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RESUMO

A COVID-19 e uma sindrome respiratdria aguda grave de origem viral, tendo emergido em
2019 e evoluiu para uma pandemia global com cerca de 670 milhGes de casos e 6,8 milhdes
de mortes registradas até 2023. Seus sintomas principais envolvem febre, tosse seca, fadiga,
falta de ar, mialgia e disturbios gastrointestinais, podendo ser fatal. O agente causador da
COVID-19, denominado SARS-CoV-2, é um betacoronavirus envelopado de RNA positivo e
dentre suas proteinas estruturais, a proteina Spike (proteina S) desempenha um papel crucial
na infeccdo, ela possui o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) que se liga a enzima
conversora de angiotensina tipo 2 (ACE2), permitindo a fusdo do virus com as células
hospedeiras. Apesar do rapido desenvolvimento e aplicacdo das vacinas, sua eficacia enfrenta
desafios, como grupos ndo vacinaveis, baixa adesdo a doses de reforco, constante evolugcdo do
virus e o aparecimento de sequelas p6s infeccdo. Nesse cenério, € crucial investir em
tecnologias além das vacinas, como antivirais, para combater a infeccédo e suas sequelas. Os
inibidores de fusdo sdo uma classe de antivirais que agem nas primeiras etapas da infeccao,
blogueando a ligacdo e fusdo do virus as células hospedeiras, e desde o inicio da pandemia
houve a busca intensa por esses farmacos. Uma das técnicas utilizadas para essa
bioprospecc¢édo € a cultura de células com o virus, que apesar de ser o padrdo para testes de
antivirais, é trabalhosa, de alto custo e que requer mdo de obra especializada, além de
representar riscos de biosseguranca. Alternativas tecnoldgicas tém sido desenvolvidas para
facilitar a triagem de antivirais, incluindo a plataforma proposta neste estudo. Baseada na
atividade carboxipeptidase do receptor ACE2 e sua interagdo com o RBD, essa plataforma
busca contribuir para a bioprospeccdo de inibidores de fusdo contra o SARS-CoV-2,
oferecendo uma abordagem, répida, segura e mais barata. Através da producdo recombinante
do RBD em plataforma procariética e ensaios fluorimétricos e enziméticos o presente trabalho
demonstrou que o RBD é capaz de aumentar a atividade enzimatica da ACE2 em cerca de 6
vezes e que € possivel utilizar essa modulagdo para realizar a triagem de inibidores de fusdo

bem como anticorpos neutralizadores.

Palavras Chave: COVID-19; SARS-CoV-2; RBD; ACEZ2; proteinas recombinantes;

atividade enzimatica.



ABSTRACT
COVID-19 is a severe acute respiratory syndrome of viral origin, having emerged in 2019 and
has evolved into a global pandemic with around 670 million cases and 6.8 million deaths
recorded by 2023. Its main symptoms involve fever, dry cough , fatigue, shortness of breath,
myalgia and gastrointestinal disorders, which can be fatal. The causative agent of COVID-19,
called SARS-CoV-2, is an enveloped betacoronavirus with positive RNA and among its
structural proteins, the Spike protein (S protein) plays a crucial role in the infection, it has the
receptor binding domain (RBD) that binds to angiotensin-converting enzyme type 2 (ACE2),
allowing the virus to fuse with host cells. Despite the rapid development and application of
vaccines, their effectiveness faces challenges, such as non-vaccinatable groups, low adherence
to booster doses, constant evolution of the virus and the appearance of post-infection
sequelae. In this scenario, it is crucial to invest in technologies beyond vaccines, such as
antivirals, to combat the infection and its consequences. Fusion inhibitors are a class of
antivirals that act in the first stages of infection, blocking the binding and fusion of the virus
to host cells, and since the beginning of the pandemic there has been an intense search for
these drugs. One of the techniques used for this bioprospecting is the culture of cells with the
virus, which despite being the standard for antiviral testing, is labor-intensive, high-cost and
requires specialized labor, in addition to posing biosafety risks. Technological alternatives
have been developed to facilitate antiviral screening, including the platform proposed in this
study. Based on the carboxypeptidase activity of the ACE2 receptor and its interaction with
the RBD, this platform seeks to contribute to the bioprospecting of fusion inhibitors against
SARS-CoV-2, offering an effective, fast, safe and cheaper approach. Through recombinant
production of RBD, fluorimetric and enzymatic assays, the present work demonstrated that
RBD is capable of increasing the enzymatic activity of ACE2 by up to 6 times and that it is

possible to use this modulation to screen fusion inhibitors as well as antibodies. neutralizers.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; RBD; ACE2; recombinant proteins; enzymatic

activity.
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1 INTRODUCAO

A COVID-19 é uma nova forma de sindrome respiratoria aguda grave viral que, como
0 nome sugere, surgiu em 2019 e se transformou em uma pandemia que acumulou quase 670
milhdes de casos e 6,8 milhdes de mortes em todo o mundo (JOHN HOPKINS
UNIVERSITY, 2023). Esta doenca infecciosa tem como principais sintomas: febre, tosse
seca, fadiga, falta de ar, mialgia, distrbios gastrointestinais e é potencialmente fatal (SUN et
al., 2020). Embora os pulmdes sejam o principal 6rgao afetado pela COVID-19, sabe-se agora
que a doenca pode afetar e causar danos irreversiveis ao sistema nervoso central, musculo
cardiaco e muitos outros tecidos e 6rgdos (GUPTA et al., 2020).

O novo coronavirus, agente etiolégico da COVID-19, foi denominado SARS-CoV-2
devido a sua alta semelhanca genémica com o virus SARS-CoV original, agora oficialmente
conhecido como SARS-CoV-1 (GORBALENYA et al., 2020). O SARS-CoV-2, identificado
na cidade de Wuhan, na China, ¢ um betacoronavirus envelopado (BCoVs) cujo genoma ¢
uma unica molécula de RNA positiva (+ssRNA) com aproximadamente 30.000 bases de
comprimento (CHAN et al., 2020). Dentre as proteinas codificadas pelo virus, 4 sdo
estruturais: (1) fosfoproteina do nucleocapsideo (N); (2) glicoproteina de membrana (M); (3)
proteina do envelope (E); e finalmente, (4) a glicoproteina de superficie, também conhecida
como Spike ou proteina S, foco deste trabalho.

Spike, além de ser uma proteina estrutural transmembrana, € uma proteina de fusdo
classe | cuja fungdo é permitir que o SARS-CoV-2 entre em suas células hospedeiras. Essa
glicoproteina é dividida em duas subunidades, S1 e S2, cada uma com funcdo prépria
(WRAPP et al., 2020). A subunidade S1 contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD),
regido responsavel pela ligacdo do virus @ membrana celular por meio de seu receptor, a
enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ACE2). Por sua vez, a subunidade S2 participa do
processo de fusdo do envelope viral com a membrana celular, é nesta subunidade que se
localizam o dominio transmembranar, o peptideo de fuséo e o peptideo de fusdo interna (LAN
et al., 2020 WRAPP et al., 2020).

Devido a sua localizagdo e fungdo essenciais para o virus, a Spike é um dos principais
alvos da imunidade adaptativa e inata, isto é, adquirida por meio da vacinagéo,
independentemente da tecnologia utilizada (MRNA, vetor ndo replicante, virus inativado, etc.)
ou por infeccdo, pois a neutralizacdo dessa proteina por anticorpos pode garantir a ndo

infeccdo (WAN et al., 2020). Embora o desenvolvimento, a aprovagéo e a aplicacdo em
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massa das vacinas tenham ocorrido em tempo recorde - fatos que ajudaram a reduzir o
namero de casos e limitaram a circulacéo do virus - eles tém se mostrado insuficientes por si
sO devido a varias razdes: (1) existe uma parcela da populacdo que ndo pode ser vacinada; (2)
baixa adesdo as doses de reforco; (3) surgimento de sequelas pds-infeccdo mesmo em
individuos vacinados; (4) a evolugdo constante do virus, devido ao surgimento alarmante de
subvariantes como a BQ, XBB e a Eris, que s&o mais infecciosas que a propria Omicron
(DYER, 2023; WANG et al., 2022).

Dessa forma, hoje é necessario se pensar ndo somente na transmissdo do virus, mas
também nas consequéncias da infeccdo e continuar investindo no desenvolvimento de
tecnologias para o combate a COVID-19 e suas sequelas. Além dos imunizantes, os farmacos
e biofarmacos antivirais merecem a devida atencdo, uma vez que sdo importantissimos no
tratamento da infeccdo. Dentre as diversas classes de medicamentos antivirais, estdo 0s
inibidores de fusdo, que atuam nas etapas iniciais da invasao da célula hospedeira e bloqueiam
tanto a ligacdo do virus a superficie da mesma, quanto a fusdo do envelope viral com a
membrana citoplasmatica (VIGANT; SANTOS; LEE, 2015).

Desde o inicio da emergéncia sanitaria em 2020, diversas pesquisas objetivaram o
desenvolvimento de potenciais inibidores de fusdo contra o virus SARS-CoV-2, que vao
desde de pequenas moléculas organicas a peptideos e anticorpos monoclonais, e tais
substancias tém como alvo a proteina Spike, em especial os dominios NTD, RBD e HR1
(JIANG et al., 2021). Uma caracteristica em comum desses estudos € o emprego de cultura de
células para a triagem e teste inicial dos compostos desenvolvidos. Apesar de ser uma
ferramenta padrdo ouro para este fim, a cultura de células e o emprego de virus ativo ou
pseudovirus é uma técnica laborosa, com custos elevados de material e capital técnico, que
exige mdo de obra altamente especializada e treinada, e que além disso, expde o analista a
riscos de biosseguranca e que consome um tempo consideravel (MULLER et al., 2021;
GRIGOROV et al., 2011).

Algumas tecnologias alternativas aos métodos que utilizam a cultura de células foram
desenvolvidas para facilitar a triagem de novos medicamentos antivirais e ja estdo disponiveis
de forma comercial (TAN et al., 2020). Nesse sentido, o presente trabalho buscou contribuir
com o desenvolvimento de uma plataforma para a bioprospecgéo de inibidores de fusdo contra
0 virus SARS-CoV-2, baseada na atividade carboxipeptidase do receptor ACE2 e sua

interacdo com o RBD do virus.
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CONCLUSOES

Os métodos apresentados neste trabalho para transformacéo e selecdo das linhagens E.
coli DH5a e BL21 (DE3) foram adequados e apresentaram resultados satisfatorios;

Foi possivel produzir o vetor de expressao pET-28a/rRBD, atestar a presenca e
confirmar a identidade genética do gene alvo;

As condicOes de expressdes testadas - concentracao de indutor IPTG e tempo de cultivo
- ndo apresentaram diferencas significativas entre si e, portanto, as escolhidas foram as
encontradas com maior frequéncia na literatura: 1 mM de indutor e 4 horas de
expressao;

Foi possivel produzir o rRBD em plataforma procaridtica de forma satisfatoria;

A aplicacdo da técnica de cromatografia IMAC em conjunto com a dialise em
membrana com corte molecular de 10 kDa resultaram na obtenc¢do do rRBD com pureza
adequada;

A presenca do rRBD nas fragdes onde houve a indugdo da expresséao foi confirmada por
SDS-PAGE e Western blot;

A reatividade do rRBD foi confirmada através da técnica de dot blot pela aplicacdo de
um pool de anticorpos anti-RBD;

A atividade enzimatica do receptor ACE2 foi aumentada em até 6 vezes pela interacdo
com o rRBD;

O uso de inibidores da interacdo rRBD-ACE2 reduziu o aumento na atividade da
enzima;

Fica provada a aplicabilidade da atividade enziméatica de ACE2 e sua modulacdo pela
interacdo com o RBD do virus SARS-CoV-2 como uma alternativa para a identificacao

de inibidores dessa interacéo;
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