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Resumo

O SARS-CoV-2 surgiu em 2019 na China e rapidamente se espalhou pelo mundo
causando uma pandemia com mais de trés anos de duragcdo e com quase 15
milhdes de mortes, segundo a estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2022). Responsavel por causar a COVID-19, uma nova forma de sindrome
respiratoria aguda e grave, abalou o mundo economicamente e demograficamente.
Gracas aos avanc¢os tecnolégicos o genoma viral foi rapidamente sequenciado e
identificado 4 importantes proteinas estruturais: a glicoproteina de superficie (S) —
responsavel pela entrada no virus na célula do hospedeiro; a glicoproteina de
membrana (M); a fosfoproteina do nucleocapsidio (N); e, a proteina do envelope (E).
A descoberta da regido da proteina S capaz de promover a ligacdo do virus ao
receptor na célula alvo, denominado de RBD (Receptor-Binding Domain), permitiu
por meio de estudos in silico o desenho e sintese de peptideos para o entendimento
da interacdo virus-célula. Neste sentido, este trabalho teve como proposta a analise
da sequéncia predita da proteina S correspondente ao RBD para a sintese dois
peptideos denominados E7 selvagem (E7w) e E7 com a mutacdo L452R (E7mut). A
sintese manual foi feita em suporte sélido de rink-amida com grau de substituicdo de
04-06mesh/g, usando a estratégia Fmoc/tBu. Os peptideos sintetizados foram
caracterizados pela espectrometria de massas e suas qualidades avaliadas por
HPLC. O estudo da interacdo dos peptideos com a ECA-2 foi realizado em um novo
sistema proposto neste trabalho usando sensores eletroquimicos para imobilizacao
da enzima e analise das interacdes pela inibicdo da transducédo do sinal eletrénico
na superficie do eletrodo de trabalho. Como resultado, ambos os peptideos
apresentaram excelentes interacfes com o receptor ECA-2 nas concentracdes de 1
e 10ng. Entretanto, a mutagdo L452R no peptideo E7 revelou maior eficiéncia de
interacdo quando comparada com a forma selvagem. Portanto, conclui-se que o
modelo de plataforma proposto para o estudo de binding virus-receptor é de grande
relevancia e que a mutacdo estudada permitiu corroborar no entendimento da
eficiéncia do SARS-CoV-2 (variante P.4 da linhagem B.1.1.28) na infec¢do das
células possuindo o receptor EAC-2 e consequentemente sugerir que as variantes
com maior transmissibilidade possam apresentar aspectos semelhantes a esse,
avaliado neste trabalho.

Palavras-chave: Glicoproteina Spike; SARS-CoV-2; Sintese Peptidica; ECA-2



Abstract

SARS-CoV-2 emerged in 2019 in China and quickly spread around the world causing
a pandemic that lasted more than three years and killed nearly 15 million people,
according to the estimate of the World Health Organization (WHO, 2022).
Responsible for causing COVID-19, a new form of severe acute respiratory
syndrome, it shook the world economically and demographically. Thanks to
technological advances, the viral genome was quickly sequenced and identified 4
important structural proteins: the surface glycoprotein (S) - responsible for the entry
of the virus into the host cell; the membrane glycoprotein (M); the nucleocapsid
phosphoprotein (N); and the envelope protein (E). The discovery of the region of the
S protein capable of promoting the binding of the virus to the receptor on the target
cell, called RBD (Receptor-Binding Domain), allowed through in silico studies the
design and synthesis of peptides for understanding the virus-cell interaction. In this
sense, this work proposed to analyze the predicted sequence of the S protein
corresponding to the RBD for the synthesis of two peptides called E7 wild type (E7w)
and E7 with the L452R mutation (E7mut). The manual synthesis was done on a solid
rink-amide support with a degree of substitution of 04-06mesh/g, using the Fmoc/tBu
strategy. The synthesized peptides were characterized by mass spectrometry and
their qualities evaluated by HPLC. The study of the interaction of the peptides with
ACE-2 was carried out in a new system proposed in this work using electrochemical
sensors for enzyme immobilization and analysis of interactions by inhibition of
electronic signal transduction on the surface of the working electrode. As a result,
both peptides showed excellent interactions with the ACE-2 receptor at
concentrations of 1 and 10ng. However, the L452R mutation in peptide E7 revealed
greater interaction efficiency when compared to the wild type. Therefore, it is
concluded that the platform model proposed for the study of virus-receptor binding is
of great relevance and that the mutation studied allowed to corroborate the
understanding of the efficiency of SARS-CoV-2 (P.4 variant of the B1.1.28 lineage) in
the infection of cells possessing the EAC-2 receptor and consequently suggest that
variants with higher transmissibility may present similar aspects to this one,
evaluated in this work.

Keywords: Spike Glycoprotein; SARS-CoV-2; Peptide Synthesis; ECA-2
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1. Introducéo

1.1 Surtos passados:

Pandemias sdo comuns durante a historia, sendo, algumas vezes, atribuidas a
pragas biblicas. (PIRET; BOIVIN, 2021) O estreitamento dos lacos entre animais e
humanos é o responsavel pelas primeiras pandemias. As atividades humanas
criaram a situacdo ideal para o surgimento de patdgenos capazes de infectar
humanos. (MORENS et al., 2020)

Atualmente, grandes surtos tém ocorrido em periodos cada vez mais curtos, por
exemplo, SARS-COV (2002), HIN1 (2009), Zika e Chikungunya (2014) e Ebola
(1976-2020). Tal situacdo pode ser associada a expansdo da populacdo, ocupacao
de novas terras, deslocamento da fauna, mudancas climaticas e desastres naturais.
(PIRET; BOIVIN, 2021) A Peste de Atenas (430 a. C) € o primeiro surto com registro,
cuja causa ainda é desconhecida, apesar de inUmeras as investigacfes. (MORENS
et al., 2020)

A Peste é uma das doencas mais antigas que ainda assola a humanidade, com
200 milhdes de mortes estimadas. Seu agente etioldégico é a Yersinia pestis, uma
bactéria Gram negativa, imével e sem esporos, e roedores, seu agente de
transmissdo. (ZIETZ; DUNKELBERG, 2004; GLATTER; FINKELMAN, 2021) Tem-se
trés tipos de manifestacdes da doenca: a forma bubdnica, a forma septicémica e a
forma pneumaonica. A forma bubdnica tem como sintomas dor de cabeca e no corpo,
febre, calafrios e inchago nos linfonodos e é causada por mordida de pulgas. A
forma septicémica é a progressdo da infeccdo para o sangue e linfonodos, ja a

forma pneuménica é a infeccdo nos pulmdes.

As formas septicémica e pneumodnica podem tanto ser as manifestacdes
primarias da infeccdo como uma evolucdo da forma bubbnica. Foram vérias
ocorréncias ao longo da histéria, mas trés se destacam: a Peste Justiniana (541), a
Peste Negra (1347-1351) e a Peste de Hong Kong (1885-hoje). (PIRET; BOIVIN,
2021)

A Peste Justiniana sendo a primeira confirmada, ocorreu na Africa, Europa, e
regides da Asia. Foi devastadora, estimando-se perda de metade da populacdo em
aproximadamente 20 anos de ondas, sendo um componente na queda do Império
Bizantino. (ZIETZ; DUNKELBERG, 2004) A Peste Negra matou 25 milhdes de



pessoas no século XIV na Europa e € a mais famosa e bem documentada; foi
espalhada por roedores por toda a Europa. (GLATTER; FINKELMAN, 2021) Além de
ter causados muitos Obitos, afetou a economia e intensificou problemas sociais e a
geopolitica da Europa. (ZIETZ; DUNKELBERG, 2004)

A Peste de Hong Kong originou-se na regido de Yunan, na China, e espalhou-se,
através de navios mercantes, para Cantdo, Taiwan e Hong Kong. (PIRET; BOIVIN,
2021; GLATTER; FINKELMAN, 2021) O Jap4o, india, América do Sul, Africa do Sul,
Australia e a porcado oeste da América do Norte também foram atingidas. Tendo,
somente na india, cerca de 12 milhdes de mortes. Seu agente etiologico foi
descoberto nesta época por Alexandre Yersin. (ZIETZ; DUNKELBERG, 2004) Hoje,
a peste ainda causa epidemias e € endémica em algumas partes do mundo. Em
2017, por exemplo, a doenca reemergiu em Madagascar com indice de fatalidade de
quase 9%. (PIRET; BOIVIN, 2021)

A Influenza é outra doenca com multiplas ocorréncias registradas durante a
histéria. E provocada por virus da familia Orthomyviridae, um virus de RNA de fita
simples. A infeccdo deste virus nos seres humanos esta associada a domesticacao
dos animais. A doenca afeta todas as faixas etarias, com uma mortalidade em torno
de 1%. (CUNHA, 2004; POTTER, 2008) Em geral, o tempo de incubacédo é de 1 a 5
dias e os sintomas séo: febre de inicio subito, dor muscular e fadiga. No inverno, ha
mais casos, assim como em locais de aglomeracédo de pessoas ou com alta taxa de
umidade. Acredita-se que o primeiro relato de influenza foi em 412 a.C. por
Hipdcrates, mas o consenso é que a primeira foi em 1580. (CUNHA, 2004; POTTER,
2008)

De todos os surtos de influenza que marcaram a histéria, a gripe espanhola foi
de um grande impacto na sociedade. A gripe espanhola é uma das mais destrutivas,
com cerca de 40 a 50 milhdes de mortes. Apesar de ter sido nomeada como gripe
espanhola, sua origem nédo foi na Espanha, mas pelo fato de por tido acometido a
regido mais intensamente. Ndo ha consenso, mas 0s primeiros surtos foram na
Ameérica do Norte. A infeccdo chegou na Europa através dos militares na Franca e,
em seguida, espalhou-se posteriormente pela Italia, Espanha, Alemanha, Gra-
Bretanha, Russia, Africa e China. De inicio teve a letalidade esperada, mas apos

alguns ciclos tornou-se mais virulenta e aumentou sua letalidade em 10 vezes.



Estima-se que, durante o pico, 50% da populacdo mundial foi infectada e
chegou-se a uma taxa de letalidade de 25%. (POTTER, 2008) Porém, a mortalidade
era maior entre pessoas mais vulneraveis do que entre as populacdes saudaveis,
como os idosos. (CUNHA, 2004) A principal causa de morte era pneumonia. Além
disso, ndo se deve esquecer que ocorreu durante a Primeira Guerra Mundial,
aumentado o impacto na sociedade, ja que a ma nutricdio e fome foram

responsaveis por mortes.

A pandemia da ‘Gripe Suina’, em 2009, foi o primeiro surto de influenza no
século XXI. Foi semelhante a gripe espanhola e sua mortalidade foi de 2 a 9%, em
adultos jovens, com mais de 18.000 mortes no mundo. O virus surgiu no México e
em julho de 2009 j4 casos em mais de 168 paises. (KHANDAKER et al., 2011;
PATEL et al., 2010; CHENG et al., 2012) Tendo como sintomas febre, tosse, falta de
ar, fadiga, coriza, dor de garganta e mialgia. (PATEL et al., 2010)

Em casos mais graves, desenvolve-se a pneumonia viral com Sindrome de
Angustia Respiratéria Aguda (SARA), que requer cuidado intensivo e auxilio
respiratorio. O virus testou a capacidade de contencdo das agéncias de vigilancia,
como o Centro de Controle de Doencas e a Organizacdo Mundial da Saude e dos
governos e sociedade, bem como desenvolvimento de vacinas. Seu surto teve fim
em 2010 de acordo com a OMS. (CHENG et al., 2012)

Outros virus que sdo monitorados pelos 6rgdos de vigilancia sdo os da familia
Coronaviridae, particularmente, SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2. (HARAPAN
et al.,, 2020) O SARS-CoV, causador da Sindrome Respiratoria Aguda Grave, foi
responsavel pela primeira epidemia viral do século XXI, que aconteceu em 2002 e
reemergiu em 2004. Faz parte do rol de doencas que quebrou a barreira animal-
humano, com a civeta como seu intermediario e 0 morcego seu transmissor. Sua
transmissao € através de aerossois e oral-fecal, uma vez que também afeta o

sistema digestorio. Essa epidemia matou 774 pessoas. (SOUZA et al., 2021)

O virus usa a ECA-2 como receptor para entrar no organismo, uma proteina
encontrada no trato respiratério, como os alvéolos pulmonares. Também pode ser
encontrado no eséfago, ileo, rins, células do miocéardio e bexiga. (KRISHNAN et al.,
2021) O tempo de incubacgéo foi de 2 a 11 dias e os principais sintomas séo: febre

alta, dores de cabeca, tosse seca, falta de ar, diarreia e diminui¢do nos linfocitos. A



progressdo a forma grave da doenca se da com febres altas e agravamento da
capacidade respiratéria. A doenca reemergiu em 2004 e foi controlada antes mesmo

do desenvolvimento da vacina. (SOUZA et al., 2021)

O MERS-CoV é o agente causador da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio
(MERS), que também tem os morcegos como hospedeiros e os camelos como
intermediarios. (SOUZA et al., 2021) Teve uma taxa de mortalidade alta em 2014,
além de contaminar mais de 2400 pessoas e causar 858 Obitos na Europa, Africa e
Ameérica. Apesar de ter mais dados epidemiolégicos em 2014, ha evidéncias de que
em 2012 tenha acontecido o primeiro surto. (RAMADAN & SHAIB, 2019; SOUZA et
al., 2021) Ao contrario do SARS-CoV, o MERS-CoV usa a proteina externa DPP4
(Dipeptidil peptidase-4), com ancoramento feito pela proteina viral Spike e posterior

inser¢cado do genoma viral.

Os sintomas comuns séo tosse e febre, mas pode surgir pneumonia que pode
levar & insuficiéncia respiratoria e a obito. Neste episédio, a maioria dos casos foram
leves e devido a alta mortalidade, o virus ndo se espalhou muito. (SOUZA et al.,
2021; HU, HUANG & YING, 2020) Como o virus ainda € circulante, sdo necessarias
outras estratégias para conter o avan¢o da doenca, como vigilancia em camelos e
dromedarios. (PIRET; BOIVIN, 2021)

Com a globalizacdo e aumento dos deslocamentos de animais e pessoas,
facilitou bastante a propagacdo de patdgenos, logo era somente uma questdo de
tempo até o surgimento de um patdégeno capaz de causar uma pandemia. (PIRET;
BOIVIN, 2021) Assim, em 2019, o novo Coronavirus surgiu; sendo nomeado como
SARS-CoV-2, devido a sua semelhanca com o SARS-CoV (GORBALENYA et al.,
2020). O SARS-CoV-2 foi 0 causador da maior pandemia do século XXI. (SOUZA et
al., 2021)

1.2 COVID-19:

No final de 2019, na China, uma nova sindrome respiratoria viral aguda surgiu, a
COVID-19. Causada pelo virus SARS-CoV-2, pertencente a familia Coronaviridae.
(CUI; LI; SHI, 2018) Geralmente, a infeccdo com sintomas leves, incluindo tosse, dor
muscular e anosmia; em alguns casos pode evoluir para quadros clinicos mais
graves, como febre alta, pneumonia e estresse respiratorio, podendo ser fatal.

Porém, a maioria dos pacientes apresenta pouco ou henhum sintoma, favorecendo a



transmissdo e dificultando a contencdo da doenca (AMORIM FILHO et al., 2020;
SUN et al., 2020).

Mais de 14% dos pacientes precisam de hospitalizacdo por insuficiéncia
respiratéria e de 3 a 5% destes pacientes vao ser para UTI. (PIRET; BOIVIN, 2021)
Apesar de o principal 6rgdo afetado ser o pulmao, sabe-se hoje que a COVID-19
pode causar danos, as vezes irreversiveis, no musculo cardiaco, no SNC e em
outros tecidos. (GUPTA et al., 2020)

O registro dos primeiros casos de COVID-19 foi em dezembro de 2019 e em
janeiro de 2020, cerca de vinte paises ja haviam registrado seus primeiros casos.
Devido a dificuldade de contencdo de virus respiratorios e como o SARS-CoV-2 ja
havia razoavelmente se espalhado pelo mundo, em marco de 2020 a OMS
determinou a pandemia do novo coronavirus (WHO, 2020). O Brasil registrou seu
primeiro caso em fevereiro de 2020 e atualmente, marco de 2023, tem-se quase 700
mil 6bitos e mais de 37 milhdes de casos (BRASIL, 2023a).

O diagndstico da infeccdo é feito por exames de deteccdo do virus, como o RT-
gPCR ou o teste rapido de deteccdo do antigeno e por testes soroldgicos, que fazem
a dosagem de anticorpos no sangue, como 0s testes rapidos para a deteccdo de
IgM ou IgG. (FIOCRUZ, 2020) A coleta para realizacdo do teste deve ser feita no
terceiro ou quarto dia apés o surgimento dos sintomas, podendo ser feita até o
décimo dia. O material € coletado com o uso de um swab nasal ou nasofaringeo ou
sangue. (BRASIL, 2023b)

No Brasil, foram quatro ondas vividas desde o comec¢o da pandemia, mas gracas
as vacinas, que surgiram em tempo recorde, elas ficaram cada vez mais curtas e o

ndamero de casos em cada onda também diminui. Segue quadro com as principais

vacinas.
Quadro 1: Vacinas contra a COVID-19.
Fabricante Tecnologia Plataforma
Sinovac / Instituto Virus Virus inteiro e inativado adsorvido em

Butantan inativado adjuvante

Oxford / AstraZeneca Vetor viral ndo Adenovirus de chimpanzé com a

replicante proteina S na superficie

Janssen Pharmaceutical | Vetor viral ndo Adenovirus do sorotipo 26 com a

replicante proteina S na superficie




Pfizer / BioNTech MRNA MRNA modificado que codifica a

glicoproteina S

FONTE: adaptado de CHUNG; THONE & KWON, 2021; CDC, 2023a.

Apesar de anos terem se passado, vacinas terem sido criadas e farmacos terem
sido aprovados, ainda ha casos novos de COVID-19. (BRASIL, 2023c) Além disso, a
pandemia apenas evidenciou a dependéncia por parte do Brasil de outros paises na
questdo da producdo de insumos farmacéuticos. (PASSARINHO, 2021; VALECIO,
2021) Logo, é imprescindivel a pesquisa de tecnologias nacionais e de facil

obtencéo para a contencao deste e de futuros virus.

1.3 SARS-CoV-2:

O SARS-CoV-2 pertence a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Coronavirinae e género Betacoronavirus (BCoVs) (CUI, LI; SHI, 2018). E virus
envelopado de RNA fita simples positiva (+ssRNA) organizado em duas grandes
regides, a extremidade 5’-replicase e a extremidade 3’-estrutural (ZHU et al., 2020;
CHAN et al., 2020). Os coronavirus sdo de origem zoonoética e amplamente
distribuidos através do mundo e, além disso, possuem uma diversidade genética
muito grande devido a alta recombinagdo de RNA; todos estes fatores, tornam o
surgimento de novos coronavirus, capazes de infectar o ser humano, algo provavel,
podendo ou ndo causar surtos epidemiolégicos (CUI; LI; SHI, 2019; ZHU et al.,
2020).

Na extremidade 5 encontram-se as ORFs la e 1lb, que codificam cerca de 16
proteinas nao-estruturais envolvidas na replicacdo do virus. JA na extremidade 3’,
encontra-se cerca de 9 fatores acessorios e as 4 proteinas estruturais: a
fosfoproteina do nucleocapsidio (N) a glicoproteina de superficie (ou spike, S), a

glicoproteina de membrana (M), e a proteina do envelope (E) (CHAN et al., 2020).
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Figura 1: Representacédo esquematica do SARS-CoV-2.

FONTE: adaptado de JAMISON et al., 2022.

A proteina S é uma glicoproteina composta por duas subunidades (S1 e S2),
sendo a responsavel pela entrada do virus na célula hospedeira; € uma proteina
transmembrana de fusdo de classe I. (WRAPP et al., 2020; CHENG et al., 2020) A
proteina S é encontrada no envelope viral composta por trés protdbmeros idénticos
associados uns aos outros, com 1273 aminoacidos de extensédo cada. Eles formam
as duas subunidades da Spike. A subunidade S1 é responsavel por ligar o virus com
a superficie da célula alvo, utilizando como receptor a enzima conversora da
angiotensina tipo 2 (ECA-2) e contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD); ja a
subunidade S2 é altamente conservada e faz a fusdo do envelope viral com a
membrana celular (AKRAM; MANNAN, 2020). Como representado na figura 2, o
SARS-CoV-2 recebeu este nome devido a sua semelhanca com o SARS-CoV.
(GORBALENYA et al., 2020)

Figura 2: Comparacéo da organizagdo genémica de dois 3-coronavirus: SARS-CoV
original e 2019-nCoV (0 novo coronavirus).

2019-nCoV (human)
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Fonte: Adaptado de CHAN et al., 2020.

Cada subunidade possui uma funcdo especifica, como citada anteriormente.
Porém, no SARS-CoV-2 a clivagem por furina se da previamente a liberacdo do
virion maduro, conferindo uma vantagem evolutiva ao SARS-CoV-2 em relacéo ao
seu parente, 0 SARS-CoV. Isto o torna mais transmissivel. (ANDERSEN et al., 2020)
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Figura 3: Esquema da proteina S do SARS-CoV-2.
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FONTE: adaptado de WRAPP et al., 2020.

Como anteriormente mencionado, a proteina Spike € a responsavel pelo
reconhecimento do receptor ECA-2 e pela ligacdo do virus na superficie da célula
que esti prestes a ser infectada (LAN et al., 2020). Na figura 4, segue uma
representacdo do ciclo de infeccdo do SARS-CoV-2, por ela € possivel observar que
uma vez que ha o reconhecimento da ECA-2 pelo virus, este utiliza a maquinaria da
célula para formar novos virus. Este fato fez com que esta proteina fosse muito
estudada para a criagdo de vacinas e farmacos anti-SARS-CoV-2. (CHUNG;
THONE; KWON, 2021; ZOST et al., 2020)

Figura 4: Ciclo do SARS-CoV-2.
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FONTE: FENG et al., 2020

A alta variabilidade genética, obtida pelas mutacbes, € comum para virus
patogénicos, logo, hd o surgimento das chamadas variantes. Uma variante
apresenta uma ou mais mudancas no genoma que a diferencia do virus antes
circulante (CDC, 2023b). Sabe-se que o SARS-CoV-2 apresentou um grande
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namero de variantes. A patogenia e 0 comportamento imunoldgico destas variantes
precisam ser estudado e analisado. Normalmente, as mutacfes geradas no material
genético viral sdo deletérias ou neutras, contudo, uma pequena fragcdo dessas
mutacdes sdo capazes de alterar a infectividade, a interagdo virus-hospedeiro, a
gravidade da doenca, as propriedades do virus, a fuga do sistema imunoldgico e,
consequentemente, a imunidade produzida pelas vacinas (HARVEY et al., 2021).

As variantes que apresentam mutacfes no dominio RBD conseguem escapar
totalmente ou parcialmente da neutralizagdo mediada por anticorpos direcionados
contra este dominio (GRAHAM et al., 2021). Por isso, a importancia de estudar os

efeitos destas mutacdes.

1.4 Enzima Conversora de Angiotensina do tipo 2 (ECA-2):

O sistema renina-angiontesina (SRA) € um dos maiores mecanismos para o
controle da pressdo sanguinea, dentro deste sistema temos a enzima conversora de
angiotensina 1 (ECA-1) como um dos principais componentes. A ECA-1 faz a
clivagem da angiotensina 1 em angiotensina 2, promovendo a vasoconstricdo; além
de reduzir os niveis de bradicinina. Ela é uma enzima dependente de zinco e esta
situada na superficie das células endoteliais. (BERNE; LEVY, 2010; HUANG, L et
al., 2003)

Outro componente deste sistema € a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA-2; estruturalmente semelhante a ECA-1, também depende do zinco e possui
uma semelhanca com o dominio ativo da ECA-1 de 42%. A enzima conversora da
angiotensina tipo 2 (ECA-2) é uma molécula expressa na superficie das células do
endotélio, dos rins, dos pulmdes e de outros 6rgaos em abundancia. (HUANG et al.,
2003; COLOMBO et al., 2020)

Embora estruturalmente similares, funcionalmente sdo diferentes. Primeiramente
a ECA-2 é uma caboxypeptidase e a ECA-1 é uma dipeptidase. Além disso, a ECA
faz a conversdo da angiotensina 1 em angiotensina 2, provocando efeitos deletérios
devido a estimulacdo dos receptores AT1, com aumento da atividade simpética,
reabsorcdo de sal e agua, vasoconstricdo, inflamacéo, liberacdo de aldosterona e
vasopressina, o que contribui para fibrose tecidual, disfuncdo do endotélio e
hipertenséo arterial. (HUANG et al., 2003; COLOMBO et al., 2020)
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A ECA-2 faz remocao do C-terminal da angitensina 1, formando angiotensina (1
a 9) e outras diferencas sdo os substratos especificos e os inibidores especificos. A
ECA-2 também faz a quebra da angiotensina 2 em angiotensina (1 a 7), 0 que ativa
receptores que sao potentes vasodilatadores, ou seja, podendo ser um regulador
negativo do SRA. (HUANG et al., 2003; COLOMBO et al., 2020)

A expressdo de ECA-2 ocorre em varios tecidos, entre eles as vias respiratorias
superiores e inferiores, o miocardio e a mucosa gastrointestinal. Mesmo com sua
funcdo na saude e na doenca humana nao totalmente elucidada, ela aparentemente
apresenta um papel importante na regulacdo da pressdo sanguinea e na funcéo
cardiaca. Porém, seu papel nas vias respiratdrias ainda ndo foi descoberto;
entretanto, foi demonstrado em camundongos que ela age na protecdo de lesdes

pulmonares graves associadas a aspiracéo e sepse. (COLOMBO et al., 2020)
1.5 Interagédo RBD-ECA-2:

A ligacdo entre o0 RBD do SARS-CoV-2 e a ECA-2 é a etapa inicial para a
entrada do virus na célula, que é feita através da glicoproteina S. A ECA-2 liga-se
simultaneamente nos dois trimeros da proteina S, clivando a subunidade S2 com
proteases do hospedeiro; assim, ocorre a formacdo do peptideo de fusédo, o que,
através de mudancas conformacionais, leva a fusdo do virus na membrana. Na
figura 5 é possivel observar a ligacdo entre o virus e seu receptor. (LAN et al, 2020;
YANG et al., 2020)

Figura 5: Ligacdo SARS-CoV-2 a ECA-2.
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FONTE: Yang et al., 2020
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A fusdo permite que o virus entre na célula devido a ativacdo de uma cascata de
eventos. ApOs a entrada na célula hospedeira, a replicase do RNA viral entra em
acdo, formando mRNAs. Eles resultam na rapida replicacdo do RNA viral e das
outras proteinas estruturais. (LAN et al, 2020; MUKHERJEE; CHOUDHURY, 2020).

O RBD forma um bolsdo amplo que consegue acomodar a regido de
reconhecimento da ECA-2 humana. A proteina S do SARS-CoV-2 também utiliza
outras moléculas na superficie da célula para facilitar a ligagéo de alta afinidade com
a ECA-2. A ligacdo entre o virus e a ECA-2 se da através de interacdes
eletrostaticas e forcas de Van der Waals. (ZHOU et al., 2020; AMIN; SOROUR;
KASRY, 2020; HAO et al., 2021)

1.6 Sintese peptidica:

Proteinas fazem o controle de quase todos os processos na célula e elas
possuem uma gama enorme de fungdes, como compor as estruturas das células até
fazer a aceleracdo de reacOes. Elas sdo formadas pelos aminoacidos, através de
uma ligacdo covalente — a ligacdo peptidica — entre cada residuo de aminoacido.
S&o0 20 aminoacidos comuns. (NELSON; COX, 2019)

Os aminoacidos sdo compostos de um carbono central ao qual esta ligado um
hidrogénio, um grupo carboxila, grupo amino e uma cadeia lateral (R), responséavel
por diferenciar cada aminoacido (NELSON; COX, 2019). Segue imagem (figura 6)

ilustrando a estrutura de um aminoacido.

Figura 6: Estrutura geral dos amino&cidos.

&

c® D

FONTE: NELSON; COX, 2019.

A juncdo de dois ou mais aminoacidos d4 um peptideo ou uma proteina —
gquando sdo muitos aminoacidos agrupados. A extremidade do peptideo em que o

residuo de aminoacido com o grupamento amino livre € chamado de N-terminal e a
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extremidade com o grupamento carboxila livre € a C-terminal. (NELSON; COX,
2019)

O que diferencia as proteinas em suas diferentes funcdes € a sua estrutura, na
qual a sequéncia dos aminoacidos possui uma grande importancia. A sequéncia dos
aminoacidos € determinada pelo cédigo genético de todos os seres, desde 0s virus
até o ser humano. (NELSON; COX, 2019)

O cdbdigo genético é transcrito em mRNA, que por sua vez é traduzido para a
formacdo das proteinas. E durante o processo de traducdo que a interacéo
(pareamento) entre os codons e anticédons resulta na sequéncia que a proteina ira
possuir. Os ribossomos sao 0s responsaveis pelo pareamento, sendo chamados de
mini fabricas. (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

A sintese quimica de peptideos ja é antiga, ja que por volta de 1900 Emil Fischer
produziu pequenos peptideos compostos por glicina. Esta técnica foi melhorada por
Merrifield em 1963 com a sintese de peptideo em fase sdlida (SPFS). Trazendo
como vantagens: a reacao é feita em um Unico recipiente; o excesso de reagentes e
aminoacidos usados para que a reacao seja completa pode ser facilmente removido
através de filtracdo, o que elimina a necessidade de purificagdes entre cada etapa e
0 processo pode ser automatizado, pois sdo etapas repetitivas e como
desvantagem: a impossibilidade de se remover produtos intermediarios durante a
reacdo. (TRIER; HANSEN; HOUEN, 2019; NIELSEN; MARCATILI, 2015)

Na sintese de peptideos em fase sélida, o crescimento do peptideo é da porcao
C-terminal para N-terminal e uma resina € utilizada como suporte solido, sendo nela
feito o acoplamento do primeiro aminoacido. Quando a sintese termina, o peptideo é
clivado da resina com o uso de um &cido. Antes desta técnica, havia a necessidade
da realizacdo de uma etapa de purificacdo apdés cada etapa da sintese. (TRIER;
HANSEN; HOUEN, 2019; NIELSEN; MARCATILI, 2015)

Ha duas estratégias que podem ser utilizadas na SPFS, a Fmoc e Boc. Na
Fmoc, o grupamento N-terminal dos aminoacidos estdo protegidos pelo grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonil e a cadeia lateral pelo grupo terc-butilo; a desprotecédo é
feita utilizando uma base e a clivagem, um acido. Ja na estratégia Boc, o

grupamento N-terminal esta protegido pelo grupo terc-butiloxicarbonil e a cadeia
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lateral por grupos a base de benzilo; a desprotecéo e a clivagem séo feitas utilizando
um acido. (TRIER; HANSEN; HOUEN, 2019; NIELSEN; MARCATILI, 2015)

A estratégia Fmoc é a mais utilizada quando se trata da sintese de peptideos em
fase solida devido ao reagente empregado na etapa de clivagem, o acido
trifluoracético; enquanto na estratégia Boc, € utilizado o acido fluoridrico anidro
liquido, altamente toxico e corrosivo. (SIGMAALDRICH, 2023)

Atualmente, had um interesse crescente na sintese de peptideos devido a gama
de aplicabilidade que eles possuem, como 0 uso de peptideos anticorpos no
diagnéstico de doengas, no desenvolvimento de vacinas e no tratamento de doengas
— no caso da insulina sintética. (TRIER; HOUEN, 2017; Kent, 1988)

1.7 Andlise e caracterizacdo por espectrometria de massas e Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC):

Utilizando a proporcédo de massa em relacdo a carga (m/z), a espectrometria de
massa consegue identificar compostos numa amostra. ldentificando um composto
através de seu peso molecular e sua abundancia isotépica. Um espectrometro de
massa faz a ionizacdo da amostra em ions gasosos e, em seguida, faz a
identificacdo dos ions através de suas proporcdes de massa em relacdo a carga e
abundancias relativas. (MERCK, 2023)

A espectrometria de massa oferece uma série de beneficios, como seletividade,
sensibilidade e andlise de véarias amostras, sendo assim, um método de deteccéo
bem estabelecido. (MERCK, 2023)

O espetrémetro de massas é composto de cinco componentes basicos: o injetor
de amostra — faz a injecdo da amostra no componente de baixa presséo; depois do
injetor fica a fonte de ionizacdo — transforma a amostra em um gas ionizado, que
sera acelerado por campo magnético; em seguida, o espectrédmetro separa os ions
com base na razdo massal/carga. O detector faz a deteccdo dos ions e um
computador, gera o grafico — espectro de massas — onde os ions detectados séo
apresentados em funcdo de sua razdo massa/carga. Segue uma imagem (figura 6)

esquematica de um espectrometro de massas. (PAVIA et al., 2009)
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Figura 7: Esquema de um espectrometro de massas.
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Fonte: PAVIA et al., 2009.

A técnica de HPLC consiste na separacao dos componentes de uma amostra
através de sua aplicacdo em colunas com um fluxo de solventes em alta pressao;
podendo ser utilizada tanto para a analise da composicdo da amostra, como para
sua purificacdo. Os aparelhos empregados nesta técnica sdo os cromatégrafos
liguidos. As colunas constituem a fase estacionéria, podendo ser apolares — também
chamadas de fase reversa ou polares — também chamadas de fase normal. Os
solventes constituem a fase mével, sendo os responsaveis pela separacdo atraves
de sua afinidade pela mesma. Eles precisam solubilizar somente a amostra e ndo a
fase estacionaria. H& dois tipos de eluigcdo: isocratica — a composi¢ado da fase movel
€ ndo se altera durante toda a corrida — e a gradiente — a composicéo da fase movel
varia durante a corrida. Juntamente com os cromatégrafos, um computador faz a
emissao do cromatograma — grafico que nos permite identificar e separar o0s

componentes da amostra. (UFJF, 2022)
1.8 Sensores eletroquimicos:

Os sensores fazem a conversdo de um sinal biolégico ou quimico em um sinal
eletrbnico, relacionado a concentracdo do analito. (LI et al., 2021) Para gerar um
sinal analitico, utilizam uma reacdo especifica, como variacdo de corrente,
impedancia ou potencial mensuravel. (RICCARD et al., 2002; SOARES, 2011). Sao
trés as partes essenciais: o0 bioreceptor — molécula especifica que se liga ao analito,
0 transdutor — sendo o sinal em si — e 0 sistema de processamento de sinal —
responsavel por gerar o grafico de resposta. (ABID et al., 2021) O sinal pode ser
mudancas de corrente ou voltagem, luz, pH e temperatura e é convertido em sinal
eletrénico. (METKAR & GIRIGOSWAMI, 2019)



18

Sdo varios os tipos de biossensores: 0s Opticos, que sao baseados em
fendbmenos oOpticos como espalhamento de luz e interferometria; os transdutores
mecanicos, que detectam mudancas de propriedades mecanicas, forca ou
movimento. Além dos biossensores elétricos, que dependendo do tipo de andlise
utilizada, fazem a medicdo de mudancas de voltagem, poténcia e corrente elétrica.
O reconhecimento da interacdo entre o biomarcador e o analito é vista ha mudanca
de carga que ocorre com a ligagdo do marcador e do analito e na formagcao de uma
dupla camada elétrica. (SIN et al., 2014; LI et al., 2021)

Devido a facilidade na utilizacdo dos biossensores, faz com que ele seja de um
crescente interesse. Além do baixo custo e das respostas especificas e de alta
sensibilidade. (GASPAROTTO et al., 2017)

1.9 Atividade enzimatica:

Determinar a velocidade da reacdo é a abordagem mais antiga e uma das mais
importantes para entender o mecanismo das enzimas; além disso, verificar a cinética
enzimatica — modificagdo da enzima em resposta a mudancas nos parametros
experimentais. A concentracdo de substrato [S] € um fator-chave que afeta a
velocidade das reacdes catalisadas por enzimas. Porém, estudar os efeitos da
concentracdo do substrato € dificil, pois o substrato é convertido em produto durante
a reacdo. (NELSON; COX, 2019).

Em primeiro lugar, a enzima combina-se reversivelmente com o substrato, o que
forma um complexo enzima-substrato (ES) em uma etapa reversivel e relativamente

rapida:
E+S<=ES

Em seguida, o complexo ES é rompido lentamente em uma segunda etapa, gerando

a enzima livre e o produto P:
ES=E+P

A segunda reacdo sendo mais lenta, limita a velocidade da reagao total. Numa
reacao catalisada por enzima, num determinado momento, a enzima esta presente
de duas maneiras, na forma livre ou ndo combinada (E) na forma combinada (ES). A
velocidade é proporcional a concentracdo de substrato, pois em baixa concentragao,

a maior parte da enzima esta na forma livre e o equilibrio é deslocado na dire¢éo da
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formacdo de mais enzima combinada com o aumento da concentracdo. (NELSON;
COX, 2019)

2. Objetivos
2.1 Geral:

Sintetizar peptideos da regido RBD do virus SARS-CoV-2 e testar sua ligagao

com o receptor das células humanas, a ECA-2.

2.2 Especificos:

e Através de estudos de bioinformatica, selecionar sequéncias peptidicas da regido
RBD do virus SARS-CoV-2;

e Sintetizar e caracterizar as sequéncias escolhidas;

e Fazer o binding do peptideo com a ECA-2;

e Analisar se o binding ha interferéncia na atividade da ECA-2.

3. Material e métodos

3.1 Selecao da sequéncia peptidica:

Os estudos de bioinformética foram realizados, previamente, no projeto de mestrado
do aluno Anderson Amendola Pinheiro do programa de Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas a Farmacia, fazendo o uso de software de predicdo de epitopos e de
alinhamento. (PINHEIRO, 2022)

3.2 Sintese peptidica e clivagem:

Os dois peptideos que pertenciam a regido RBD e ligavam-se a ECA-2 foram
selecionados utilizando os dados obtidos mencionados no item 3.1. A estratégia
selecionada para fazer a sintese manual foi a sintese em fase sdélida Fmoc/tBu
(MERRIFIELD, 1963; HOUGHTEN, 1985) modificada.

A resina escolhida como suporte solido foi a Rink Amida com grau de
substituicdo de 04 — 06 mesh/g. A carga peptidica utilizada na reacéo foi de 0,09 e
excesso de 3 vezes. O sentido da sintese foi o aminoacido C-terminal para o N-
terminal. O primeiro passo da sintese foi montar o manifold e depois conecta-lo a
bomba de vacuo. Em seguida, preparou-se o reator com dupla membrana de filtro
no fundo acoplado a uma torneira para controlar a vazao de liquido. A resina foi

pesada, transferida para o reator e lavada 3 vezes com dimetilformamida (DMF) por

Dados do item 3.1 ndo publicados em periédicos cientificos.
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1 minuto e 3 vezes com diclorometano (DCM) também por um minuto. Por fim, a

resina foi deixada em DCM por 15 minutos para intumescimento dela.

Apés as lavagens, fez-se a desprotecdo da resina — remocdo do grupamento
Fmoc com a solucdo de desprotecdo (20% de 4-metilpiperidina em DMF + 1% de
Triton X-100) durante 20 minutos. Depois foi repetidamente a etapa de lavagem com
DMF e DCM. Em seguida, foi feito o acoplamento dos amino&cidos. Primeiramente
0s amino&cidos e o0s agentes acoplantes solidos 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) foram
pesados; estes foram solubilizados em DMF e DCM, por ultimo, foi adicionado o
agente acoplante liquido diisopropilcarbodiimida (DIC). Verteu a solucdo de
aminoacido no reator, que ficou protegido da luz a 40°C por duas horas, com

ocasionais agitagoes.

Nos aminoacidos em que a reacdo foi deixada overnight, a solubilizacdo foi
apenas em DMF. Apos este tempo, foram feitas lavagens, novamente, com DMF e
DCM e um teste de ninidrina (Ninidrina 20% etanol absoluto). Para este teste foi
retirada uma aliquota da resina e adicionada a solu¢do de ninidrina, a qual foi
incubada a 100 °C por 5 minutos. ApoOs o ultimo aminoacido foi feita a remocéo do
grupo Fmoc com a solugédo de desprotecdo, dissolvida a 20% em DMF, por 20

minutos e a secagem natural da resina e armazenamento na geladeira.

Para clivar os peptideos da resina foi usado uma solucdo na proporc¢éo de 92,5%
de TFA, 2,5% de agua ultrapura (Milli-Q®), 2,5% de TIS e 2,5% de DODT. A resina
ficou em contato com esta solucéo por 2 horas a 25°C, sob agitacdo. Em seguida, foi
feito uma filtracdo para separar o peptideo soltvel da resina sélida e depois com éter
dietilico frio (conservado de 2° a 8°), fez-se a precipitacdo deste peptideo, seguida
de cinco lavagens. Deixou-se o0 éter evaporar na capela de exaustdo e quando o
precipitado de peptideo estava bem seco, foi dissolvido em 0,5 mL volume de agua

(Milli-Q®), liofilizado, armazenado a - 20 °C.

Todos os reagentes e solventes utilizados nas etapas de sintese e clivagem dos

peptideos foram obtidos da Merck/Sigma-Aldrich.
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3.3 Andlise e caracterizacao peptidica:

3.3.1 Analise e caracterizacdo peptidica por espectrometria de massas:

A analise foi feita pelo Nucleo de Proteémica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP/Araraquara. As amostras liofilizadas foram solubilizadas
em solucdo de agua ultrapura (Milli-Q®), sendo aplicados 5 pL de cada amostra com
auxilio do injetor automatico (SIL- 20AXR, Shimadzu), com fluxo de 0,2 mL/min. As
andlises por espectrometria de massas foram realizadas com a utilizagdo de um
sistema Electrospray - lon trap (ESI/IT), modelo Amazon SL (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), acoplado a um sistema Ultra Fast Liquid Chromatography
(UFLC) (Nexera-Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Para o controle de aquisi¢ao
dos dados, foram utilizados os softwares HyStar e Trap Control (ambos BRUKER
Daltonics), e LC Solution (SHIMADZU). O espectrometro de massas foi operado no
modo ion positivo, com scan em um intervalo de 50 a 2200 m/z. O padrdo de
ionizagdo dos peptideos foi feito no software CEM Peptide Calculator
(https://cem.com/en/peptide-calculator).

Todos os reagentes e solventes utilizados na etapa de analise dos peptideos

foram obtidos da Merck/Sigma-Aldrich.
3.3.2 Andlise e caracterizacao peptidica por HPLC:

As amostras liofilizadas foram solubilizadas em solugdo de agua ultrapura (Milli-
Q%®), sendo aplicados 20 yL de cada amostra com uma seringa. As andlises foram
feitas em um cromatégrafo liquido da PerkinElmer, com software Chromera Flexar; a
coluna utilizada foi uma C18 (Sulpeco®, Wilde pore C18 5uM, 25 cmx 4,6 mm). A
corrida teve duracao de 30 minutos com eluicdo no modo gradiente — inicio: 5% de B
e fim: 95% de A — com alteracdo linear da concentracdo. Como fase movel, foram
utilizados agua ultrapura (Milli-Q®) + 0,04% de &cido trifluoroacético (Solvente A) e
acetonitrila + 0,03% de acido trifluoroacético (Solvente B). O comprimento de onda
usado foi de 220 nm.

Todos os reagentes e solventes utilizados na etapa de andlise dos peptideos
foram obtidos da Merck/Sigma-Aldrich. Para as analises de HPLC, os solventes
possuiam grau HPLC.
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3.4 Estudo de binding através da analise por voltametria de pulso diferencial:

Primeiramente, limpou-se a superficie do sensor eletroquimico 220AT Metrohm
DropSens (Metrohm AG, lonestrasse, Suica) com acetona, utilizando um swab. Em
seguida, ele foi colocado numa placa de Petri, imerso em 2-propanol (Sigma-Aldrich)
e submetido ao banho ultrassoénico (Ultrasonic Cleaner — Unique) por 15 minutos. O
excesso de 2-propanol foi retirado pela lavagem com agua ultrapura e o processo foi
repetido com agua ultrapura (Milli-Q®). Ap6s foi feito a secagem do sensor com géas

nitrogénio e ele foi armazenado no vacuo.

Depois fez-se a funcionalizacdo do sensor com glutaraldeido 2,5% e cistamina
20 mM; foi colocado 10 pL das solugdes e incubado por 15 minutos a 37°C, seguido

de uma lavagem com agua ultrapura (Milli-Q®) e secagem com gas nitrogénio.

Em seguida, aplicou 10 pL da solugdo de rECA-2 20 ng/pL e incubou por 30
minutos a 37°C, seguido da lavagem e secagem do sensor (descrito anteriormente).
Apos, colocou 10 pL da solucédo dos peptideos — 1 pg, 10 pug e 50 pg — e incubou por
30 minutos a 37°C; depois o sensor foi lavado com &gua ultrapura (Milli-Q®) e
mergulhado na solucdo de revelacdo KsFe(CN)s e KasFe(CN)s (ImM K3Fe(CN)6 e
1mM K4Fe(CN)6.3H20) em PBS 0,01M, pH 7,4). Por ultimo foi feito a leitura da
corrente através do software PSTrace 5.9 da PalmSens. Utlizando os mesmos

sensores, trés leituras consecutivas foram feitas, sendo a primeira descartada.
3.5 Teste de viabilidade da ECA-2:

Em uma placa preta de 96 pocos, foi colocado, em duplicada, 160 pM do
substrato fluorescente Mca-APK(Dnp) e 0,4 pg/mL de ECA-2 humana recombinante,
ambos foram diluidas em tampéao de reacdo — Tris 75 mM pH 7,5 e NaCl 0,3M. Foi
feita uma incubacdo em temperatura ambiente e protegida do escuro e apds 1,2 e 4
horas de incubacao foi realizada a leitura de fluorescéncia com excitagdo de 320 nm

e emissao de 405 nm.

A enzima recombinante foi obtida Merck/Sigma-Aldrich e o substrato
fluorescente da ECA-2 foi adquirido da Enzo Life Sciences, o aparelho utilizado para
fazer a leitura de fluorescéncia foi Synergy H1 da BioTek.
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3.6 Teste de atividade enzimatica:

Em uma placa preta de 96 pocos, foi colocado, em duplicata, uma diluicdo
seriada de base 2 del60-0,6 uM do substrato fluorescente Mca-APK(Dnp); 0,4
pg/mL de ECA-2 humana recombinante; uma diluicdo seriada do peptideo
sintetizado E7wt e E7mut de 800-6 uM e 10 mM do inibidor de ECA-2 MLN-4760,
todos foram diluidos em tampao de reacdo — Tris 75 mM pH 7,5 e NaCl 0,3M. Foi
feita uma incubacdo em temperatura ambiente e protegida do escuro e a leitura da
fluorescéncia, em intervalos de 20 minutos, por 8 horas. Foram usados o0s
comprimentos de onda de excitacdo de 320 nm e de emissdo de 405 nm. A
metodologia foi baseada no trabalho de LU, J.; SUN, 2020.

A enzima recombinante e o inibidor foram obtidos Merck/Sigma-Aldrich e o
substrato fluorescente da ECA-2 foi adquirido da Enzo Life Sciences, o aparelho

utilizado para fazer a leitura de fluorescéncia foi Synergy H1 da BioTek.

4. Resultados e discussao

4.1 Selecao da sequéncia peptidica:

A escolha da sequéncia a ser sintetizada se deu a partir dos resultados de
dindmica molecular e analise de predicdo de peptideos com software, como o
BepiPred 2.0, realizadas no mestrado do Anderson Amendola Pinheiro, sendo
escolhidas as sequéncias por ele determinadas, um peptideo que fizesse parte do
RBD e fizesse interacdo direta com a ECA-2 — o peptideo E7. Foi escolhida uma
sequéncia, que durante a realizacdo do trabalho sofreu uma mutacéo pertencente a
mutacao L452R, contida dentro do peptideo selecionado do virus original. Entéo foi
realizada a sintese de ambas as sequéncias para verificar se havia diferenca no
binding das mesmas com a ECA-2. (PINHEIRO, 2022; BITTAR et al.,, 2021) O
quadro 2 contém as sequéncias escolhidas e algumas de suas caracteristicas e na
figura 8, temos a posicdo que do peptideo E7 na proteina S e sua posicdo na

estrutura quaternaria.

Quadro 2: Sequéncias sintetizadas.

E7wt E7mut

Sequéncia VGGNYNYLYRLFRKSNLKPFER VGGNYNYRYRLFRKSNLKPFER

Massa molar 2734.12 g/mol 2777.15 g/mol
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Solubilidade Boa solubilidade em agua

Boa solubilidade em agua

FONTE: autora.

*Dados em fase de publicagéo.

Figura 8: Posicéo do peptideo E7. a) Na proteina S. b) Na estrutura quaternaria da

proteina S.
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4.2 Sintese peptidica:
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As estratégias de DNA recombinante e a sintese de peptideos em fase sélida fez

com que uma grande quantidade de peptideos e proteinas pudessem ser

sintetizados. (AGUILAR, 2004) Por isso, a estratégia escolhida neste trabalho foi a

sintese de fase solida, uma vez que ela é indicada para pequenas sequéncias e por

ser etapas repetitivas e permitir a remocdo do excesso de reagentes em cada
acoplamento. (TRIER; HANSEN; HOUEN, 2019; NIELSEN; MARCATILI, 2015)

Como mencionado no item 3.2, ap6s cada acoplamento é feito o teste de

ninidrina para verificar se o acoplamento foi bem-sucedido. Quando o acoplamento

havia ocorrido, as particulas de resina ficavam incolores, indicando a presenca do

grupo Fmoc; enquanto o resultado negativo para acoplamento ou sucesso na etapa
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de desprotecao, apresenta particulas com coloracédo roxa, indicando a auséncia do

grupo Fmoc. Segue figura 9 demonstrando o resultado do teste de ninidrina.

Figura 9: Exemplos de resultados do teste de ninidrina. a) Sem nitrogénio livre.

b) Com nitrogénio livre.

(A) (B)

FONTE: autora.

Também como mencionado no item 3.2, apds adicionado o éter o peptideo é
precipitado. Segue imagens (figuras 10 e 11) da formacéo do precipitado, indicando
que houve a formacgédo de produto e a sintese foi bem-sucedida. Porém, até ser feita
a andlise do precipitado, ndo € possivel saber se a sequéncia foi sintetizada
corretamente.

Figura 10: Precipitado seco do peptideo E7 wt.

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 11: Precipitado seco do peptideo E7 mut.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Analise e caracterizacdo peptidica:

4.3.1.1 Andlise e caracterizacao por espectrometria de massas:

26

O padrédo de ionizacao pode ser predito com a utilizacdo de softwares e este

padrdo, o que indica se a sequéncia ficou correta. Segue as figuras 12 e 13 dos

espectros de massas.

Figura 12: Espectro de massas do peptideo E7wt.
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FONTE: autora.
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Figura 13: Espectro de massas do peptideo E7mut.
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FONTE: autora.

Os picos detectados (apontados pelas setas) estdo de acordo com 0s picos

apontados pelo software de padrdo da ionizacdo dos peptideos, CEM Peptide

Calculator (https://cem.com/en/peptide-calculator), o que confirma que a sequéncia

foi sintetizada de forma correta. Devido ao aparelho utilizado possuir um range

maximo de 2200 m/z, ndo se era esperado identificar 0s picos correspondentes aos

ions inteiros, de valor maior que range, como especificado no quadro 3.

Quadro 3: lonizacao tedrica dos peptideos E7 wt e E7 mut.

E7 wt E7 mut
fon Massa Detectado Massa Detectado
+ ) ao ) ao
[M + H]* 2733.47 Na 2776.49 Na
[M + Na]* 2755.46 2798.47
[M + K]* 2771.43 2814.45
+ ) ao ) ao
[M + 2H]? 1367.24 Na 1388.75 Na
[M + 3H]** 911.83 Sim 926.17 Sim
+ . im ) im
[M + 4H]* 684.12 Si 694.88 Si
+ . im ) im
[M + 5H]5* 547.50 Si 556.10 Si
[M + 6H]8* 456.42 Nao 463.59 Nao

Fonte: Elaborado pela autora.
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Porém, como pode ser observado nas imagens 10 e 11, os picos — destacados
pelas setas — correspondentes aos fons [M+3H]**, [M+4H]** e [M+5H]>* dos

peptideos E7 wt e E7 mut foram detectados.

A utilizacdo de ferramentas de bioinforméatica para obtencédo dos valores tedricos
dos picos de ionizacao é possivel para peptideos lineares, como o E7wt e 0 E7mut;
também se € possivel obté-los manualmente. (PAIZS; SUHAI, 2004; WYSOCKI et
al., 2005)

4.3.1.2 Andlise e caracterizacao por HPLC:

Uma das técnicas mais importantes para a analise e purificacdo para uma
variedade de moléculas é a cromatografia liquida de alta eficiéncia, em particular
para peptideos e proteinas. A estratégia de sintese de peptideos em fase sdlida fez
com que peptideos pudessem ser sintetizados em grande quantidade e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa ¢ o modo mais comum de
fazer a caracterizacdo e purificacdo dos peptideos. Segue 0s cromatogramas
(figuras 14 e 15) dos peptideos. (AGUILAR, 2004)

Figura 14: Cromatograma do peptideo E7wt.

FONTE: autora.
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Figura 15: Cromatograma do peptideo E7mut.
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FONTE: autora.

Apesar de ndo ter um padrdo para comparacao, por ser um produto de sintese e
0 uso do comprimento de onda em 220 nm — especifico para a deteccdo da ligacéo
peptidica — pode-se assumir que 0 pico majoritario € o peptideo sintetizado. Além de
ter-se o espectro de massas para confirmar. (AGUILAR, 2004)

O tempo de retencdo para o peptideo E7wt foi de 14,744 minutos e para o
E7mut foi de 12,922 minutos; nota-se, ainda, que o tempo de retencdo do E7mut é
menor que do E7wt uma vez que ele € mais polar devido a troca do aminoacido
leucina pelo aminoacido arginina. Logo, ele apresenta maior afinidade pela fase
movel, eluindo mais rapidamente. O E7wt foi obtido com mais de 90% de pureza e o
E7mut com mais de 85%. Assim, a pureza dos peptideos foi satisfatoéria,
principalmente do E7wt, foi decidida ndo haver a necessidade de purificar os
peptideos para a realizacdo do teste com o sensor eletroquimico; ja que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa pode causar a desnaturacéo
dos peptideos, perdendo a atividade biolégica. (AGUILAR, 2004) Aléem de que a
separacdo destes subprodutos pode ser extremamente dificil e desperdicar o
produto sintetizado. (CILLI, 2017)
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4.4 Estudo de binding através da analise por voltametria de pulso diferencial:

Como mencionado anteriormente, o sensor faz a conversdao de um sinal
biol6gico ou quimico em corrente elétrica. (LI et al., 2021) Sobre o sensor é

construido camadas que fazem a reacédo. Segue esquema ilustrativo na figura 16.

Figura 16: Esquema da reagao no sensor.
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FONTE: autora.

A Glutaraldeido

O analito se liga nas monocamadas, logo, mais camadas sédo formadas. A
formacdo de mais camadas, reduz ou bloqueia a transduc¢do do sinal. Portanto,
quando ocorre reagdo, o sinal elétrico obtido € menor. Assim, pode-se ver na figura

17, que o peptideo E7wt ligou-se efetivamente & ECA-2. (COSTA, 2019)

Figura 17: Teste de binding do peptideo E7wt-ECA-2.
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FONTE: autora.

Observar-se que em uma alta concentragdo do peptideo (curva roxa), a

ligacdo ndo € tdo efetiva, visto que a curva ficou proxima do negativo — sem a
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presenca do peptideo. Também € possivel notar numa concentracdo baixa (curva
vermelha), ainda sobrou enzima e, assim, a ligacdo nao foi 6tima. Assim, vé-se que
a ligacdo mais efetiva — com a menor curva (curva verde) — é a de 10 ng do
peptideo. Portanto, alta concentracdo de peptideo E7wt ha dificuldade de ligagdo do
mesmo na enzima, provavelmente por impedimento estérico, também nota-se que
baixa concentracéo de peptideo E7wt, a ligacdo também néo é a melhor, o que deve
ser pela sobra de enzima. Logo, uma concentragdo intermediéria do peptideo E7wt é

que mais se liga a enzima.

Para o peptideo E7mut (figura 18) € possivel notar que na menor
concentracdo de peptideo (curva vermelha) ocorre melhor ligagdo com a enzima.
Isto, provavelmente, ocorre devido a mudanca do aminoé&cido leucina (oitavo
aminoacido da sequéncia) pela arginina, o que deve melhorar sua afinidade para o
sitio de ligacdo da enzima; o que pode ser esperado para uma variante, uma vez
que as mutacdes, quando bem-sucedidas, aumentam sua transmissibilidade ou

evasdo do sistema imune. (HARVEY et al., 2021)

Figura 18: Teste de binding do peptideo E7mut-ECA-2.
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FONTE: autora.
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4.4.1 Comparacao entre o binding dos peptideos:

Como mencionado no item 4.4, o peptideo E7mut apresentou a melhor ligacao a
ECA-2 numa concentracdo mais baixa do que o peptideo E7wt. Logo, esperava-se
gue ele se ligasse mais eficientemente a ECA-2, por pertencer a uma variante, ja
que algumas mutacdes conseguem aumentar a capacidade de transmissdo da
variante em relagao ao seu original, que de fato ocorreu (figura 19). (HARVEY et al.,
2021)

Figura 19: Comparacao do binding entre os peptideos E7wt e E7mut. a) Na

concentracdo de 1 ng. b) Na concentracdo de 10 ng. ¢) Na concentracdo de 50 ng.
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4.5 Teste de viabilidade da ECA-2:

A enzima foi obtida comercialmente, portanto, primeiro foi feito um teste para
verificar sua viabilidade. Entédo, fez-se um pré-teste, cujo resultado segue na figura
20.

Figura 20: Resultado do teste de viabilidade da enzima.
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Uma vez que era medida a formacédo de produto, esperava-se um aumento na

fluorescéncia, ja que a medida que o substrato era utilizado liberava fluorescéncia.
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Logo os valores crescentes no eixo y demonstram que a enzima estava viavel. (LU;
SUN, 2020; XIAO; BURNS, 2017)

4.6 Teste de atividade enzimatica:

Figura 21: Gréfico da atividade da ECA-2.
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Como é possivel observar na figura 21, a enzima obtida de maneira comercial,
estava de fato viavel, uma vez que houve um aumento na fluorescéncia captada,
confirmando o resultado do item 4.5. Varias concentracfes de substrato foram
utilizadas, sendo a de maior concentracdo (160 uM) com a melhor atividade. Como a
reacdo € muito rapida, pequenas concentracdes de substrato nem chegam a formar
o platé, caracteristico de uma curva de cinética enzimatica. (LU; SUN, 2020; XIAO;
BURNS, 2017)

4.7 Teste da atividade enzimatica com os peptideos E7wt e E7mut:

Na figura 22, observa-se que o aumento da atividade enzimatica nao €
diretamente proporcional a concentracdo do peptideo, visto que para ambos 0s
peptideos a maior concentragdo dos mesmos ndo é a de maior emissdo de
fluorescéncia. Para o peptideo E7wt, a curva de 25 pM é a de maior fluorescéncia,
ou seja, com mais produto formado e ja para o peptideo E7mut, € a curva de 50 puM.

Logo, estas concentracdes foram escolhidas para fazer a comparacdo. Com a figura
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22, também se tem uma prévia de que o peptideo E7mut aumenta mais a atividade
da ECA-2 do que o peptideo E7wt, uma vez sua curva chega préximo de 20 RFU e
do peptideo E7wt fica pouco abaixo do 18000 RFU. Também foi utilizado um inibidor
especifico da ECA-2, o MLN-4760 e vé-se, pelo gréafico (figura 23) que a inibicao é
potente, pois a atividade nao varia, além disso, a fluorescéncia nédo passa de 1000
RFU.

Figura 22: Gréfico da atividade enzimética na presenca dos peptideos. a) E7wt. b)

E7mut.
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Figura 23: Grafico da atividade da ECA-2 na presenca do inibidor.
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4.8 Comparacdo entre os peptideos na alteracao da atividade da ECA-2:

Figura 24: Grafico da comparacao da atividade enzimatica com a presenca dos

peptideos E7wt e W7mut em sua melhor concentracao.
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Para montar o grafico da figura 24 foram utilizadas as melhores curvas com cada
peptideo, cujos graficos se encontram no item 4.7. Sabe-se que a ligacdo do RBD a
ECA-2 aumenta a atividade dela; logo, era esperado que os peptideos derivados do

RBD também aumentassem. Esta hipdtese foi confirmada na figura 24, onde é
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possivel ver que ha um aumento da atividade da ECA-2 quando ambos os peptideos
sao adicionados na reacao. (LU; SUN, 2020) Uma vez que a ligacédo dos peptideos
com a enzima aumentou sua atividade, notou-se que o peptideo E7mut aumentasse
mais que o E7wt, provavelmente por apresentar mais afinidade pela enzima. Ou

seja, formou mais produto e por isso teve uma maior leitura de fluorescéncia.

Mesmo quando o peptideo E7wt estava na concentracdo que mais aumentou a
atividade da ECA-2, ele aumentou menos que o peptideo E7. Isto € possivel ver na

figura 25.

Figura 25: Gréfico da comparacédo da atividade enzimatica com a presenca dos
peptideos E7wt e W7mut na mesma concentracao.
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Fazendo uma ultima comparacdo, na figura 26 é possivel observar mais uma vez

que o peptideo E7mut aumentou a atividade da ECA-2 mais do que o peptideo
E7wt. Isto confirma o resultado obtido no item 4.8.
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Figura 26: Grafico de coluna montado com o ponto final da leitura da atividade da

ECA-2.
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. Conclusodes

Os peptideos foram escolhidos com sucesso;

Os peptideos foram sintetizados e caracterizados com sucesso;

Os peptideos E7wt e E7mut se ligaram com sucesso a ECA-2;

A concentracdo de 10 ng do peptideo E7wt apresentou a melhor ligacdo com
a ECA-2;

A concentracdo de 1 ng do peptideo E7mut apresentou a melhor ligagdo com
ECA-2;

O peptideo E7mut apresentou maior afinidade pela ECA-2 do que o peptideo
E7wt;

A ligacdo dos peptideos com a ECA-2 aumentou a atividade enzimética;

A concentracdo de 25 uM do peptideo E7wt apresentou 0 maior aumento da
atividade da ECA-2;

A concentracdo de 50 uM do peptideo E7mut apresentou o maior aumento da
atividade da ECA-2;

O peptideo E7mut aumentou mais a atividade da ECA-2 do que o peptideo
E7wt.
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6. Perspectivas futuras

Continuar os estudos com estes peptideos e possiveis derivados deles para sua
possivel utilizacdo em doencas relacionadas ao mau funcionamento da ECA-2.

7. Beneficios a sociedade

Tendo em vista a calamidade gerada por doencas causadas por patdgenos
virulentos, como a COVID-19, a necessidade de estudar a interacao entre patégeno-
hospedeiro € vital para a contencdo da doenca e novos tratamentos. Logo, a
proposta deste trabalho foi um novo método para o estudo da ligacéo de virus com o
seu receptor no hospedeiro, um método simples e de facil reproducdo. Além disso, o
uso de uma tecnologia simplificada pode ser uma vantagem adicional, uma vez que
nao seriamos tdo dependentes de outros paises. Pois, como visto durante o auge da
pandemia, a falta de insumos foi um problema a mais. (HOMMA et al., 2022;
VALECIO, 2023) Portanto, o desenvolvimento de uma tecnologia rapida, barata e

especifica € a aposta para o futuro. (COSTA, 2019)
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