do número de vesículas de membrana dupla (DMVs) (SINGH et al., 2020); além de 

interagir potencialmente com componentes da maquinaria de importação de proteínas da 

membrana mitocondrial interna (complexo TIM), necessárias para manter a integridade 

estrutural das mitocôndrias (GORDON et al., 2020).  

Além disso, uma vez que a replicação viral consiste na formação de DMVs derivadas 

do retículo endoplasmático, é plausível que o SARS-CoV-2 possa manipular a mitocôndria a 
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seu favor, resultando na indução de membranas duplas derivadas de mitocôndrias, ocultando o 

vírus das respostas imunológicas do hospedeiro e permitindo a replicação viral (SINGH et al., 

2020). 

 

1.1.2. ORF9b 

 

A ORF9b é uma proteína acessória do quadro de leitura alternativo do gene do 

nucleocapsídeo (N) de SARS-CoV-2 que codifica uma proteína de 97 aminoácidos e 10,8 kDa, 

possuindo similaridade de 72,4% com a ORF9b de SAR-CoV (AYINDE et al., 2022). 

De modo a se evadirem da resposta imune do hospedeiro, os vírus desenvolveram 

estratégias para antagonizar a resposta do interferon (IFN). Nesse sentido, a ORF9b de SARS-

CoV-2 possui como função principal a supressão de grande parte do interferon tipo I e III (IFN-

I e IFN-III) devido ao seu direcionamento mitocondrial e associação ao TOM70 (JIANG et al., 

2020) e inibição de MAVS nas mitocôndrias que medeiam a síntese de IFN (KIM & SHIN, 

2021).  A resposta (IFN) tipos I e III é a reação do sistema imune a uma infecção viral do 

hospedeiro (TOTURA & BARIC, 2012).  

ORF9b também possui como alvo a proteína mitocondrial MAVS, que é um adaptador 

essencial para a via de sinalização antiviral RIG-I/MDA5 e a produção de IFN-β (SHI et al., 

2014). 

 

1.2. Mitocôndria 

 

1.2.1. Estrutura e função 

 

Segundo a teoria endossimbionte aceita, as mitocôndrias originaram-se de uma relação 

simbiótica entre α-proteobactéria e uma arqueobactéria (CUI et al., 2019). Apesar da 

mitocôndria possuir variabilidade morfológica, pode-se definir uma morfologia básica. Nesse 

sentido, a mitocôndria é uma organela de forma oval com aproximadamente 2 µm de 

comprimento e 0,5 µm de diâmetro formada duas membranas e dois compartimentos aquosos, 

o espaço intermembrana e a matrix.  

A membrana mitocondrial externa é permeável a maior parte dos íons e moléculas 

pequenas e medeia a troca entre o citosol e o espaço intermembranar. Além disso, essa 

membrana abriga a maquinaria necessária para a comunicação e interação física com outras 

estruturas celulares (GIACOMELLO et al., 2020). 
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Ao contrário da membrana mitocondrial externa, a membrana mitocondrial interna é 

uma das bicamadas lipídicas altamente rica em proteínas, com uma proporção de massa de 

proteína/lipídio de aproximadamente 75:25 (ARDAIL et al., 1990). Essa membrana envolve o 

espaço da matriz e possui uma área superficial maior em relação à membrana externa. Nela, 

podem ser encontradas junções em forma de cristas, túbulos estritos ou fendas que atuam como 

barreira seletiva para proteínas, lipídios, metabólitos e pequenos solutos como os íons que não 

podem atravessar essa membrana sem a assistência de proteínas transportadoras (VOGEL et 

al., 2006). Nesse sentido, o espaço intermembranar é quimicamente equivalente ao citosol, 

enquanto a matriz contém um conjunto altamente selecionado dessas moléculas (ALBERTS et 

al., 2002). Além disso, diferentes complexos hospedam-se na membrana interna, com destaque 

para os envolvidos na fosforilação oxidativa (cadeia transportadora de elétrons (CTE) e 

ATPase), fazendo com que a sua função primária seja a bioenergética (GIACOMELLO et al., 

2020) (Figura 5). 

Figura 5. Estrutura mitocondrial. 

 

Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

 

1.2.2. Função energética 

 

A mitocôndria é a organela celular responsável, através da fosforilação oxidativa, pela 

síntese de aproximadamente 95% do ATP necessário à manutenção da estrutura e função das 



13 
 

células (HATEFI, 1985). Na mitocôndria ocorre a interconversão da energia redox livre 

proveniente da oxidação dos substratos respiratórios em energia química, na forma de ATP 

(MITCHELL, 1961). 

A energização das mitocôndrias, com substratos respiratórios gera um gradiente 

eletroquímico de prótons (Dp), cujo potencial elétrico de membrana (DY) é de 0,1 a 0,2 V 

(negativo na matriz) e cuja diferença de pH (DpH) é de uma unidade (alcalino na matriz). O 

sistema responsável pela fosforilação oxidativa, na membrana interna da mitocôndria, é 

formado por cinco complexos enzimáticos que incluem a cadeia respiratória (complexos I-IV) 

e a FoF1-ATP sintase (complexo V). Durante a fosforilação oxidativa os elétrons são removidos 

dos substratos oxidáveis pela ação de desidrogenases específicas, ligadas a NAD+ (substratos 

do complexo I), e transferidos à cadeia respiratória com subsequente redução do oxigênio 

molecular. Os equivalentes redutores são transferidos inicialmente a NADH desidrogenase 

mitocondrial (complexo I). Em uma segunda via, o succinato (substrato do complexo II) é 

oxidado pela succinato desidrogenase ligada a FAD (complexo II). Os complexos I e II 

transferem os seus elétrons a ubiquinona (UQ), sendo os mesmos transferidos sequencialmente 

aos complexos III, citocromo c, complexo IV e finalmente ao oxigênio, com formação de água  

(A L LEHNINGER, 1993; BOYER, 1977) (Figura 6). 

  

Figura 6. Esquema da cadeia transportadora de elétrons acoplada à síntese de ATP. 
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Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

De acordo com a hipótese quimiosmótica de Mitchell em associação com a do 

acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons através dos complexos I, III e IV 

são acompanhados de bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembrana, gerando um gradiente eletroquímico de H+. A energia livre liberada no retorno 

do H+ à matriz mitocondrial induz alteração conformacional do componente F1 da FoF1-ATP 

sintase (complexo V), liberando o ATP formado em seus sítios catalíticos (BOYER et al., 1973; 

MITCHELL, 1961). 

Além disso, a fosforilação oxidativa mitocondrial produz as espécies reativas de 

oxigênio (ROS) que são fortes reguladores da proteína de sinalização antiviral mitocondrial 

(MAVS) que regula a sinalização imune inata e apoptótica após a infecção, uma estratégia bem 

sucedida para impedir a replicação viral (JACOBS & COYNE, 2013; LEI et al., 2009; MILLER 

et al., 2021). 

 

1.2.3. Mitocôndria como fonte de espécies reativas de oxigênio 

 

O termo “espécies reativas de oxigênio (ROS)” é frequentemente utilizado para se 

referir a radicais livres, que são átomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons 

desemparelhados na camada de valência (COSTA et al., 2021; MAGDER, 2006). No entanto, 

é importante notar que os radicais livres também possuem espécies reativas de nitrogênio, ferro, 

cobre e enxofre. Além disso, existem ROS que não são radicais livres, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (COSTA et al., 2021). 

As ROS são subprodutos altamente reativos originados da redução de um ou vários 

elétrons de oxigênio. Essas espécies reativas de oxigênio são moléculas produzidas pela 

redução de oxigênio molecular (O2). A redução de um elétron de oxigênio produz o ânion 

superóxido (O2
-), que, por sua vez pode ser reduzido produzindo peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A redução subsequente do peróxido de hidrogênio gera um radical hidroxila (·OH) 

(BRAND, 2016). 

 Nesse sentido, as mitocôndrias são uma importante fonte de ROS na maioria das células 

de mamíferos, responsável por cerca de 90% do total de ROS celular, denominado de espécies 

reativas de oxigênio mitocondrial (mtROS) (ANDREYEV et al.,  2005). Essa produção de ROS 

está intimamente relacionado à sua função primária do metabolismo oxidativo e síntese de ATP, 
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sendo a cadeia de transporte de elétrons a principal contribuinte para esse fenômeno (BRAND, 

2016).  

Durante a fosforilação oxidativa na cadeia transportadora de elétrons, a maioria do 

oxigênio é continuamente reduzida a água. No entanto, uma pequena porcentagem, em torno 

de 0,2-2,0% de oxigênio molecular consumido pelas mitocôndrias sofrem redução incompleta 

podendo interagir com alguns elétrons que vazam durante o transporte e é reduzido a ânions 

superóxido (O2
-) que são convertidos em outros ROS, como peróxido de hidrogênio (H2O2) ou 

íons hidroxila (·OH) (ADAM-VIZI & CHINOPOULOS, 2006; KOWALTOWSKI et al., 2009; 

TIRICHEN et al., 2021). 

 Em condições fisiológicas, há um equilíbrio entre a formação e a degradação de ROS, 

e embora a produção dessas espécies reativas possua funções importantes na sinalização redox 

da organela para o restante da célula, o seu acúmulo excessivo pode levar ao estresse oxidativo, 

contribuindo para o dano mitocondrial e uma séria de patologias (BALABAN et al., 2005). 

 

1.2.4. Mitocôndria e resposta imune  

 

Uma vez que as mitocôndrias possuem papéis multifacetados no controle do 

metabolismo celular e das respostas imunes, vários vírus (+) ssRNA a possuem como alvo 

preferencial (GATTI et al., 2020). Nesse sentido, as mitocôndrias podem ativar o sistema 

imunológico inato após o dano celular por meio de moléculas endógenas liberadas, conhecidas 

como DAMPs (do inglês, Danger Associated Molecular Patterns) mitocondriais, todavia já foi 

demonstrado que as proteínas de SARS-CoV-2 possuem a capacidade de manipular os 

mecanismos mitocondriais evitando a resposta imune do hospedeiro e alterando as funções 

mitocondriais (BURTSCHER et al., 2020).  

No contexto da manipulação da resposta imune mediada pelas mitocôndrias, uma 

estratégia relevante envolve a degradação das proteínas de sinalização antiviral mitocondrial 

(MAVS), que está localizada na membrana mitocondrial (GATTI et al., 2020).  A ativação 

dessa proteína ocorre quando o RNA viral é detectado por receptores semelhantes a RIG-I 

(Retinoic Acid-Inducible Gene I) e MDA5 (Differentiation-Associated Protein 5), presentes no 

citosol e acionam a sinalização do interferon tipo I (IFN-I) (BANOTH & CASSEL, 2018; 

BURTSCHER et al., 2020; SOROURI et al., 2022). 

Nesse sentido, órgãos ricos em mitocôndrias e com uma demanda energética mais 

elevada, tais como o cérebro, músculos, pulmão, coração, rim, fígado e o sistema 

gastrointestinais tendem a ser mais vulneráveis (SHENOY, 2020). 
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 Dessa forma, esse projeto alvitra a caracterização e avaliação do papel das proteínas 

NSP4 e ORF9b em cultura de células, baseando na hipótese de que essas proteínas possam 

interagir com mitocôndrias da célula hospedeira e alterar de alguma forma a função dessa 

organela bem como a identificação de potenciais ligantes contra NSP4. 

 

1.2.5. Morte celular por apoptose 

 

Há diversas maneiras pelas quais as células poder perder a viabilidade e, eventualmente, 

morrer. A morte celular pode ocorrer de maneira controlada e programada ou descontrolada 

(KERR et al., 1972). Dois tipos de morte celular são reconhecidos na classificação mais 

amplamente utilizada: apoptose e necrose (KROEMER et al., 2008; GALLUZZI et al., 2007). 

Além desses, um terceiro tipo de morte celular foi proposto, conhecido como autofagia. A 

distinção entre esses três tipos de morte celular implica em diferenças no modo de morte e 

atributos morfológicos, bioquímicos e moleculares.  

A morte celular é considerada programada quando é controlada geneticamente 

(HOTCHKISS et al., 2009). Nesse sentido, a apoptose e a autofagia são os dois tipos 

fundamentais de morte celular programada os quais são essenciais para o crescimento celular, 

sobrevivência e homeostase (KLIONSKY, 2007). A apoptose é a morte celular programada do 

tipo 1, caracterizada pela degradação precoce do citoesqueleto, porém as organelas são 

preservadas até a fase tardia. Enquanto isso, a autofagia corresponde à morte celular do tipo 2, 

que apresenta um colapso precoce das organelas e a preservação do citoesqueleto até o último 

estágio (LEVINE & YUAN, 2005). 

Entre essas abordagens, destaca-se a apoptose, a forma mais bem caracterizada e 

prevalente de morte celular onde são observadas alterações morfológicas envolvendo o 

encolhimento celular, citoplasma mais denso, organelas mais compactas e a picnose, que é o 

resultado da condensação da cromatina (ROBERTSON et al., 2000). 

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais: a via extrínseca, iniciada 

por receptores de morte e a via intrínseca, associada à mitocôndria. A via se sinalização 

extrínseca envolve a interação mediadas por receptores de morte transmembrana e ligantes. Em 

linhas gerais, quando um receptor de morte se associa com seu ligante, o resultado é a 

oligomerização, seguida do recrutamento de molécula adaptadora (MANDAL et al., 2020).  

Proteínas adaptadoras citoplasmáticas que exibem domínios de morte atuam como sítios de 

ancoragem para outras proteínas pró-apoptóticas, as quais são recrutadas e se ligam aos 
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receptores. Um dos modelos mais amplamente caracterizados é o modelo FasL/FasR 

(HONGMEI & HONGMEI, 2012). 

A ligação do ligante Fas ao receptor Fas ocasiona a ligação da proteína adaptadora 

FADD (Faz Associated Protein with Death Domain). O FADD então se associa à pró-caspase-

8 iniciadora, formando um complexo DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Nesse 

complexo, ocorre a ativação autocatalítica gerando as suas formas ativas (caspase-8) que será 

liberada do complexo para iniciar a cascata da apoptose (CURTIN & COTTER, 2003). Foi 

descrito que a caspase-10 também é capaz de se associar ao FADD no complexo DISC 

(BARNHART et al., 2003). Após esse evento, a forma ativa da caspase-8 cliva as caspases 

efetoras 3, 6 e 7 gerando formas ativas que conduzem os eventos que caracterizam o processo 

apoptótico (NAKAYAMA et al., 2006). 

Diferentemente da via extrínseca, a via intrínseca da apoptose pode ser desencadeada 

por diferentes fatores que incluem a ausência de fatores de crescimento, danos ao DNA, estresse 

do retículo endoplasmático e aumento de ROS são apenas alguns dos eventos desencadeadores 

da apoptose (LOSSI, 2022). Nessa via, a ativação das caspases está relacionada à 

permeabilização da membrana mitocondrial por membros pró-apoptóticos da família Bcl 

(GREEN & KROEMER, 2004). Com a permeabilização da membrana mitocondrial externa, 

proteínas geralmente encontradas no espaço entre as membranas mitocondriais são libradas 

para o citosol, incluindo o citocromo C, Smac/DIABLO e AIF (Apoptosis-induction fator) 

(SAELENS et al., 2004). A libração do citocromo c para o citosol desencadeia a ativação da 

caspase-3 através da formação do complexo apoptossomo. Nesse processo, o citocromo c se 

associa a Apaf-1, facilitando a sua associação ao ATP/dATP, ocasionando a ligação desses 

nucleotídeos ao complexo citocromo c/Apaf-1. Isso promove a sua oligomerização e formação 

de um apoptossoma que recrutará moléculas de pró-caspase-9, promovendo sua auto-clivagem 

em caspase-9. A caspase-9 ligada ao apoptossoma, por sua vez, recruta e ativa a caspase-3 por 

meio de sua clivagem, tornando-a apta para clivar moléculas celulares desencadeando a 

apoptose, conforme demonstrado na Figura 7 (BRATTON et al., 2001; ADRAIN et al., 1999). 

 



18 
 

Figura 7. Cascata de eventos apoptóticos 

  

Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

 

Apesar de seguir um caminho diferente, a Smac/DIABLO também desempenha um 

papel na ativação da caspase-3 por meio da neutralização de proteínas inibidoras da apoptose 

(FULDA & DEBATIN, 2006). Por outro lado, o AIF aparenta não estar ligado à ativação das 

caspases efetoras, porém controla o equilíbrio dinâmico da morfologia mitocondrial entre fissão 

e fusão da organela (LI et al., 2020b; CHUNG et al., 2011). Após ser liberado no citosol, o AIF 

migra para o núcleo, onde induz a fragmentação parcial do DNA e a compactação da cromatina 

(CANDÉ et al., 2004; SAELENS et al., 2004). 

 

1.3. Produtos Naturais para tratamento de infecções virais 

 

O Brasil é o país com a maior biodiversidade do mundo (VALLI & BOLZANI, 2019). 

Ao longo da história, produtos naturais e seus derivados têm sido amplamente utilizados na 

medicina popular para tratar diferentes doenças, incluindo infecções virais (GANJHU et al., 

2015). Os produtos naturais apresentam vantagens e desafios em relação às moléculas sintéticas 

no processo de descoberta de novos fármacos (ATANASOV et al., 2021). Em geral, os produtos 

naturais possuem algumas características específicas, geralmente apresentando massa 
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molecular mais elevada, maior quantidade de centros quirais, maior número de átomos de 

carbono e oxigênio, porém menos átomos de nitrogênio e halogênio. Além disso, eles tendem 

a apresentar maior número de aceitadores e doadores de ligação de hidrogênio, maior 

hidrofilicidade e maior rigidez molecular (ATANASOV et al., 2015, 2021; BARNES et al., 

2016; FEHER& SCHMIDT, 2003).  Essas diferenças estruturais resultam em uma atividade e 

especificidade biológica mais alta em relação aos compostos sintéticos (ATANASOV et al., 

2015). 

Nesse contexto, fármacos antivirais derivados de produtos naturais podem 

complementar a ação de fármacos atualmente disponíveis. De fato, ao longo do período entre 

janeiro de 1981 e setembro de 2019, 77% de todos os novos medicamentos antivirais foram 

derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2020). A triagem antiviral de extratos 

de plantas e seus compostos tem apresentado resultados promissores (NAITHANI et al., 2008; 

AHMAD et al.,2006; KHAN et al., 2005), o que justifica a busca por novas substâncias com 

potencial atividade antiviral provenientes dessas fontes. Esses estudos têm demonstrado que 

determinadas plantas possuem compostos bioativos capazes de inibir a replicação de vírus (DA 

SILVEIRA OLIVEIRA et al., 2017; MOGHADAMTOUSI et al., 2015) ou diminuir sua carga 

viral (LI & PENG, 2013; SKEHAN et al., 1990), o que representa uma perspectiva encorajadora 

no combate a infecções virais. 

 

 

 

1.3.1. Amaryllidacea 

 

A família de plantas Amaryllidacea engloba aproximadamente 75 gêneros, 

compreendendo cerca de 1600 espécies que são naturalmente encontradas em uma ampla 

distribuição nas regiões tropicais e subtropicais do mundo. Além de ser uma planta ornamental, 

as Amaryllidacea destacam-se pelas suas propriedades terapêuticas, principalmente devido ao 

efeito antiviral que possuem (NAIR & STADEN, 2023). (“La Paz and Beni - Hippeastrum 

(Amaryllidaceae) da Região de Madidi | Guias de Campo”, ) 

A evidência mais antiga de sua aplicação terapêutica remonta ao século IV a.C., com a 

recomendação do uso de óleo do narciso, Narcissus poeticus L. para o tratamento de tumores 

uterinos por Hipócrates de Kos (KORNIENKO & EVIDENTE, 2008). Há milhares de anos, essas 

plantas têm sido utilizadas na medicina tradicional e, até o momento, permanecem entre as 20 

famílias de plantas medicinais mais reconhecidas (JIN & YAO, 2019).  
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O valor medicinal dessas plantas é intrinsecamente relacionado à presença de compostos 

estruturalmente únicos, denominados alcalóides Amaryllidacea, que são sintetizados 

exclusivamente por essa família (CAHLÍKOVÁ et al., 2021). Até o momento, mais de 500 

alcalóides Amaryllidacea com diversas estruturas foram isolados, identificados e descritos (KA 

et al., 2020; SINGH & DESGAGNÉ-PENIX, 2014). Esta família é caracterizada em grupos, 

de acordo com suas semelhanças estruturais: norbeladina, licorina, homolicorina, crinina 

hemantamina, narciclasina, tazetina, montanina e galantamina. 

As potentes atividades farmacológicas desses compostos abrangem uma diversidade de 

propriedades, incluindo atividade antimalárica, antimicrobiana, anti-inflamatória, inibidores de 

acetilcolinesterase (AChe), antifúngico e antiviral (CAHLÍKOVÁ et al., 2021; SOUZA et al., 

2021; BERKOV et al., 2020), incluindo a família coronavírus (JIN et al., 2021; SAÚDE, 2021; 

HUANG et al., 2020). Além disso, pesquisas têm relacionado esses alcalóides como uma 

promissora fonte para o tratamento de doenças como a doença de Chagas (ORTIZ et al., 2023) 

e diabetes (ATTIA et al., 2021). 

 

1.4. Imobilização 

 

A imobilização de proteínas consiste na fixação dessas moléculas em suportes sólidos 

envolvendo interações proteína-proteína ou proteína-ligante, desempenhando um papel 

fundamental nos avanços das ciências da vida e da medicina, destacando-se pela capacidade de 

aumentar a estabilidade e a atividade das proteínas (BORNSCHEUER, 2003). Além disso, as 

proteínas imobilizadas possuem uma série de vantagem em relação às proteínas solúveis, tais 

como a sua fácil recuperação, reciclagem, estabilidade e armazenamento (COWAN & 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; ZHANG et al., 2010). Essas características fazem com que 

as proteínas imobilizadas tenham uma ampla gama de aplicações, incluindo biossensores, 

matrizes de proteínas para triagem de drogas, implantes biomédicos e outras aplicações 

biotecnológicas (CHAUDHARY et al., 2021; MELDAL & SCHOFFELEN, 2016). 

Diferentes interações são utilizadas nos métodos de imobilização que incluem as 

interações físicas (interações hidrofóbicas e de van de Waals) e químicas (ligação covalente e 

iônica, imobilização por aprisionamento e ligação cruzada) entre a enzima alvo e o suporte 

selecionado.  

A imobilização de proteínas baseada na formação de ligações covalentes é o método 

mais utilizado (HASSAN et al., 2019; PORATH & AXÉN, 1976) e consiste na formação de 

ligações fortes entre os grupos funcionais presentes na superfície do suporte e os grupos 
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funcionais dos resíduos de aminoácidos da proteína (lisina, arginina, ácidos aspártico, ácidos 

glutâmico, serina, tionina e cisteína) (CARDOSO et al., 2009a). A presença da forte ligação 

covalente entre o suporte e a proteína imobilizada oferece diversas vantagens. Em primeiro 

lugar, esse método impede dessorção da proteína da superfície do suporte, garantindo maior 

estabilidade ao sistema. Além disso, a formação de ligações multipontos aumenta a rigidez da 

conformação da proteína, resultando em uma melhora da atividade, da seletividade e no seu 

tempo de vida. Todavia, esse método pode modificar a estrutura terciária da proteína, 

prejudicando a sua função (ZAHIRINEJAD et al., 2021; CARDOSO et al., 2009b). 

Dentre as opções de suportes disponíveis para imobilização, as partículas magnéticas se 

sobressaem devido às suas propriedades únicas, nas quais destacam-se o superparamagnetismo, 

elevada área superficial e grande relação superfície-volume, baixa porosidade, estabilidade 

mecânica além da capacidade de serem facilmente separadas sob a influência de campos 

magnéticos (XU et al., 2014; LAURENT et al., 2008).  

Essas partículas magnéticas podem possuir diferentes tamanhos, variando desde o micro 

ao nanômetro, e têm seus núcleos compostos por elementos com capacidade magnética, como 

o ferro, níquel ou nióbio. Suas superfícies são funcionalizadas com derivados tosila, amino, 

carboxila ou grupos epóxidos, o que permite a imobilização de peptídeos, proteínas, ácidos 

nucleicos, entre outras moléculas (CARDOSO et al., 2009b).  

Após a imobilização da proteína em um suporte sólido forma-se um biorreator 

denominado de IMER (Immobilezed enzyme reactor) (CARDOSO et al., 2009a) que pode ser 

conectado diretamente a uma coluna e a um detector, permitindo uma triagem dos analitos e 

seleção dos ligantes (Figura 8). 

 

Figura 8. Configurações para a análise cromatográfica. 

 

Fonte: Foto autoral. 

 

 

 

1.5. Pesca de ligantes (Ligand fishing) 
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A pesca de ligantes utiliza a imobilização de alvos específicos, como proteínas, e 

abordagens analíticas para a triagem de compostos ativos em misturas complexas para pescas 

de potenciais ligantes de misturas de produtos naturais (ZHUO et al., 2016). Essa abordagem 

se baseia no princípio de que qualquer composto que tenha afinidade com o alvo imobilizado é 

capturado em sua superfície e, posteriormente, pode ser eluido pra análise (TRINDADE 

XIMENES et al., 2021). 

Até o momento, o suporte mais amplamente utilizado nos ensaios de Ligand fishing são 

as partículas magnéticas através da imobilização de proteínas ou enzimas por meio de ligações 

covalentes ou adsorção principalmente devido às suas características de fácil isolamento e 

imobilização estável (DE LIMA et al., 2020).  

Uma das abordagens dessa técnica envolve a incubação da proteína imobilizada 

diretamente na matriz que contém a amostra, possibilitando com que os compostos que possuam 

afinidade pela proteína sejam retidos, enquanto os que não possuem ficarão no sobrenadante da 

solução. Em seguida, etapas de lavagem são realizadas para que os compostos que não possuem 

afinidade ou baixa afinidade sejam removidos. Finalmente, a última etapa é conhecida como 

extração, no qual o IMER é mantido em contato com uma solução extratora composta por 

solvente orgânico e um pH diferente da solução de incubação, provocando mudanças em sua 

conformação e consequentemente desligando os compostos que possuam afinidade moderada 

a forte pela proteína. Os compostos dissociados são identificados por técnicas espectrométricas 

e espectroscópicas (Figura 9) (TRINDADE XIMENES et al., 2021). 

 

Figura 9. Etapas do ensaio de ligand fishing 
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Fonte: Foto autoral criada com Biorender (Biorender, 2023). 

 

 

Em um estudo pioneiro, a albumina de soro humano foi imobilizada em partículas 

magnéticas e utilizadas para isolar compostos ativos conhecidos de uma mistura contendo 

ligantes e não ligantes para essa proteína (MOADDEL et al., 2007). Em seguida, essa 

abordagem foi rapidamente ampliada para a triagem de extratos de plantas como inibidores de 

diferentes enzimas, dentre elas a acetilcolinesterase, uma enzima crucial na propagação de 

impulsos nervosos (LOURENÇO VANZOLINI et al., 2013); a neuraminidase, um potencial 

alvo terapêutico para influenza; a enzima SIRT6, um alvo terapêutico contra distúrbios 

metabólicos e doenças associadas à idade (SINGH et al., 2014); e mais recentemente esse 

ensaio foi utilizado inclusive para a busca de ligantes com afinidade pela proteína Spike de 

SARS-CoV-2 para o combate à COVID 19 (MUCHIRI et al., 2022). Esses exemplos ilustram 

a potencial aplicação de ensaios de Ligand fishing com base em partículas magnéticas, que 

possibilitam a identificação de novos e promissores compostos para o tratamento de diversas 

doenças. 

 

 

 

1.6. Sistema de expressão de proteína heterólogas 

 

Sistemas de expressão biológicos procarióticos e eucarióticos desempenham um papel 

fundamental na produção de proteínas heterólogas, as quais possuem importância crucial para 

o estudo a nível molecular e estrutural dos vírus (SCHNEEMANN & YOUNG, 2003).  

A escolha do sistema de expressão ótimo pode variar dependendo da proteína de 

interesse. Isso envolve decidir a escolha do organismo ou tipo celular que será utilizado, bem 

como o vetor de expressão apropriado. A seleção cuidadosa desses componentes é fundamental 

para garantir uma produção eficiente e funcional da proteína desejada.  

Apesar dos avanços significativos alcançados pelos sistemas de expressão procarióticos 

e eucarióticos, a Escherichia coli (BANEYX, 1999) mantém-se como o sistema mais popular 

e amplamente utilizado para expressão de proteínas recombinantes (NAG et al., 2022) e em 

menor escala a expressão em linhagens celulares de mamíferos (KOST & CONDREAY, 1999). 

Além disso, outros sistemas de expressão, como células de insetos (ALTMANN et al., 1999), 

leveduras (CREGG et al., 2000) e algas, também são empregados (SCHILLBERG et al., 2019). 



24 
 

Essa diversidade de sistemas permite uma abordagem flexível para a produção de proteínas 

heterólogas, cada um com suas vantagens e limitações específicas, de acordo com as 

necessidades do estudo. 

 

1.6.1. Escherichia coli 

 

Organismos procariotos estão entre as primeiras células utilizadas na engenharia 

genética. Desde o início da década de 80, a bactéria Escherichia coli tem sido amplamente 

utilizada para a clonagem do DNA recombinante, além de ser um típico sistema de expressão 

e um dos mais atrativos sistemas de produção de proteínas heterólogas (BANEYX, 1999). 

A E. coli destaca-se como a plataforma de expressão bacteriana mais amplamente 

adotada devido as suas diversas vantagens, que incluem seu rápido crescimento, genética bem 

conhecida, requisitos nutricionais simples e baratos, elevado nível de expressão e fácil 

manipulação. Todavia, existem algumas limitações, como agregação intracelular e incorreto 

dobramento das proteínas, falta de modificações pós-traducionais e degradação de proteínas 

decorrentes da ação de proteases (ROSANO & CECCARELLI, 2014). 

A pesquisa dedicada à expressão heteróloga nesse hospedeiro resultou no 

desenvolvimento de diversas linhagens geneticamente modificadas, otimizadas para atender às 

demandas específicas de diferentes proteínas e condições de expressão. Essa diversidade de 

linhagens é acompanhada por uma ampla gama de vetores de expressão comercialmente 

disponíveis, que oferecem flexibilidade e versatilidade aos pesquisadores (ROSANO & 

CECCARELLI, 2014). 

Graças a essa combinação de recursos, a E. coli continua sendo a plataforma de 

expressão bacteriana preferencial pela comunidade científica, impulsionando avanços 

significativos em diversas áreas da biotecnologia e ciências da vida (KAUR et al., 2018).  

1.6.2. Cultura de células de mamíferos 

 

Ao longo das últimas décadas, o cultivo celular, especialmente de células de mamíferos, 

tem desempenhado um papel fundamental nas pesquisas biológicas e farmacêuticas. A cultura 

de células que envolve a retirada de células a partir de um tecido animal ou plantas e 

subsequente cultivo em ambientes artificiais controlados. Nesses ambientes, as células 

continuam a crescer quando fornecidos nutrientes e fatores de crescimento adequados. Esse 

processo ocorre em condições assépticas e estéreis, garantindo a minimização do risco de 
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contaminação. Para isso, são controlados parâmetros como temperatura, umidade relativa, pH 

e níveis de dióxido de carbono, criando um ambiente ideal para a sobrevivência e a proliferação 

das células em cultura (WIKANDARI et al., 2021).  

Sistemas de expressão eucarióticos embora possua um custo relativamente alto, fácil 

contaminação e baixos níveis de expressão, é frequentemente empregado para a expressão de 

diversas proteínas heterólogas, abrangendo desde proteínas estruturais virais até peptídeos 

bioativos (KUMONDAI et al., 2020; YIN et al., 2007), isso porque possuem a capacidade de 

realizarem modificações pós-traducionais e pontes dissulfeto que podem influenciar na função 

e/ou estabilidade da proteína, possibilitando a obtenção de proteínas recombinantes com 

características mais próximas às versões nativas (KAUR et al., 2018). 
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Conclusões  

A estrutura da proteína SARS-CoV-2 NSP4 expressa em E. coli foi determinada 

experimentalmente e corroborou com o estudo in sílico previsto publicado por (LI & HIRST, 

2020). Nossos ensaios de ligand fishing utilizando Nsp4 do SARS-CoV-2 imobilizada em 

partículas magnéticas identificou com sucesso quatro alcalóides, a saber, 2-α-7-dimetoxi-

homolicorina, albomaculina, tazetina e hemantamina, com afinidade significativa pela Nsp4. 

Esses alcalóides podem potenciais alvos para a interrupção ou diminuição da replicação viral 

uma vez que a NSP4 é uma das enzimas chave na montagem das DMV no qual ocorrem a 

replicação viral. Investigações adicionais, incluindo ensaios baseados em células utilizando o 

SARS-CoV-2 em sua forma ativa, são necessárias para avaliar a eficácia e atividade desses 

alcalóides, o que pode levar ao desenvolvimento de novos agentes terapêuticos contra o SARS-

CoV-2. 

Além disso, os resultados obtidos das proteínas NSP4 e ORF9b do SARS-CoV-2 em 

cultura de células da linhagem Mlg2908 indicaram que a proteína ORF9b não interferiu nos 

níveis de ATP, condensação e fragmentação celular, por outro lado a proteína NSP4 diminui os 

níveis de ATP, elevou os níveis de ROS e mtROS, assim como ativou as vias de apoptose 

intrínseca e a via independente de caspase com níveis elevados de AIF. Ambas a proteínas 

demonstraram influenciar os níveis de mtROS, porém apenas as células expressando NSP4 

obteve a diminuição do potencial de membrana. 

Essas descobertas contribuem para a nossa compreensão dos mecanismos subjacentes 

às infecções virais causadas pelos coronavírus. Importante destacar que esse conhecimento 

pode ser utilizado para o desenvolvimento de terapias eficazes no combate à infecção pelo 

coronavírus em seres humanos. Ao direcionar as vias específicas afetadas pela NSP4 e ORF9b, 

podemos potencialmente desenvolver intervenções que reduzam os efeitos prejudiciais do vírus 

sobre as funções mitocondriais e melhorem a viabilidade celular. 

À vista disso, este estudo fornece novos conhecimentos sobre duas proteínas de SARS-

CoV-2, que podem ajudar na luta contra o COVID-19 e outras doenças causadas pelos vírus da 

família Coronaviridae. 
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