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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



16

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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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CORONAVIRUS

Os coronavirus constituem um grupo diversificado de virus de RNA, capazes de
infectar uma ampla variedade de mamiferos e aves. Ao se estabelecerem nos hospedeiros,
esses virus podem provocar uma série de alteracbes no sistema nervoso, respiratorio e
gastrointestinal. Essas alteracGes resultam em uma sintomatologia de espectro variado que
pode ser leve, grave ou até fatal (WEISS; LEIBOWITZ, 2011; CUI, LI; SHI, 2018).

Esses virus tém uma ampla gama de hospedeiros, como 0s morcegos, que emergiram
como um importante reservatério natural. Esses mamiferos voadores tém sido reconhecidos
como portadores desses virus devido a sua complexa coevolugdo (CUI, LI; SHI, 2018). Além
dos morcegos, ruminantes, roedores e até mesmo cetaceos, como as baleias, podem servir
como hospedeiros para diferentes espécies de coronavirus, evidenciando a diversidade e a
grande capacidade de adaptacao desses patdégenos (WEISS; LEIBOWITZ, 2011).

A familia Coronaviridae abriga os coronavirus de maior relevancia em termos de
salde publica, e eles sdo categorizados em quatro principais géneros: Alfacoronavirus
(aCoVs), Betacoronavirus (BCoVs), Gamacoronavirus (yCoVs) e Deltacoronavirus (6CoVs).
Cada género exibe caracteristicas especificas e uma grande variedade de virus, alguns dos
quais se tornaram notérios devido ao seu impacto na satde humana.

Até dezembro de 2019, a literatura reconhecia seis espécies de coronavirus com
potencial patogénico para os seres humanos, com destaque para os géneros aCoV e CoV. O
contato direto com animais selvagens e de criacdo representa uma das principais vias de
transmissdo desses virus para 0 homem (SU et al., 2016; CUI, LI; SHI, 2018; ZHU et al.,
2020).

A familia BCoV, por exemplo, engloba os virus MERS-CoV e SARS-CoV-1, que
causaram surtos graves de doencas respiratorias com alta taxa de mortalidade. Em
contrapartida, os coronavirus 229, OC43, NL63 e HKU1, sdo causadores de resfriados
comuns e sdo frequentemente transmitidos por morcegos e roedores (SU et al., 2016; CUI, LI
e SHI, 2018; ZHU et al., 2020). A Figura 1 esquematiza os hospedeiros e reservatorios destes

virus.
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Figura 1. Diagrama dos hospedeiros naturais e possiveis intermediarios dos sete coronavirus com relevancia

médica, incluindo morcegos e roedores como hospedeiros naturais, e civetas, camelos e vacas como

intermediérios.

Animal Reservoir

Intermediary Host

SARS-CoV-2 SARS-CoV MERS-CoV || HCoV-229€ HCoV-0C43 HCoV-NL63 HCoV-HKU1

Non-Endemic CoVs Endemic CoVs

Fonte: adaptado de CORMAN et al, 2018 ; The Native Antigen Company, 2020.

2.2 SARS-COV-2 E COVID-19

Como mencionado anteriormente, no final de 2019, autoridades de saide na China
detectaram um surto misterioso de pneumonia em Wuhan, que logo se revelou ser causado
por um novo coronavirus. A réapida disseminacdo dessa doenca levou a sua classificacdo
oficial como COVID-19, uma abreviacdo para Coronavirus Disease 2019 (Doenca por
Coronavirus de 2019, em traducdo livre) (ZHU et al., 2020). O virus responsavel, agora
conhecido como SARS-CoV-2, desencadeou uma pandemia global sem precedentes,
resultando em uma série de desafios médicos, sociais e econdmicos.

O SARS-CoV-2 pertence a familia dos Betacoronavirus (BCoVs) e compartilha
semelhangas com outros coronavirus causadores de doengas humanas, como 0 SARS-CoV-1
e 0 MERS-CoV. Seu genoma de RNA de fita simples (+ssRNA) contém duas regides
principais: a regido 5’-replicase, que codifica proteinas essenciais para a replicacdo viral, e a
regido 3’-estrutural, que codifica proteinas estruturais, incluindo a proteina de superficie (S), a
proteina do envelope (E), a proteina de membrana (M) e a proteina do nucleocapsideo (N)
(Figura 2) (CHAN et al., 2020).
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Figura 2. Elementos estruturais do virus SARS-CoV-2, incluindo a proteina de espicula, envelope, membrana,
componentes internos - RNA de fita simples viral e proteinas do nucleocapsideo — e componentes do genoma.
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Fonte: adaptado de JAMISON et al., 2022

A origem exata do SARS-CoV-2 continua sendo um enigma em aberto e um tépico de
intenso debate na comunidade cientifica, mas € interessante - e importante - ressaltar que
todos 0s coronavirus capazes de causar doengcas em humanos tém origem zoondtica, com
reservatorios naturais na vida selvagem (CUI, LI; SHI et al., 2019). Analises de
sequenciamento genético indicam que o SARS-CoV-2 provavelmente tem origem em
morcegos, com 96,2% de identidade genética com a espécie BatCoV RaTG13, detectada na
China, e cerca de 80% de similaridade com o SARS-CoV-1 (ZHOU et al., 2020). A hipdtese
de uma origem sintética carece de evidéncias cientificas substanciais até o momento
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A doenca causada pelo SARS-CoV-2, a COVID-19, é uma patologia infecciosa que
tém como principais sintomas: febre, tosse seca, fadiga, dispneia, mialgia e distlrbios
gastrointestinais, como diarreia e nausea, porém, casos mais graves podem levar a falta de ar,
formacgéo de coagulos, encefalite e perda parcial ou total do olfato e paladar (SUN et al.,
2020). Exames laboratoriais realizados em pacientes com COVID-19 revelam elevados niveis
de proteina C-reativa, lactato desidrogenase e marcadores de inflamacdo, bem como

anormalidades em contagens de células sanguineas, tais como linfocitopenia e
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trombocitopenia, refletindo uma resposta inflamatoria viral (GUAN et al., 2020; WANG et
al., 2020). Alteragdes caracteristicas também séo observadas em imagens de torax, incluindo
opacidades em vidro fosco e opacidades irregulares bilaterais, indicativas de danos
pulmonares (GUAN et al., 2020).

O diagnoéstico da COVID-19 pode ser realizado através da reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR), que detecta o RNA viral ou por testes
imunocromatograficos, que detectam antigenos ou anticorpos. Ambos 0s métodos séao
associados a avaliacdo médica (GUO et al., 2020; WU; MCTIGUE, 2020).

O tratamento da COVID-19 inclui o uso de analgésicos, anti-inflamatérios e antivirais,
como o remdesivir, e anticorpos monoclonais, como o tocilizumabe. O principal objetivo do
tratamento é controlar a resposta inflamatéria exagerada, principalmente nos casos graves. A
vacinacdo em larga escala tem sido uma estratégia vital para conter a disseminacédo do virus
(PAREEK et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

2.3 A GLICOPROTEINA SPIKE: ESTRUTURA, FUNCAO E APLICACOES

A Spike, ou proteina S, é uma glicoproteina transmembrana que desempenha um papel
vital na entrada do virus nas células hospedeiras, ela possui aproximadamente 1273
aminoacidos e é organizada na forma de homotrimeros, trés protdmeros idénticos que se
associam, conferindo uma estrutura tridimensional de alta complexidade. Essa organizacao é
essencial para sua funcdo (WRAPP et al., 2020; CHENG et al., 2020).

A proteina S é fisicamente dividida em duas subunidades funcionais distintas: a
subunidade S1 e a subunidade S2 (WRAPP et al., 2020; CHENG et al., 2020). Essa divisdo
ocorre especificamente no reticulo endoplasmatico da célula infectada. A protease furina
desempenha um papel critico nesse processo, clivando cada protdmero da Spike entre os
aminoacidos arginina 685 e serina 686. Essa clivagem ocorre antes da liberacdo do virion
maduro e isto confere ao SARS-CoV-2 uma vantagem evolutiva frente a SARS-CoV-1, que
ndo possui o sitio de clivagem da furina e a divisdo fisica de sua proteina Spike s6 ocorre na
superficie da célula hospedeira durante o processo de entrada. Esse fato torna o0 SARS-CoV-2
mais infeccioso que seu antecessor (ANDERSEN et al., 2020).

Aprofundando a discussdo das subunidades, S1 da proteina Spike compreende 0s

primeiros 685 aminoacidos e contém o Peptideo Sinal (SP, aa 1 - 13), que direciona a proteina
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S para o reticulo endoplasmético; o Dominio N-terminal (NTD, aa 14 — 305); e o Dominio de
Ligacdo ao Receptor (RBD, aa 319 - 541), que se liga ao receptor ACE2 nas células
hospedeiras. A subunidade S2, formada pelos aminoacidos restantes, contém o Peptideo de
Fusdo (FP), Heptad Repeats 1 e 2 (HR1 e HR2), Dominio Transmembranar (TMD) e a porc¢éo
citoplasmatica (CP) (WRAPP et al., 2020; CHENG et al., 2020). A Figura 3 ilustra a estrutura
geral da proteina Spike.

Figura 3. A glicoproteina Spike do virus SAR-CoV-2. A) Esquema da estrutura primaria onde os diversos
dominios séo representados por cores diferentes. SS - sequéncia Unica; NTD - dominio N-terminal; RBD -
dominio de ligag&o ao receptor; SD1 - subdominio 1; SD2 - subdominio 2; S1/S2 - sitio de clivagem da protease
S1/82; S2’- sitio de clivagem da protease S2’; FP- peptideo de fusdo; HR1 - repeticdo 1; CH - hélice central; CD
- dominio conector; HR2 — repeticdo 2; TM - dominio transmembrana; CT - cauda citoplasmética. As setas
indicam os sitios de clivagem. B) Estrutura do trimero Spike obtida por microscopia crioeletronica.
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Fonte: adaptado de WRAPP et al., 2020.

Em relacdo a funcdo que cada subunidade desempenha, S1 é responsavel pelo
reconhecimento do receptor ACE2 e pela ligagdo do virus na superficie da célula a ser
infectada (LAN et al., 2020), e S2 ancora a proteina S no envelope viral e sustenta o restante
da estrutura em uma orientacdo favoravel para o processo de fusdo entre o envelope viral e a
membrana celular, permitindo a liberagdo do material genético do SARS-CoV-2 no
citoplasma e inicio dos processos de replicagdo e tradugdo das proteinas virais (WRAPP et al.,
2020; CAl et al., 2020).
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Dada sua funcéo essencial no processo de infecgdo, a proteina S, € o principal alvo da

imunidade natural, obtida através da infec¢do, e da imunidade induzida por vacinas, ela
também se tornou uma ferramenta valiosa na pesquisa cientifica, diagndstico e
desenvolvimento de terapias. A compreensdo de sua estrutura e funcdo permitiu o design de
vacinas que direcionam a resposta imunoldgica contra essa proteina, com destaque para 0
bloqueio do RBD, que impossibilita a ligacdo ao receptor ACE2 e, portanto, impede a
infeccdo (CHUNG; THONE; KWON, 2021; ZOST et al., 2020). O Quadro 1 apresenta as
principais vacinas desenvolvidas/em desenvolvimento contra 0 SARS-CoV-2, o seu produtor

e a tecnologia empregada, com destaque para o uso da proteina S e do RBD do virus.

Quadro 1. Panorama das vacinas desenvolvidas contra a COVID-19: produtores, tecnologias de

desenvolvimento e plataformas utilizadas.

Produtor Tecnologia Plataforma
Moderna / NIAID MRNA MRNA da proteina S e,stablllzada na estrutura
de pré-fuséo
Takara Bio / Osaka University DNA DNA plasmidial expressando a proteina S

com adjuvante

Oxford / AstraZeneca

Vetor viral ndo replicante

Adenovirus de chimpanzé expressando a
proteina S na superficie

Janssen Pharmaceutical

Vetor viral ndo replicante

Adenovirus do sorotipo 26 expressando a
proteina S na superficie

Xiamen University

Vetor viral replicante

Vacina intranasal baseada em virus influenza
expressando 0 RBD

Sinovac / Instituto Butantan

Virus inativado

Virus inteiro fragmentado e inativado
adsorvido em adjuvante

Sanofi Pasteur/ GSK Subunidade Proteina S inteira
West China I-.|ospi_tal / Sichuan Subunidade RBD recombinante
University
Instituto Finlay de Vacunas Subunidade RBD recombinante + adjuvante
Anhui Zhifei Longcom Subunidade RBD dimérico + adjuvante

Biopharmaceuticals

Fonte: adaptado de CHUNG; THONE; KWON, 2021.
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2.4 O RECEPTOR ENZIMATICO ACE2

A ACE2 ¢é uma enzima transmembrana com atividade carboxipeptidase, presente nas
células de diversos tecidos e como dito no tdpico anterior, a ligacdo da proteina S do SARS-
CoV-2 - através do RBD - a ACE2 é um evento chave na infeccdo viral. A entrada do virus
nas células hospedeiras ocorre apos essa ligacdo que desencadeia uma série de eventos
intracelulares que levam a replicacdo viral. A expressdo de ACE2 em diferentes tecidos pode
explicar a variabilidade na sintomatologia da COVID-19, ja que a presenca da enzima em
6rgdos como pulmdes e coracdo pode contribuir para os sintomas respiratorios e
cardiovasculares observados (FANG; KARAKIULAKIS; ROTH, 2020).

Além de sua importancia na infeccdo por SARS-CoV-2, a ACE2 desempenha um
papel crucial no sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), um sistema hormonal
que regula o equilibrio eletrolitico, a pressdo arterial e a fungdo cardiaca. A conversdo do
peptideo angiotensina Il em angiotensina 1-7, pela ACE2, resulta em efeitos vasodilatadores,
contrabalancando as agdes vasoconstritoras da angiotensina Il (AKHMEROV; MARBAN,
2020; SOUTH; DI1Z, 2020).

Ademais, existem estudos que investigaram a ligacdo entre a Spike e ACE2 e
observaram que esta interacdo aumentou a atividade proteolitica da ACE2, o que reforca a
hipbtese que relaciona a sintomatologia da COVID-19 e a presenca da ACE2 em diferentes
tecidos (YAMAGUCHI et al., 2021; LU; SUN, 2020).

2.5 INIBIDORES DE FUSAO E ANTICORPOS NEUTRALIZADORES

Para infectar uma célula, diversas espécies de virus envelopados precisam fundir sua
membrana com a membrana da célula hospedeira. Essa fusdo da ao virus acesso ao citosol e
permite que ele libere seu material genético, objetivando a replicacdo (PLEMPER, 2011). Os
inibidores de fusdo sdo um grupo de farmacos e biofarmacos projetados para interferir nesse

processo de fusdo. Eles tém como alvo proteinas ou estruturas virais especificas que sao
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essenciais para a fusdo do virus a membrana da célula. Ao bloguear a fusdo, estes inibidores
interrompem o ciclo de infec¢cdo numa fase inicial (WISSKIRCHEN et al., 2014).

Os inibidores de fusdo sdo utilizados como abordagem terapéutica para o tratamento
de infeccBes virais, de forma isolada ou em combinagdo com outros medicamentos a fim de
aumentar a eficacia do tratamento (WISSKIRCHEN et al., 2014). Por exemplo, no contexto
do HIV, um inibidor de fusdo bem conhecido é o Enfuvirtide (home comercial Fuzeon), ele
tem como alvo a proteina viral gp4l, que estd envolvida na fusdo do virus com células
imunolodgicas (KILBY et al., 2002). No caso do virus SARS-CoV-2, o desenvolvimento de
inibidores de fuséo tem sido explorado como potencial tratamento, visando particularmente a
proteina Spike, que desempenha um papel crucial no processo de fusdo (ZHU et al., 2020;
XIA et al., 2022; GUO et al., 2023).

Além de pequenas moléculas organicas e peptideos, proteinas também podem ser
utilizadas como inibidores de fusdo, e o melhor exemplo s&o os anticorpos, glicoproteinas
altamente especificas projetadas para se ligarem aos antigenos na superficie dos patdgenos.
Os anticorpos neutralizantes sdo um subconjunto destes que apresentam a propriedade de, ao
interagirem com seu alvo, interferir na sua capacidade de infectar as células hospedeiras. Para
0s virus, isso geralmente significa impedir que eles se liguem aos seus receptores na
superficie celular (JIANG; HILLYER; DU, 2020).

No contexto da COVID-19, dentre os poucos medicamentos antivirais disponiveis no
mercado estdo os inibidores de fusdo bamlanivimab, etesevimab, casirivimab, bebtelovimab e
imdevimab (NIH, 2023). Todos estes sdo anticorpos monoclonais direcionados contra a
proteina S, em especial, contra 0 RBD. Apesar de disponiveis, sua eficacia depende da
variante do virus em circulacdo, fato relacionado a alta especificidade dos anticorpos.
Mudangas na estrutura e composi¢do da Spike levam a perdas na capacidade de ligacao desses
biofarmacos. Enquanto o virus evoluir, faz-se necessaria a constante e ininterrupta busca por

novos tratamentos.

2.6 A CRISE DE INSUMOS E AUTOSSUFICIENCIA NACIONAL DE PRODUCAO

A propagacdo global da COVID-19 gerou uma demanda exponencial por
medicamentos, vacinas, suprimentos descartaveis e matérias-primas essenciais. Essa crise

sanitaria expds de forma impactante a vulnerabilidade dos sistemas de salde em escala
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mundial, destacando a dependéncia excessiva de um reduzido nimero de produtores globais
(HOMMA et al., 2022). Um exemplo emblematico dessa situacdo foi a escassez do Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA), necessario para a fabricacdo de vacinas, bem como de sedativos
cruciais para pacientes que requerem intubacao, os quais enfrentam os estagios mais severos
da doenca (PASSARINHO, 2021; VALECIO, 2021).

Até o0 ano de 1980, o Brasil mantinha uma producdo interna de aproximadamente 50%
dos insumos farmacéuticos ativos, importando os 50% restantes. No entanto, esse cenario
evoluiu significativamente, e 0s nimeros atuais, conforme relatados pela Anvisa, indicam que
0 pais hoje é responsavel por apenas 5% da producdo, os outros 95% sdo importados,
majoritariamente, da China e da India (COLLUCCI, 2022).

Nacdes mais desenvolvidas, incluindo Alemanha, Estados Unidos e Reino Unido,
concentraram esforcos substanciais no fortalecimento de suas industrias farmacéuticas e
centros de pesquisa, conquistando uma presenga dominante no mercado global. Paises
emergentes, como Russia, China e India, também direcionaram investimentos significativos
para 0 desenvolvimento e producdo de vacinas. Contudo, a emergéncia da pandemia de
COVID-19 levou esses paises a adotarem politicas comerciais mais protecionistas e
agressivas, priorizando o0 suprimento interno e, em consequéncia, desequilibrando as
dindmicas comerciais globais, deixando outras naces a mercé das circunstancias. No Brasil,
em 2021, a dependéncia excessiva dessas nacOes afetou diretamente a fabricacdo e
distribuicdo de doses de varias vacinas (HOMMA et al., 2022).

Dado que o Brasil ostenta a sexta maior populacdo mundial, torna-se imperativo
reduzir a dependéncia de importacdes e buscar um nivel de autossuficiéncia em pesquisa
cientifica, capacidade de producédo e desenvolvimento tecnoldgico, a pandemia de COVID-19
evidenciou ainda mais essa necessidade. E nesse contexto que o presente trabalho também
propde a producdo recombinante do Dominio de Ligacdo ao Receptor (RBD), indo além da
simples aquisi¢do comercial, como uma medida importante para fortalecer a independéncia e

resiliéncia da nacdo diante dos desafios de saude global.

2.7 PRODUCAO RECOMBINANTE DE PROTEINAS

As proteinas constituem a base do setor biofarmacéutico, desempenhando papéis

cruciais como biofarmacos e contribuindo ativamente no processo de descoberta e validacao
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de novas drogas. Essa relevancia é ressaltada pelo fato de que grande proporcao dos farmacos
atua sobre alvos proteicos. Além disso, as proteinas desempenham um papel essencial no
desenvolvimento de testes diagnosticos, na producdo de vacinas e terapias e em diversos
campos da pesquisa cientifica. Diferente dos insumos quimicos e farmacos tradicionais, as
proteinas - devido a sua complexidade estrutural e funcional - ndo podem ser obtidas por meio
de sintese quimica. Assim, a producdo de proteinas requer abordagens bioldgicas,
frequentemente ocorrendo dentro de células hospedeiras, embora, existam técnicas de
expressao cell-free, que ndo envolvem células completas (OVERTON, 2014).

No contexto dessa producdo, destaca-se a abordagem recombinante, também
conhecida como heteréloga, pois geralmente envolve a producdo da proteina em uma espécie
diferente da original, usando DNA recombinante ou modificado. Um ponto de decisdo crucial
nesse processo € a selecdo da célula hospedeira. Dentre as opcdes, bactérias emergem como
escolha comum, representando mais de 30% de todas as plataformas de producdo
recombinante industriais. Especificamente, a E. coli € frequentemente escolhida devido ao
profundo conhecimento bioguimico e genético, rapido crescimento, alto rendimento e baixo
custo. Entretanto, essa plataforma tem limitacdes em termos de modificaces pds-traducionais
apropriadas (apesar de algumas cepas de E. coli serem capazes de realizar glicosilacdo) e pode
resultar na formacdo de corpos de inclusdo, aglomerados proteicos que se acumulam no
citoplasma ou periplasma bacteriano. Essa questdo pode ser mitigada pela adicéo de diferentes
tags na regido N- ou C-terminal da proteina, as quais também facilitam a purificacdo
(TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019; GUPTA; SHUKLA, 2015).

No estagio subsequente a escolha da célula, tém-se a selecdo do vetor de expressao.
Esses vetores sdo plasmideos que carregam o gene codificador da proteina de interesse. Eles
devem conter os elementos necessarios para a expressdo génica, como 0 promotor - uma
sequéncia que recruta o complexo transcricional e inicia a transcricdo do gene em mRNA,
controlando a expressdo do gene clonado - e o sitio de ligacdo ao ribossomo - uma sequéncia
que recruta os ribossomos e cofatores para inicio da traducdo do mRNA em proteina.
Adicionalmente, esses vetores devem incluir uma marca de selegdo, frequentemente
correspondendo a um gene que confere a célula uma caracteristica selecionavel e (til,
forcando-a a manter o vetor de expressdo, como por exemplo resisténcia a um antibiodtico
especifico (PRIMROSE; TWYMAN, 2013).

Um dos vetores mais utilizados para a obtengdo de proteinas recombinantes em E. coli
é o vetor pET, que possui o promotor T7 indutivel. Nesse sistema, a transcricdo - e

consequentemente a tradugdo - € iniciada pela adi¢cdo de um indutor, como a lactose ou seu
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analogo o IPTG, estes se ligam a proteina repressora Lacl, liberando o promotor T7 para o
complexo de transcricdo (DUBENDORF; STUDIER, 1991; STUDIER et al., 1990).

Apos a inducdo da expressdao e a producdo da proteina de interesse € necessario
realizar o rompimento das células, pois em geral as proteinas sdo produzidas
intracelularmente.  Esse  processo € comumente realizado por técnicas de
congelamento/descongelamento e sonicacdo na presenca de detergentes (SHEHADUL;
ARYASOMAYAJULA; SELVAGANAPATHY, 2017). Por fim, é necessario realizar a
purificacdo, para proteinas que contam com a tag de histidina, 0 método mais comum € a
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). Essa técnica se baseia
na forte afinidade entre ions de niquel e a histidina, permitindo que proteinas com essa cauda
se liguem seletivamente a resina de niquel imobilizada na coluna. As proteinas que ndo
possuem a sequéncia de histidina séo eluidas, enquanto a proteina de interesse é retida. Apds a
ligacdo, a proteina alvo é eluida utilizando imidazol, um ligante que compete com a histidina
pela interacdo com o niquel (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

A producdo de proteinas recombinantes representa um eixo central na biotecnologia
contemporanea e, longe de ser trivial, é caracterizada por desafios em todas as suas etapas,
desde a escolha das células hospedeiras até os processos de expressao, purificacao e além. Os
paises que detém proficiéncia nessa técnica usufruem de maior independéncia na industria
biofarmacéutica, capacitando-se a exportar produtos de alto valor agregado. O engenheiro de
bioprocessos e biotecnologia, quanto profissional multidisciplinar, é indispensavel para

otimizacdo e escalonamento deste processo.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente trabalho objetivou a produgdo recombinante do RBD do virus SARS-CoV-
2 e sua aplicacdo no desenvolvimento de uma plataforma para bioprospeccao de inibidores de

fusdo baseada na interacéo entre o RBD e a enzima ACE2.

3.2 [ESPECIFICOS

e Preparo de células DH5a e BL21 (DE3) quimiocompetentes, transformacdo com o
vetor pET-28a/rRBD e selecdo dos transformantes.

e Propagacdo do plasmideo, confirmacédo da presenca e da identidade do inserto.

e Avaliacdo do crescimento das células BL21 transformadas.

e Determinacédo da concentracdo de indutor e do tempo de expressao.

e Producéo recombinante do RBD e purificacdo por cromatografia de afinidade.

e Avaliacdo da antigenicidade do rRBD produzido.

e Avaliacdo da interacdo entre o rRBD e a enzima ACE2 na presenca e auséncia de

inibidores de fusdo.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 PREPARO DE SOLUCOES

A composicdo, concentracdo e o preparo das solucBes utilizadas no trabalho
encontram-se descritas no apéndice A.

4.2 LINHAGENS, GENE E VETOR

As linhagens bacterianas E. coli DH5a, empregada para a amplificagdo do vetor, ¢ E.
coli BL21 (DE3), utilizada para a expressdo da proteina, foram obtidas da Thermo Fisher
Scientific e mantidas em colecdo em ultrafreezer a -80 °C. O gene sintético correspondente a
regido RBD do virus SARS-CoV-2 (NCBI YP_009724390.1) foi adquirido da empresa
GenOne Brasil (Rio de Janeiro, RJ) previamente clonado no vetor de expressdo pET-28a+
(pET-28a/rRBD), que incorpora um gene de resisténcia a canamicina, um sistema de inducéo
por IPTG e uma sequéncia de histidina na extremidade C-terminal, possibilitando sua
utilizacdo futura para a purificacdo da proteina. O esquema do plasmideo construido esta
apresentado na  Figura 4. Os primers comerciais T7  promoter (5°-
TAATACGACTCACTATAGGG-3") e T7 terminator (5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-
3’), empregados na etapa de amplificacdo, foram obtidos da Thermo Fisher Scientific. A
enzima conversora de angiotensina tipo Il humana (hACE-2) recombinante foi adquirida da
Sigma-Aldrich (SAE0064-10UG).
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Figura 4. Construcdo do plasmideo pET-28a/rRBD. Séo estruturas importantes: KanR - gene que
confere resisténcia ao antibidtico canamicina; Ori - origem de replicagdo; Lacl - gene que codifica a proteina
repressora do operon lac; T7 promoter - regido promotora para a T7 RNA polimerase; T7 terminator - regido
terminadora para a T7 RNA polimerase; RBS - sitio de ligagao ao ribossomo; RBD - gene sintético da regido

RBD do virus SARS-CoV-2.
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Fonte: GenOne, 2022.

4.3 PREPARO DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES

No dia anterior a inducdo da competéncia, células obtidas da colecdo foram
introduzidas em um volume de 5 mL de meio LB. Este indculo foi entdo submetido a uma

incubagéo overnigth em um agitador operando a 240 rpm e 37 °C. No dia seguinte - dia da
indugdo da competéncia - 5 mL de meio LB fresco foram inoculados com 50 pL do indculo
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obtido durante a noite, e esse cultivo foi crescido por aproximadamente de 2 horas. Apds a
fase de crescimento, as células foram submetidas a uma centrifugacdo a 12000 xg durante 3
minutos, resultando na separacdo do sobrenadante, que foi descartado, e do pellet celular
remanescente. Este Gltimo foi submetido a duas etapas de lavagem utilizando uma solucéo
gelada de CaCl, 100 mM. Em seguida, o pellet foi ressuspenso na mesma solugéo e submerso
em gelo por 30 minutos. Apds essa incubacdo, a suspensdo celular passou por uma nova
centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente descartado, e as células foram delicadamente
ressuspendidas em um volume de 300 pL de CaCl, 100 mM, sendo subsequentemente
separadas em aliquotas de 100 pL e congeladas até a proxima etapa, a transformacéo
(GREEN ; SAMBROOK, 2012).

4.4 TRANSFORMACAO E SELECAO

Uma aliquota contendo células competentes foi devidamente descongelada em banho
de gelo. A ela foi adicionado um volume aproximado de 1 pL da solucdo de plasmideo
recombinante (pET-28a/rRBD), equivalente a 50 ng do vetor. A reacdo permaneceu em gelo
por mais 25 minutos, sendo posteriormente submetida a um choque térmico de 90 segundos
em um banho a 42 °C, ap6s o qual foi prontamente devolvida ao banho de gelo, onde foi
mantida por mais 5 minutos. Apos esse periodo de repouso, uma quantidade de 1 mL de meio
LB fresco foi adicionada ao tubo, e as bactérias foram entdo incubadas em um shaker a 37 °C,
com agitagdo de 240 rpm, por aproximadamente 1 hora, com o intuito de permitir a
recuperacdo das células. Apds a fase de recuperacdo, 100 pL do cultivo foram dispostos em
uma placa de LB-Agar, contendo canamicina, para a selecio dos transformantes.
Simultaneamente, células ndo transformadas também foram plaqueadas como controle. As
placas foram entéo incubadas em estufa a 37 °C até a formacao visivel de colonias (GREEN ;
SAMBROOK, 2012).
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45 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

A extracdo de DNA plasmidial, ou miniprep do plasmideo bacteriano, foi executada
utilizando o kit comercial Concert™ Rapid Plasmid Mineprep (Life Technologies) conforme
as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Em resumo, uma col6nia de E. coli DHS5a
transformada foi cultivada durante a noite em 5 mL de meio LB suplementado com
canamicina, a 37 °C, sob agitacdo constante de 240 rpm. A partir deste cultivo, 3 mL foram
submetidos a centrifugacdo a 12000 xg por 5 minutos, seguido pelo descarte do sobrenadante
e ressuspensdo das células em 210 pulL do tampao G1 contendo RNAse A. Em sequéncia, foi
adicionado 210 pL do tampao G2, e a mistura foi homogeneizada por inversdo, mantendo o
tubo a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, 280 pL da solugdo G3 foram
adicionados, o tubo foi novamente homogeneizado por inversdo e submetido a uma
centrifugacdo de 10 minutos a 12000 xg. O sobrenadante obtido foi transferido para uma
coluna de ligacéo, acoplada a um tubo de coleta, e centrifugado a 12000 xg por 1 minuto. O
contetdo do tubo de coleta foi descartado, e a coluna foi lavada com 750 pL do tampio G4.
Apbs a lavagem, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL livre de DNAse e
RNAse, ¢ o DNA plasmidial foi eluido com a adi¢cdo de 70 pL de solucio TE. O DNA
plasmidial extraido foi quantificado utilizando o espectrofotbmetro NanoDrop e

posteriormente armazenado em freezer a -20 °C.

46 CONTROLE DE QUALIDADE DA CLONAGEM: ANALISE POR PCR E
SEQUENCIAMENTO GENETICO

Para verificar a presenca do inserto (gene rRBD) no plasmideo isolado das células
transformadas, a amplificagdo do gene foi realizada através da técnica de PCR convencional,
e a identificacdo do produto amplificado foi efetuada por meio de eletroforese em gel de
agarose. Para isso, 1 uL do DNA molde, 1 pL de cada primer (0,5 uM) e 0,2 pL da enzima
Taq DNA polimerase (2,5 U) foram adicionados a 20 puL do Master Mix e submetidos a ciclos

térmicos no termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems), conforme o Quadro 2.
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Quadro 2. Ciclos térmicos da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional para amplificacdo do gene de
interesse: fases de estabilizacdo, desnaturacéo, anelamento e extensdo, juntamente com temperaturas e tempos

correspondentes.
Repeticéo Fase Temperatura Tempo
1x Estabilizacdo 94 °C 3-5min
Desnaturagédo 94 °C 45 seg
30x Anelamento 55°C 30 seg
Extensao 72°C 1 min 30 seg
Estabilizacdo 72°C 5 min
1x
Manutengéo 4°C -

Fonte: Prépria Autora.

Apds a conclusdo dos ciclos térmicos, um gel de agarose a 1,5% foi preparado de
acordo com o apéndice A. Apds a polimerizacdo do gel, o pente foi retirado e a cuba foi
preenchida com TBE 1X. Em seguida, a régua molecular Quick Load 100pb (BioLabs) e o
produto da PCR, diluido em tamp&o de amostra na proporcéo 2:1, foram aplicados nos pocos.
Uma diferenca de potencial de 100 V foi aplicada para a migracdo do DNA até que o fronte
de migracdo se aproximasse do centro do gel. Apds a corrida eletroforética, o gel foi
documentado usando o sistema de fotodocumentacdo L-Pix (Loccus) para anélise.

A confirmacdo da identidade genética do gene presente no plasmideo pET-28a/rRBD
foi realizada por meio de sequenciamento de terminacdo da cadeia (método didedxi). Apds a
extracdo e quantificacdo do DNA plasmidial, uma reacdo de PCR foi conduzida para
sequenciar 0 gene de interesse, empregando os reagentes do kit BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) conforme as instrucdes do fabricante. Em um
microtubo de 200 pL, foram combinados 500 ng do pDNA molde, 1 pL do primer T7
promoter (3,2 uM), 1 uL do reagente BigDye™ Terminator e 3,5 uL do tampdo de
sequenciamento 5x. O volume da reagdo foi ajustado para 20 pL com &gua ultrapura. As

condicdes de reacéo estdo detalhadas no Quadro 3.
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Quadro 3. Ciclos térmicos da PCR para reacdo de sequenciamento: fases de estabilizagdo, desnaturacéo,
anelamento e extensdo, juntamente com temperaturas e tempos correspondentes.

Repeticdo Fase Temperatura Tempo
1x Estabilizacdo/Hot Start 94 °C 3 min
30x Desnaturagéo 94 °C 45 seg
30x Anelamento 55°C 30 seg
30x Extenséo 72°C 1 min 30 seg
1x Estabilizacédo 72°C 5 min
1x Manutencéo 4°C -

Fonte: Propria Autora.

Finalizada a reacdo, foi realizada a purificacdo do produto de PCR utilizando o kit
BigDyeTM X-Terminator (Applied Biosystems). Em suma, foram pipetados 45 pL do tampao
SAM e 10 pL da resina de precipitagdo de DNA sobre 10 pL do produto da reacdo de PCR. O
microtubo foi deixado em agitacdo vigorosa por 30 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, foi centrifugado por 2 minutos a 1000 xg. Apds centrifugacdo, as amostras foram
aplicadas no aparelho sequenciador 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Todo o
processo de sequenciamento de DNA foi realizado de forma terceirizada pelo Laboratorio
Multiusuario de Anélises Biomoleculares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP.

4.7 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Com o proposito de elucidar o padrdo de crescimento da cepa E. coli BL21
transformada com o plasmideo pET-28a/rRBD, extraido da E. coli DH5a, a obtencdo de uma
curva de crescimento se fez necessaria. Para tal, foi realizado o preparo de um inéculo em 5
mL de meio LB adicionado de canamicina, contido em um tubo Falcon. O indculo foi
submetido a um crescimento noturno sob agitagdo a 240 rpm e temperatura de 37 °C.
Posteriormente, uma aliquota de 1 mL desse cultivo foi transferida para um volume de 50 mL
de meio fresco contendo antibidtico. Esse novo cultivo foi incubado nas mesmas condigdes do

indculo anterior. A densidade otica (D.O.) do cultivo foi monitorada em intervalos de 20
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minutos por meio de um espectrofotdmetro Biowave DNA (WAP), até que a D.O. atingisse 0
valor de 1,0.

4.8 CONDICOES DE EXPRESSAO

Neste estagio, visando otimizar as condi¢Ges de expressdo, uma analise foi conduzida
com trés concentracdes de indutor e trés tempos do processo de expressdo. Inicialmente, um
indculo de E. coli BL21 transformada foi preparado em 20 mL de meio LB acrescido de
canamicina. Este foi submetido a um crescimento durante a noite, sob agitacdo de 240 rpm e
temperatura de 37 °C. No dia subsequente, foram estabelecidos dez cultivos com volume de
150 mL cada, que foram incubados sob as mesmas condi¢Ges do indculo até que atingissem
uma densidade ética (D.O.) de 0,4. Nesse ponto, procedeu-se com a inducdo da expressao
mediante a adi¢cdo de uma solucdo de IPTG e o abaixamento da temperatura para 28 °C. Os
cultivos entdo prosseguiram em incubacdo por diferentes intervalos de tempo. As diversas

condicdes experimentais avaliadas estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo de indutor IPTG e tempo de expresséo testados em cada cultivo.

Cultivo IPTG (mM) Tempo de Expresséo (h)

[EN

0,0 0
0,5
0,5
0,5
1,0
1,0
1,0
15

© 00 N o o B~ o w N

1,5
1,5

oo A N OB~ N O b

[
o

Fonte: Propria Autora.
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49 EXTRACAO E QUANTIFICACAO PROTEICA

Apols o término do periodo de expressdo, 0 meio de cultura foi submetido a uma
centrifugacdo a 1600 xg por 10 minutos a 4 °C, resultando na separacdo do sobrenadante e da
biomassa. O sobrenadante foi descartado, e a massa celular foi submetida a uma lavagem com
tampé&o apropriado. Para a obtencdo do extrato proteico, o pellet foi ressuspendido em 3 mL
de tampdo de lise e submetido ao rompimento celular com ultrassom de ponteira por um
periodo de 5 minutos, com intermiténcias de 30 segundos, sempre mantendo o tubo em
ambiente resfriado. Posteriormente, o lisado foi submetido a centrifugagdo a 2200 xg por 10
minutos a 4 °C, permitindo a separacdo do sobrenadante, que foi devidamente reservado, e do
pellet, que foi novamente ressuspendido em tampdo de lise. Ambas as fracdes foram
armazenadas a uma temperatura de -20 °C até a etapa subsequente. A quantificacdo da
proteina total presente em cada fragdo (pellet e sobrenadante) foi executada através da
utilizagdo do kit comercial Micro BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific), seguindo as
instrucdes do fabricante. De forma sucinta, 100 pL de cada amostra ou padrdo de proteina
foram adicionados a pocos de uma microplaca, sendo também adicionados 100 pL do
reagente de trabalho. A placa foi agitada durante 30 segundos, vedada e entdo incubada a 37
°C por um periodo de 2 horas. Apds a conclusdo da incubacdo, a absorbancia foi medida a

562 nm por meio do leitor de placas GO accuSkan (Fisher Scientific).

410 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO E AVALIACAO DAS CONDICOES
TESTADAS

Com o objetivo de verificar a expressao do rRBD e identificar as condi¢des mais
propicias, 0s extratos proteicos foram submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida
12%. Para a preparacao deste gel de resolucdo, os componentes listados na Tabela 2 foram
cuidadosamente combinados e introduzidos no aparato de fundi¢do do gel. Em seguida, uma
camada de etanol foi aplicada sobre a superficie do gel, evitando a formac&o de menisco, € 0
sistema foi deixado em repouso durante 30 minutos. Posteriormente, 0 excesso de etanol foi

eliminado utilizando-se um papel filtro, e os componentes do gel de empilhamento foram
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dispostos sobre o gel de resolugcdo. O pente foi inserido para criar 0s pocos, e o gel de

empilhamento foi mantido em repouso por 1 hora.

Tabela 2. Composic¢do dos géis de poliacrilamida para eletroforese.

1 Gel de Resolugdo 12% 1 Gel de Empilhamento 4%

Agua Ultrapura 2,8 mL 3,9mL
Tampéo do gel de Resolucdo 2,6 mL .
Tampao do gel de Empilhamento - 500,0 uL
Acrilamida-Bis Acrilamida 37,5:1 (40%) 2,4 mL 500,0 puL
SDS 20% 200,0 pL 100,0 L
Persulfato 10% 20,0 pL 16,0 uL
TEMED 8,0 uL 8,0 pL

Fonte: Prépria Autora.

Com o fim do repouso, o gel foi inserido na cuba de eletroforese que foi preenchida
com tampdo de corrida e o pente foi retirado. As amostras foram diluidas 3:1 em tampédo de
amostra e fervidas em bloco seco por 5 min a 95 °C e entdo aplicadas nos pocos. A corrida
eletroforética ocorreu a 100 V para o gel de empilhamento e 200 V para o gel de separacédo,
totalizando cerca de 1h30min. O gel foi entdo transferido para um recipiente com solugédo de
coloracdo diluida 1:9 e foi deixado sob agitacdo overnight. Apos coloracdo, a solucdo
colorante foi substituida por solucdo de descoloracdo 1x e o gel foi deixado sob agitacdo até

as bandas estarem evidentes.

4.11 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR IONS
METALICOS IMOBILIZADOS (IMAC)

A fim de purificar o rRBD produzido foi conduzida uma purificacdo cromatogréafica
com a coluna HisTrap™ High Performance (Cytiva 17-5247-01) de 5 mL. Primeiramente, a

coluna foi lavada com 15 mL de &gua ultrapura, a fim de retirar a solu¢do de estoque (etanol
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20%). Em seguida, a mesma foi equilibrada por meio da introdugéo de 25 mL de solugéo de
ligacdo para preparar o leito cromatografico. A amostra, acrescida de 20 mM de imidazol, foi
filtrada por uma membrana de 0,22 um e entdo aplicada na coluna. Para remover as proteinas
ndo ligadas, realizou-se uma lavagem com 50 mL de solucdo de ligacdo. A eluicdo das
proteinas ligadas ocorreu em um passo Unico através da injecdo de 50 mL de solucdo de
eluicdo contendo 500 mM de imidazol. Apos a etapa de elui¢do, a coluna foi novamente
lavada com 50 mL de agua ultrapura e armazenada em etanol 20% para sua preservacdo e
futuras purificacdes.

Para a construcdo do perfil cromatografico, foram recolhidas amostras a cada 5 mL
eluidos da coluna. A concentragcdo de proteinas foi determinada pelo kit comercial Micro
BCATM Protein Assay (Thermo Scientific) conforme item 4.9.

4.12 DETECCAO DO RRBD: WESTERN BLOT

Para a deteccdo do rRBD, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida, e
finalizada a corrida, deu-se inicio a transferéncia semiseca das proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose de 0,45 pm, esta foi realizada no equipamento Multiphor I1
Electrophoresis System (Pharmacy), a uma tensdo de 0,8 mV.cm? por 1 hora, utilizando
papéis filtros embebidos em tampédo de transferéncia para envolver a membrana e o gel. A
qualidade da transferéncia e a eventual presenca de bolhas foi avaliada com corante Ponceau
S. O bloqueio da membrana foi realizado com solucédo de blogueio por 2 horas sob agitagéo.

Apoés bloqueio, a membrana foi incubada com solucdo contendo o anticorpo
monoclonal primério anti-6xHisTag conjugado com HRP (3D5) (Thermo Fisher, Catalogo:
R931-25) na diluicdo de 1:3000, a temperatura ambiente por cerca de 16h. As membranas
foram entdo lavadas trés vezes com PBS-T, e submetidas a revelagdo com solugdo de DAB
(0,06%) e peroxido de hidrogénio (0,03%) em PBS. Uma vez detectado o aparecimento das
bandas, a membrana foi lavada com &gua purificada para cessar a reacdo de revelagdo, e 0

excesso de agua foi removido com papel filtro. A membrana foi entdo fotodocumentada.

4.13 AVALIACAO DA REATIVIDADE DO RRBD



39

Com o objetivo de avaliar a reatividade do rRBD nas amostras, bem como reafirmar a
sua expressao, foi empregada a técnica de imunodot. Para tal, foram aplicados 3 pL de cada
amostra sobre membranas de nitrocelulose, as quais foram posteriormente secas a temperatura
ambiente e transferidas para tubos de 2 mL. Para o procedimento de blogqueio, as membranas
foram tratadas com uma solugdo bloqueadora por um periodo de 2 horas. Apos o bloqueio as
membranas foram entdo incubadas durante a noite a 4 °C com agita¢do constante, utilizando o
um pool de anticorpos neutralizadores anti-RBD da empresa Abbott diluidos 1:100 em
solucdo de bloqueio. No dia subsequente, as membranas foram submetidas a 3 lavagens e,
posteriormente, foram incubadas com o Anticorpo Secundario (anticorpo anti-lgG humana
conjugado com peroxidase) por um periodo de 1 hora. Mais uma vez, repetiu-se o
procedimento de lavagem e as membranas foram incubadas com solucéo de revelacéo até que
0s pontos de interesse se tornassem visiveis. A reacao foi interrompida mediante a lavagem

com agua ultrapura.

4.14 AVALIACAO DA INTERACAO RBD-ACE2 POR FLUORIMETRIA

Esta etapa foi conduzida em microplacas pretas em temperatura ambiente, com um
volume final de 200 pL em cada poco. Inicialmente, foram adicionados 1 ng de ACE2 em
tampdo de ensaio (75 mM de Tris-HCI e 300 mM de NaCl, pH 7,5). Posteriormente, foram
acrescentados 10 pL da solucdo contendo o rRBD e/ou Inibidores em diferentes diluigdes, 0s
quais foram incubados a 37 °C por 30 minutos. A ativacdo das reacdes ocorreu com a adicao
de 160 uM do substrato (peptideo fluorogénico Mca-APK(Dnp)-OH). As unidades relativas
de fluorescéncia (RFU) foram registradas utilizando um leitor de microplacas Synergy H1
(BioTek), com comprimentos de onda (L) de excitacdo e emissdo ajustados para 320 nm e 405
nm, respectivamente. A leitura foi realizada no modo cinético, com intervalos de 20 minutos
ao longo de aproximadamente 2 horas.

Neste experimento sdo utilizados - como modelo de inibidores de fusdo - dois
controles positivos do kit comercial SARS-CoV-2 IgG Quant Architect da Abbott (cdd.
H13810R02). Este kit é utilizado para a determinacdo qualitativa e quantitativa de anticorpos
IgG contra 0 SARS-CoV-2. Os controles contém plasma humano positivo para esses

anticorpos e apresentam valores de concentracdo alvo de aproximadamente de 600 AU/mL.
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O teste t de Student foi utilizado para determinar a significAncia estatistica nas
comparacOes entre as médias. Cada experimento foi realizado pelo menos em duplicata. Um
nivel de significancia estatistica de 0,05 foi empregado e todo p-valor 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INDUCAO DA COMPETENCIA, TRANSFORMACAO E SELECAO DA E. COLI
DH5A

Diversas espécies bacterianas, por natureza, ndo apresentam a competéncia para a
captacdo de material genético, 0 que torna necessario induzir essa habilidade artificialmente
(HANKE, 1995). Entre os métodos mais comuns, destaca-se a utilizacdo do cloreto de calcio
(CaCly), cuja funcdo é a modificacdo da membrana celular e a estabilizacdo das cargas
negativas do DNA para que sua entrada seja facilitada (HANKE, 1995; MANDEL,; HIGA,
1970).

As etapas de inducdo da competéncia e subsequente transformacdo da linhagem
bacteriana DH5a foram executadas conforme detalhado nos tépicos 4.3 e 4.4. Essas etapas
foram executadas com sucesso. A eficiéncia foi evidenciada pelo notavel crescimento de
clones nas placas seletivas (Figura 5A). Além disso, a funcionalidade do antibidtico
empregado foi confirmada, uma vez que as células ndo transformadas ndo demonstraram

crescimento no meio seletivo (Figura 5B).

Figura 5. Placas seletivas de meio LB contendo Canamicina. A) Crescimento de células DH5a. transformadas

com o plasmideo pET-28a/rRBD. B) Crescimento de células DH5a ndo transformadas.

Fonte: Propria Autora.
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O grande rendimento observado (Figura 5A) é coerente com as expectativas, uma vez
que essa cepa foi meticulosamente modificada para maximizar a eficiéncia de transformagéo.
Idealizada pelo bidlogo Douglas Hanahan, essa linhagem abarca duas mutagdes cruciais. A
primeira delas diz respeito a mutacdo recAl, que consiste na alteracdo pontual do gene que
codifica a proteina recA, levando a substituicdo da glicina 160 por uma asparagina. Essa
mutacdo resulta na inativacdo de diversas recombinases e, consequentemente, da
recombinacdo homdloga. Isso confere estabilidade ao material genético exdgeno. A segunda
mutacdo, denominada endAl, também € pontual e afeta o gene que codifica a endonuclease-1.
Nesse caso, a substituicdo do acido glutdmico 208 por uma lisina leva a inativacdo dessa
enzima, protegendo o plasmideo contra degradacdo (TRIVEDI et al., 2014; HANAHAN,
1983). Tais caracteristicas justificam a selecdo dessa linhagem para a amplificacdo e

preservacdo do plasmideo pET-28a/rRBD na colecdo do laboratdrio.

5.2 CONFIRMACAO DA PRESENCA DO GENE POR PCR

Apbs a transformacao, foi conduzido um cultivo para verificar a presenca do inserto e
assegurar que os clones selecionados ndo carregavam vetores vazios, 0 que inviabilizaria a
producdo. O cultivo de 5 mL foi realizado com meio LB contendo canamicina, seguido da
extracdo do DNA plasmidial conforme procedimento delineado na secdo 4.5. Como resultado
foi obtida uma solucdo com volume aproximado de 70 pL.

A avaliacdo do éxito e da qualidade da extracdo foi conduzida por meio de leituras no
espectrofotdbmetro NanoDrop. Este instrumento permite a quantificacdo da absorbéncia da
amostra em diferentes comprimentos de onda e a obtencdo das relacGes entre eles. Na anélise
de DNA, trés comprimentos de onda sdo relevantes: (1) 260 nm, associado aos acidos
nucleicos, (2) 280 nm, relacionado as proteinas e a alguns compostos fendlicos, e (3) 230 nm,
relativo a componentes como carboidratos e guanidina. A relacdo entre a absorbancia a 260
nm e as outras permite inferir sobre a presenca de contaminantes na amostra e a qualidade da
extracdo. Valores de A260/280 maiores ou iguais a 1,8 e valores de A260/230 entre 1,8 e 2,2
sdo considerados indicativos de pureza para amostras de DNA (THERMO SCIENTIFIC,
2019). A solugdo de DNA plasmidial, proveniente do cultivo apresentou A260/280 de 1,8,
A260/230 de 2,1 e concentracdo de DNA de 57,5 ng/pL. Dessa forma, pdde-se concluir que a

extragdo foi bem-sucedida e que foi obtido material genético de boa qualidade.
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Apos a confirmacdo da extracéo, foi realizado um ensaio de PCR convencional, e 0s
produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, ambos
conforme detalhado na secdo 4.6. Ao término da eletroforese e da analise do gel em um
transiluminador, observou-se a presenca de uma banda intensa na amostra (Figura 6), cujo
tamanho correspondeu ao esperado, aproximadamente 700 pb. Esses resultados confirmam a

presenca do gene de interesse no clone selecionado.

Figura 6. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% do produto de amplificacao.

Fonte: Prépria Autora.

Para confirmar a identidade genética do inserto, procedeu-se o sequenciamento do
amplicon, conforme descrito na se¢do 4.6. Vale ressaltar que, como parte do controle de
qualidade, o fornecedor GenOne realizou o sequenciamento completo do plasmideo,
disponibilizando os respectivos arquivos para analise. Na Figura 7A, é evidente que a
sequéncia obtida por meio do Laboratorio Multiusuario de Anéalises Biomoleculares se alinha
com a regido correspondente ao rRBD no plasmideo pET-28a/rRBD, confirmando sua
identidade. Na Figura 7B, € exibido o eletroferograma fornecido pela GenOne, destacando-se
0 sitio da enzima Xbal, o sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS) e o cddon que codifica a
metionina (Met), primeiro aminoacido do rRBD, bem como os demais codons subsequentes.

A presenca de picos nitidos no eletroferograma denota a alta qualidade do sequenciamento.
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Ao comparar ambas as sequéncias (fornecedor e propria), pode-se concluir que o processo de
sintese e clonagem do gene RBD transcorreu de forma satisfatoria. A sequéncia recebida
coincide com a solicitada, e todo o processo de construcdo do plasmideo transcorreu sem
introducdo de mutagdes ou cddons de terminacdo prematuros (TGA, TAG, TAA), os quais
poderiam interromper precocemente a expressao e comprometer a integridade da biomolécula

a ser produzida.

Figura 7. Sequenciamento do gene RBD e controle de qualidade. A) Destaque para a regido onde a sequéncia
obtida (S) se alinha com a sequéncia fornecida do plasmideo pET-28a/rRBD. B) Eletroferograma correspondente

ao sequenciamento realizado pela GenOne indicando o inicio da construgdo do rRBD.

A
o —< KanR [ ori >_@
T7 promoter ! (Jac operator) 6XHIS) T7 Reverse
lacl promoter! T7 Fow \l RBS MCS T7 terminator
| I | |
lacl 1Y RBD -E). cee
B
-40 35 -12 -7 +1 +3
CCCTCTAG AATTTTGTTT CTTTAAG GGAGATATACCATGGGC CGC

Fonte: Propria Autora.

Esses resultados estdo em consonancia com o relatério de qualidade fornecido pela
GenOne, juntamente com o vetor, que certifica a exceléncia do produto. O relatério detalhado,
o eletroferograma completo e o alinhamento das sequéncias estdo disponibilizados no Anexo

A, Anexo B e Apéndice B, respectivamente.

53 TRANSFORMACAO DA E. COLI BL21 (DE3) E AVALIAGCAO DO SEU PERFIL
DE CRESCIMENTO
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Apo6s a confirmagdo da presenca do gene e da qualidade do vetor, conduziu-se a
inducdo da competéncia, transformacédo e selecdo das células BL21 (DE3), conforme secdo
4.3 e 4.4, utilizando a solucdo de DNA plasmidial extraida da E. coli DH5a. Estas etapas

foram conduzidas com sucesso, conforme observa-se na Figura 8.

Figura 8. Placa seletiva de meio LB contendo Canamicina com o crescimento de células BL21 (DE3)

transformadas com plasmideo pET-28a/rRBD.

Fonte: Prépria Autora.

A linhagem E. coli BL21 (DE3), diferentemente da DHSa, ndo apresenta as mutagdes
recAl e endAl. Por consequéncia, essa linhagem ndo € ideal para a propaga¢do e manutencdo
de plasmideos estaveis (pDNA). No entanto, uma vez transformada, demonstra notavel
aptiddo para a expressao de proteinas heter6logas. Esta caracteristica é respaldada por sua
deficiéncia em diversas proteases, 0 que reduz a degradacdo das proteinas recombinantes.
Adicionalmente, a BL21 apresenta alta velocidade de crescimento e habilidade para atingir
elevadas densidades celulares (ROBICHON et al., 2011; PHUE et al., 2008).

A fim de avaliar o perfil de crescimento do clone escolhido e determinar o melhor
momento para a inducdo da expressdo, foi realizado um cultivo desse clone de BL21 (DE3)
transformada com o plasmideo pET-28a/rRBD e um de BL21 (DE3) ndo transformada,
conforme descrito na secdo 4.7. Atraves da elaboracdo das curvas de crescimento,
considerando os valores de D.O. e o tempo (Figura 9), pode-se concluir que a introducéo do
plasmideo ndo exerceu impacto negativo sobre o padrdo de crescimento celular em meio

seletivo, uma vez que o perfil de crescimento entre a linhagem transformada e néo
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transformada permaneceu 0 mesmo. Ambos os perfis apresentam as fases de crescimento

esperadas: laténcia, logaritmica e estacionaria.

Figura 9. Curvas de crescimento da E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo pET-28a/rRBD (BL21

T) em meio seletivo, e da E. coli sem a transformacdo (BL21) em meio néo seletivo.
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Fonte: Propria Autora.

Com base na analise do perfil de crescimento da BL21 (DE3) transformada, foi
determinado que o periodo mais adequado para a inducdo da expressao situa-se entre 2h e
2h30min apds a inoculagdo. Durante esse intervalo, as células alcangaram uma densidade
oOtica (D.O.) entre 0,4 e 0,6, indicativo do meio da fase logaritmica (mid-log), caracterizada
pela maxima velocidade de crescimento e alta capacidade de traducdo proteica. Nesse
contexto, a populacdo bacteriana apresenta um grande contingente de células em pleno
processo de traducdo, o que é fundamental para a producdo eficiente do rRBD. A realizacdo
da inducéo fora dessa janela temporal pode resultar na queda do rendimento final, uma vez
que na fase de laténcia as células ainda estdo se adaptando as condi¢Ges do ambiente de
cultivo e contam com uma populacdo diminuta. Por outro lado, na fase estacionaria, a
populacédo celular j& alcancou seu pico de crescimento, levando a uma taxa significativa de
mortalidade e a uma competi¢do por recursos escassos (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Portanto, 0 momento de inducgéo escolhido otimiza a produgéo do rRBD.
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5.4 CONDICOES DE EXPRESSAO

A producédo do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) do virus SARS-CoV-2 em E.
coli tem sido objeto de pesquisa na literatura cientifica, onde a maioria dos trabalhos utiliza
temperaturas de crescimento muito proximas, cerca de 37 °C, e quase sempre apés a indugdo
da expressdo, a temperatura é abaixada para favorecer o enovelamento do rRBD (GAO et al.,
2021; LI et al.,, 2021 ; SU et al., 2021 ; YANG et al.,, 2020). No entanto, existe uma
divergéncia quanto a concentracdo de indutor e o tempo de expressdo. Neste cenario, foram
conduzidos 10 cultivos distintos com o intuito de investigar a melhor concentragédo de IPTG,
0 melhor tempo de expressdo e a possivel influéncia desses fatores na producéo do rRBD.
Esses cultivos seguiram o protocolo delineado na secdo 4.8. Apos a conclusdo de cada ensaio,
procedeu-se a obtencdo do extrato proteico por meio da lise celular e separacdo do
sobrenadante seguindo os procedimentos detalhados na secdo 4.9. Para a quantificagdo de
proteina total foi elaborada uma curva utilizando-se albumina como padrdo de referéncia,

representada na Figura 10.

Figura 10. Curva de calibragéo com o padréo de albumina do Kit Micro BCA™ Protein Assay para

quantificacdo de proteina total dos extratos proteicos.
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Fonte: Propria Autora.

Conforme evidenciado na Figura 10, a regressdo linear aplicada aos dados
experimentais gerou um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9967, indicando um ajuste
satisfatorio da linha aos pontos observados e assim a equacdo resultante, y = 0,0078x +

0,0226 (1) demonstrou-se apropriada para a determinacdo da concentracdo proteica dos
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extratos. Com a curva-padréo estabelecida, as amostras foram submetidas aos procedimentos
delineados na secdo 4.9: diluicdo, adicdo dos reagentes, incubacdo e mensuracdo da
absorbancia em triplicata a 562 nm. Com as médias das absorbancias e a aplicacdo da equacéo
supracitada, a concentracdo total de proteina em cada extrato foi estimada. Os resultados
obtidos foram compilados e estdo apresentados no Apéndice B.

Para avaliar os efeitos das diferentes condigdes testadas, os extratos proteicos foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e subsequentemente corados
com solucédo de azul de Coomassie. Através da padronizacdo das quantidades de proteina total
carregadas em cada poco, tornou-se possivel a comparagdo das bandas correspondentes ao
rRBD e, assim, a analise das condi¢fes avaliadas. Com base nas concentracBes estimadas,
estabeleceu-se a aplicacdo de 40 pg de proteina total para a fracdo pellet (insoltvel) dos
extratos e 4 pg para as fracdes de sobrenadante (sollveis), uma vez que a presenca proteica
nessa Ultima fracdo é reduzida e ha uma limitacdo no volume que pode ser aplicado no gel. O
procedimento de corrida eletroforética se deu conforme descrito na segdo 4.10, resultando na

obtencdo de trés géis distintos, os quais sao apresentados na Figura 11.

Figura 11. Analise eletroforética em gel de poliacrilamida 12%. A) Fragdo insoltvel (pellet) do extrato sem

inducdo da expressdo. B) Fracdo insoltvel (pellet) dos extratos com inducdo. C) Fracdo soltvel (sobrenadante)

dos extratos com inducéo.
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Fonte: Propria Autora.

Na analise dos géis de poliacrilamida nota-se a presenca de uma banda em 37 kDa em
todos os cultivos, esta banda refere-se a enzima aminoglicosideo transferase (KanR),
responsdvel pela resisténcia ao antibidtico canamicina, marca de selegdo presente no
plasmideo. No cultivo sem indugéo (Figura 11A), o controle negativo do experimento, nao se
observa a presenca de bandas em 25 kDa, peso molecular correspondente ao rRBD. J& nos

cultivos onde houve a inducdo observa-se essa banda na fracdo pellet (Figura 11B), o que
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indica a presenca do rRBD. Na fracdo sobrenadante (Figura 11C), as bandas em 25 kDa néo
sdo claramente definidas, devido a baixa presenca de proteinas totais nesta fracdo. A maior
concentracdo de proteinas totais é encontrada na fracdo pellet, o que, de certa forma, é o
esperado tratando-se da producdo recombinante em sistema procarioto (OVERTON, 2014;
GUPTA ; SHUKLA, 2015). Por esse motivo, o tampdo de lise utilizado nas etapas seguintes
foi melhorado pela adi¢do de lisozima (4 mg/mL), TritonX-100 (2% v/v) e um coquetel
inibidor de protease (ThermoFisher — 78429) (10 uL/mL). Todos os cultivos exibiram uma
presenca satisfatoria e similar da banda correspondente ao rRBD, isto &, as condicdes testadas
ndo apresentaram diferengas significativas entre si. Por isso, com base na prevaléncia da
literatura, definiu-se a utilizacdo de 1 mM de indutor IPTG e 4 horas de expressdo para a
producdo do rRBD (GAO et al., 2021; SU et al., 2021).

A corrida das amostras no gel de poliacrilamida € uma etapa indicada para o controle
de qualidade do processo de expressdo, uma vez que ela torna possivel constatar a presenca de
bandas proteicas de tamanhos especificos, que podem ou ndo estar relacionadas ao produto de
interesse. Dessa forma, um gel corado por coomassie ndo confirma a presenca efetiva da
biomolécula alvo, este fato sé pode ser constatado ao aplicar-se uma técnica de identificacéo
com especificidade suficiente para identificar a presenca inequivoca do alvo, o que foi
realizado e esta apresentado na secédo 5.5.

55 PRODUCAO, PURIFICACAO E DETECCAO DO RRBD

A producdo do rRBD se deu conforme descrito no item 4.8 com as condigdes
determinadas no item 5.4. Apds a conclusdo do cultivo, procedeu-se a obtencdo do extrato
proteico conforme detalhado na secdo 4.9 com a aplicacdo do novo tampao de lise. Para
atestar a producdo, os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e subsequentemente corados com solucéo de azul de Coomassie.
O procedimento de corrida eletroforética ocorreu conforme descrito no item 4.10, e o

resultando é apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida 12%. PM - Padrédo de peso molecular; 1 - Fracdo
soltvel (sobrenadante) sem indugdo; 2 - Fracao solGvel (sobrenadante) com indugdo; 3 - Fracao insoltvel (pellet)

sem inducdo; 4 - Fracdo insoluvel (pellet) com indugéo.
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Fonte: Prépria Autora.

O novo tampéo de lise se mostrou efetivo, como observado na Figura 12, a maior
fracdo de proteinas totais se encontra agora no sobrenadante, tornando possivel a purificacdo
do RBD a partir dessa fracdo. Apds a expressdo e rompimento celular, a fracdo soluvel
(Figura 12-2) foi entdo submetida a purificacdo em coluna de niquel conforme item 4.13. O
perfil de cromatografico desta etapa pode ser divido em 3 momentos: aplicacdo da
amostra/ligacdo das proteinas a resina, eluicdo das proteinas nao ligadas e finalmente eluicao
da proteina de interesse. Conforme observa-se na Figura 13, até o volume de 50 mL, tém-se a
lavagem das proteinas ndo ligadas, e assim é possivel observar a densidade Optica se
aproximar de zero, indicando sua remog¢do. A partir dos 50 mL até os 70 mL de volume

processado, tém-se a eluicdo da proteina de interesse, fato indicado pelo pico na absorbancia.
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Figura 13. Perfil de purificacdo do rRBD por cromatografia de afinidade por ions imobilizados.
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Fonte: Prépria Autora.

As fracbes de 50 a 70 mL de volume eluido, onde encontra-se o rRBD, foram
combinadas e submetidas a uma etapa de dialise em membrana de 10kDa objetivando
remover o excesso de imidazol e promover a renaturacdo do rRBD trocando o solvente para
PBS.

Apos a diélise, uma amostra da solugdo de rRBD foi submetida novamente a SDS-
PAGE com posterior imunodeteccdo por western blot, conforme item 4.11. O resultado esta
apresentado na Figura 14. No poc¢o 1, foi aplicada uma amostra de extrato proteico ndo
submetido a inducdo, onde ndo pode ser observada a marcacao de nenhuma proteina. No po¢o
2, uma Unica banda na altura esperada foi marcada com anticorpo especifico, logo, pode-se
concluir que o rRBD foi produzido, purificado e identificado de forma satisfatoria. Por fim,
estimou-se a concentragdo da solucdo de rRBD purificado em 5 pg/pL, conforme descrito na

secdo 4.9 e pela aplicacao da Equacéo 1.
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Figura 14. Identificacdo do rRBD pela técnica de Western blot com revelacdo colorimétrica por DAB. 1)
Extrato do cultivo sem indugdo da expressdo por IPTG. 2) Fracdo soltvel purificada por IMAC.
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Fonte: Propria Autora.

5.6 AVALIACAO DA REATIVIDADE DO RRBD

Para avaliar a reatividade do rRBD produzido e purificado, uma amostra da solugéo e
uma amostra de extrato proteico sem inducdo da expressdo foram submetidas ao dot blot
conforme item 4.12. O resultado encontra-se na Figura 15. No grupo controle, sem inducéo,
ndo foi observada nenhuma reatividade com os anticorpos neutralizadores presente no pool
utilizado, o que sugere a auséncia do rRBD no controle. Por outro lado, na amostra contendo
0 rRBD purificado, a reacdo com o pool foi claramente evidenciada, demonstrando a
reatividade do rRBD com anticorpos neutralizadores anti-RBD. Além da producdo e

purificacdo, fica provada a reatividade esperada do produto.
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Figura 15. Avaliacdo da reatividade do rRBD com o pool de anticorpos através da técnica de dot blot. (-) extrato

do cultivo sem indug&o. (+) rRBD purificado por IMAC.

(=) (+)

Fonte: Propria Autora.

5.7 PROVA DE CONCEITO DA PLATAFORMA PROPOSTA

O presente trabalho objetivou inovar o processo de desenvolvimento de inibidores de
fusdo contra o virus SARS-CoV-2 desenvolvendo uma plataforma para a bioprospeccéo
destes medicamentos. Atualmente, o processo padrdo ouro é laboroso e necessita do uso de
cultura de células. No mercado, ha algumas tecnologias disponiveis para escalonar e
simplificar o fluxo de trabalho, como é o caso dos kits cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization
Antibody Detection Kit (GenScript) e SARS-CoV-2 Neutralizing Antibodies Detection Kit
(AdipoGen). Estes métodos sdo desenhados para detectar especificamente anticorpos
neutralizadores, um dos grupos de medicamentos que podem ser aplicados como inibidores de
fuséo, em amostras de soro, através da atividade da enzima HRP, conjugada com o RBD ou
com a ACE2 (MULLER et al., 2021; TAN et al., 2020; GRIGOROV et al., 2011).

Também é interessante pontuar que ACE2 por si s6 é uma enzima carboxipeptidase
muito bem caracterizada na literatura cientifica, com diversos métodos disponiveis para que
sua atividade seja avaliada empregando peptideos fluorogénicos (WYSOCKI; SCHULZE;
BATLLE, 2019; XIAO; BURNS, 2017). Um dos métodos utilizados tém como base o
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peptideo Mca-APK(Dnp)-OH, que ao ser hidrolisado por ACE2, permite a deteccdo desta
atividade pela emissao do fluoréforo Mca (&cido 7-metoxicoumarin-4-acético) em 380 nm.

O conceito central da plataforma proposta no presente trabalho gira em torno desta
atividade peptidase de ACE2 e de sua modulacéo pela interacdo com o RBD do virus SARS-
CoV-2. Na literatura, um estudo publicado por Lu e Sun (2021) demonstrou uma influéncia
direta tanto da Spike do SARS-CoV-2 quanto do SARS-CoV-1 na atividade enzimatica da
ACE2. Diversas consequéncias fisiologicas podem ser teorizadas com essa descoberta, como
uma possivel explicacdo para os problemas cardiovasculares decorrentes da COVID-19, que
vem sendo estudados, entretanto, o presente trabalho buscou explorar outro lado desta: a
aplicacdo do aumento na atividade como base para identificar potenciais inibidores da
interacdo RBD-ACE2.

Para a prova de conceito da plataforma, ACE2 foi aplicada na placa de reacdo sem a
presenca de nenhum inibidor ou do rRBD anteriormente produzido, a fim de obter-se uma
curva basal do consumo do substrato fluorogénico, e em um segundo momento, o rRBD foi
adicionado ao sistema a fim de avaliar sua influéncia sobre a atividade de ACE2. Os dados

podem ser conferidos na Figura 16.

Figura 16. A) Consumo de substrato fluorogénico Mca-APK(Dnp)-OH pela ACE2 na presenca de diferentes
concentracdes do rRBD (500, 50, 5 e 0 nanogramas, respectivamente). B) Fluorescéncia observada para cada

concentracdo de rRBD em 100 minutos de reacéo.
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Fonte: Propria Autora.

Na Figura 16A, a curva “Controle” apresenta o consumo de substrato por ACE2 na
auséncia do rRBD, e pode-se observar que a fluorescéncia méxima alcancada é de
aproximadamente 17 mil RFU em 120 minutos, que sera considerado o consumo basal da

enzima para o presente trabalho. Em um segundo momento, a atividade de ACE2 foi testada
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na presenca do rRBD em diferentes concentragdes. Como esperado, ao incluirmos o rRBD,
foi possivel observar um aumento expressivo no consumo de substrato por ACE2. Para a
maior concentracdo de rRBD adicionada (500 ng), as leituras em 120 minutos ndo puderam
ser determinadas pois excederam o limite superior do equipamento, logo, optou-se por
analisar os dados em 100 minutos de reacdo. Nesse tempo, 0 consumo de substrato no
controle foi de aproximadamente 16 mil RFU.

Nesta concentracdo (500 ng de rRBD), o aumento atingiu 5,9 vezes (p 0,01) o
consumo basal do substrato, alcangando mais de 93 mil RFU (Figura 16B). Na concentragédo
intermediéaria (50 ng de rRBD), o aumento foi de 4,7 vezes (p 0,03), e na menor concentracdo
de rRBD aplicada (5 ng), o aumento no consumo foi de cerca de 3,3 vezes (p 0,048). Esse
experimento confirma os dados da literatura, baseados na proteina Spike e no RBD, e
demonstra que o rRBD produzido é um potente modulador da atividade de ACE2. E
interessante, e importante, ressaltar que o peptideo Mca-APK(Dnp)-OH se mostrou adequado
para essa aplicacdo, uma vez que ele ndo foi utilizado no estudo original.

Por fim, um terceiro experimento buscou testar a hipdtese de que, ao
bloquearmos a interacdo entre o rRBD e a ACE2, o consumo de substrato retornaria para
niveis proximos ao basal anteriormente observado. Para tal, o rRBD foi previamente
neutralizado com dois pools de anticorpos anti-RBD descritos no item 4.14. Aqui, a
concentracdo de 50 ng de rRBD foi escolhida para os testes, sendo ela a diluicdo de partida
para a neutralizacdo e a utilizada como controle positivo do ensaio. Esses dados podem ser
consultados na Figura 17.

Ao neutralizarmos o rRBD antes de sua incuba¢do com ACE2, o aumento do consumo
de substrato foi fortemente afetado. Na menor diluicdo utilizada dos inibidores A e B (1:10),
os valores de RFU chegaram a no maximo 6 mil (p 0,02 para ambos), valor inferior ao basal
observado. Na diluicdo intermediaria (1:100), o consumo de substrato atingiu de 20 a 25 mil
RFU (p 0,02 e p 0,03 para A e B, respectivamente), enquanto que na maior diluicdo, a
variacdo em RFUs ficou de 55 a 70 mil (p 0,05 para A e p 0,02 para B).

Os resultados confirmam que a prévia neutralizagdo do rRBD com anticorpos reduz
sua capacidade de modular a atividade de ACE2 e afetar o consumo do substrato
fluorogénico. Tal diminuicdo observada €& proporcional a concentracdo de anticorpos
neutralizadores aplicados na placa de ensaio. Apenas o inibidor A na diluicdo de 1:1000 n&o
atingiu significancia estatistica, o que nao invalida o resultado, uma vez que, quanto maior a

diluicdo, mais préximos sdo os resultados do valor controle.
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Figura 17. Neutralizacdo do rRBD e o efeito na atividade de ACE2. A) Curvas cinéticas da reacdo de ACE2

com o peptideo fluorogénico Mca-APK(Dnp)-OH na presenga de 50 ng de RBD e diferentes concentragdes do

Inibidor A. B) Fluorescéncia observada para cada concentracdo de Inibidor A em 120 minutos. C) Curvas

cinéticas da reacdo de ACE2 com o peptideo fluorogénico Mca-APK(Dnp)-OH na presenca de 50 ng de RBD e

diferentes concentrac@es do Inibidor B. D) Fluorescéncia observada para cada concentracdo de Inibidor B em

120 minutos.
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Fonte: Prépria Autora.
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O conjunto de dados do presente trabalho ndo s6 confirma resultados prévios da

literatura, demonstrando que a atividade de ACE2 é efetivamente afetada pela interacdo com

0 virus SARS-CoV-2 ou com partes da proteina S, como o rRBD produzido, mas também

confirma a possibilidade de se utilizar essa modulagdo como uma ferramenta na busca de

substancias que possam romper tal interacdo, os denominados inibidores de fusdo. Como o0s

inibidores testados foram anticorpos anti-RBD, a aplicacdo da plataforma para fins de

avaliacdo da neutralizacdo viral também se mostra viavel.

Os resultados também sugerem que, de alguma forma, a aplicacdo de uma quantidade

muito grande de anticorpos neutralizadores pode afetar negativamente a atividade de ACE2
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por mecanismos além da quebra de sua interacdo com o rRBD de SARS-CoV-2, fato
interessante que poderd ser futuramente elucidado e melhor caracterizado pelo grupo de

pesquisa.
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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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7 PERSPECTIVAS

o Apesar de o trabalho encontrar-se concluido perante os objetivos preconizados, para que
a plataforma venha a se tornar um produto, € necessario que se realize a padronizacao e
a validacdo dos parametros de utilizacdo, bem como determinar o limite de deteccéo, a
especificidade, exatiddo, precisdo, entre outros. Todo este processo ird demandar a

atencdo e o tempo de um novo mestrado ou doutorado.
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APENDICE A

Inducdo da Competéncia, Transformacéao e Selecéo
Preparo da Solucdo Estoque de Cloreto de Calcio 1M: Diluir 1,1 g de CaCl2 em 10
mL de agua ultrapura.Esterilizar por filtragdo com membrana de poro de 0,22 pm.
Preparo do Glicerol 70% v/v: Com auxilio de proveta misturar 70 mL glicerol com 30
mL agua. Esterilizar por autoclavacdo e armazenar em geladeira.
Preparo do Meio de Cultivo Luria-Bertani (LB): Dissolver 30,5 g do meio comercial
(L3272 - Sigma) em agua ultrapura. Corrigir o pH para 7,0 com solu¢do de NaOH
concentrada. Ajustar o volume final para 1 L. Esterilizar em autoclave.
Preparacdo do Meio Sélido LB-Agar: Dissolver 15,5 g do meio em 1 L de agua
ultrapura. Autoclavar o meio. Adicionar 25 mg de Canamicina. Distribuir o meio em
placas de petri de 25 mL. Solidificar sob fluxo de ar. Selar as placas com parafilme.

Armazenar em geladeira até o uso.

Miniprep
Para a extragdo do DNA plasmidial foi utilizado o kit comercial ConcertTM Rapid
Plasmid Miniprep System® (Life Technologies), o mesmo é composto pelos

reagentes e materiais descritos no Quadro a seguir

Quadro 4. Reagentes e materiais presentes no kit comercial para extracdo de DNA plasmidial Concert™ Rapid

Plasmid Miniprep Systems.

Item Descri¢do/Composicéo
Solugdo G1 Tampdo para suspensao de células / Tris-HCI 50 mM e EDTA 10mM.
RNAse A Ribonuclease pancreética bovina A / Sem composicao
Solugdo G2 Solucéo para lise celular / 200 mM NaOH e 1% SDS
Solugdo G3 Tampéo de Neutralizacdo / Acetato e Hidrocloreto de guanidina
Solucédo G4 Solucdo para lavagem / Acetato, Hidrocloreto de guanidinae EDTA
Solu¢do TE Tampdo para elui¢do / Tris-HCI 10mM e EDTA 0,1 mM
Tubos Tubos para lavagem e recuperagdo / Material plastico estéril livre de DNAses, RNAases e
pirogénios, com e sem filtro.

Fonte: Propria Autora.
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Preparo do tampéo de corrida Tris-Borato-EDTA (TBE): Diluir 121,1 g de tris base,
55,6 g de acido borico anidro e 3,7 g de EDTA sddico em agua ultrapura. Corrigir o
pH para 7,0 com HCI 1M e ajustar o volume para 1 L.

Preparo do gel de 1,5%: Dissolver 1,5 g de agarose em 100 mL de TBE. Aquecer a
mistura no microondas até ferver e resfriar & temperatura ambiente. Despejar no molde
apropriado, inserir o pente para formar 0s pocos.

Aplicar as amostras no gel de agarose usando o tampéo BlueJuiceTM com adi¢do do

marcador GelRed.

Expressdo e recuperagdo da Biomassa
Prepararo da solugdo estoque de 200 mM do indutor Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG): Dissolver 238 mg de IPTG em 5 mL de agua ultrapura.
Esterilizar a solucédo por filtragdo com membrana de 0,22 pm.
Preparo da solucédo de lavagem (Tris-HCI 100 mM e EDTA 10mM): Dissolver 12,1 g
de Tris base e 2,79 g de EDTA sddico em agua ultrapura.

Corrigir o pH para 8,0 com solucéo de HCI 1M e ajustar o volume para 1 L.

Rompimento Celular e Concentragédo de Proteina total
Preparo da solucdo de lise (NaCl 0,01 M; NaH2PO4 0,05 M; PMSF 0,001 M; Tris-
HCI 0,01 M, EDTA 0,001 M e DTT 5 mM): Dissolver 58,4 mg de NaCl, 600 mg de
NaH2PO4, 174,2 mg de PMSF (em 1 mL de isopropanol), 1 mL de Tris-HCI 1M, 1
mL de EDTA 0,1 M e 77 mg de DTT em &gua ultrapura. Ajustar o volume para 100
mL e estocar em geladeira.
Utilizar o kit comercial Micro BCATM Protein Assay (Thermo Scientific) para
quantificacdo de proteina total apds o rompimento celular.
Preparo da solucéo de trabalho do Kit: misturar 25 partes de MA, 24 partes de MB e 1
parte do reagente MC.

Preparo do conjunto de padrdes de proteina: diluir a solu¢do padréo conforme Tabela.

Tabela 3. Diluicdo da solucdo padrdo de albumina 2 mg/mL.
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Tubo Volume de Diluente (uL) Volume de Proteina (uL)  Concentracao Final (ug/mL)
A 900 100 200

Al* 925 75 150

A2* 950 50 100
B 1600 400 de A 40
C 800 800 de B 20
D 800 800de C 10
E 800 800 de D 5
F 800 800 de E 3
G 960 640 de F 1
H 800 800 de G 0,5
| 1600 0 0

* DiluigBes extras preparadas além do indicado pelo manual do kit Micro BCA™ Protein Assay.
Fonte: Propria Autora.

Eletroforese em gel de Poliacrilamida

e Preparo do Tampdo do Gel de Resolucdo: Dissolver 22,69 g de Tris base em agua
ultrapura, ajustar o pH para 8,8 com HCI concentrado e finalizar o volume em 125
mL.

e Preparo do Tampdo do Gel de Empilhamento: Dissolver 15,14 g de Tris base em agua
ultrapura, ajustar o pH para 6,8 com HCI concentrado e finalizar o volume em 125
mL.

e Preparo do Tampéo de Corrida: Dissolver 7,58 g de Tris base, 36 g de glicinae 2,5 g
de SDS em 2,5 L de agua ultrapura.

e Preparo da Solucdo de Coloragdo: Dissolver 0,25 g de Coomassie Brilliant Blue-R-250
(FastBlue) em 37,5 mL de etanol, adicionar 12,5 mL de &cido acético glacial e 75 mL
de &gua ultrapura.

e Preparo da Solugéo de Descoloragdo: Misturar 300 mL de etanol, 100 mL de &cido
acetico glacial e 600 mL de agua ultrapura.

e Preparo da Solugédo de Polimerizacdo: Dissolver 50 mg de persulfato de amonio em 5
mL de agua ultrapura.
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Preparo do Tamp&o de Amostra: Misturar 1 mL de Tris-HCI pH 6,8, 2 mL de glicerol,
2 mL de SDS 20%, 1 mL de B-mercaptoetanol, 5 mg de azul de bromofenol e 3,75 mL

de &gua ultrapura.

Western Blot
Preparo do Tampé&o de Transferéncia: Dissolva 3,47 g de glicina ultrapura, 3,63 g de
Tris-HCI em 200 mL de metanol. Complete o volume até 1 litro com agua ultrapura.
Preparo da solugdo de Ponceau S: Dissolva 500 mg de Ponceau S. em 25 mL de &cido
acetico anidro. Complete o volume até 500 mL com agua ultrapura.

Prepararo do Material: Cortar uma membrana de nitrocelulose do tamanho do gel.

Dot Blot
Solucdo de Lavagem: Preparar a partir de 200 mL de PBS adicionando 100 pL de
Tween 20 (PBS-T).
Solucdo de Bloqueio: Adicionar 1,5 g de albumina a 100 mL da solugéo de lavagem
Solucdo de Revelacdo: Preparar imediatamente antes do uso dissolvendo 2,5 mg de
DAB em 4 mL de PBS e adicionando 4 puL de perdxido 30%.
Preparacdo do Material: Cortar uma membrana de nitrocelulose em tiras de 0,5 x 2,0

cm.

Purificacdo
Solucdo de ligacéo: dissolver 1,2 g de NaH2PO4 (20 mM), 14,61 g de NaCl (500mM)
e 0,681 de Imidazol (20 mM) em 500 mL &gua ultrapura.
Solucgéo de eluigéo: dissolver 1,2 g de NaH2PO4 (20 mM), 14,61 g de NaCl (500mM)
e 8,51 de Imidazol (500 mM) em 500 mL de &gua ultrapura.
Solucdo de diluicdo: dissolver 1,2 g de NaH2PO4 (20 mM) e 14,61 g de NaCl
(500mM) em 500 mL de agua ultrapura.

Ensaio de Fluorimetria
Tampéo de ensaio: dissolver aproximadamente 4,54 gramas de Tris (75 mM) e 8,77
gramas de NaCl (0,3 M) em 400 mL de agua ultrapura. Corrigir o pH para 7,5 com

solugéo de HCI concentrado e acertar o volume para 500 mL.



APENDICE B

Tabela 4. Absorbancia e concentragdo proteica dos extratos obtidos para cada cultivo.

Pellet Sobrenadante
Cultivo Abso!‘b_émcia Desvi~o Concentragéo Absorb_élncia Desvi~o Concentracéo
Média* Padréo (ug/uL) ** Média* Padrao (ug/uL) **
1 0,521 0,032 6,390 0,458 0,014 0,558
2 0,664 0,025 8,223 0,589 0,021 0,726
3 0,813 0,068 10,133 0,668 0,032 0,827
4 1,015 0,056 12,723 0,766 0,025 0,953
5 0,684 0,031 8,479 0,557 0,033 0,685
6 0,879 0,054 10,979 0,671 0,048 0,831
7 1,103 0,057 13,851 0,802 0,022 0,999
8 0,689 0,027 8,544 0,526 0,024 0,645
9 0,856 0,036 10,685 0,641 0,032 0,793
10 0,997 0,071 12,492 0,725 0,055 0,901

®  *valores ja descontado o branco
®  **yalores ja corrigidos pela dilui¢do



ANEXO A

Gene Synthesis QA Report

Gene Name | pET28a-RBD Order ID 725256-3
Lot# MF45169 Cloning Vector | pET-28a(+)

c Ncol(CCATGG)-
Length (bp) | 683 Cloning Sites Xhol(CTCGAG)

Quality Control

Test Items Specifications Results
Sequencing Alignment Sequencing data consistent with target Pass
Vector Sequence Flanking sequence of cloning sites are correct Pass
Restriction Digest Insert size is correct and no contaminated bands | Pass
ORF Across Junction Correct and consistent with target Pass
PCR Amplification Correct and no contaminated bands Pass
Endotoxin Level Verified, <0.1 EU/ug (Endo-Free Preps Only) N/A
Appearance Clear, no foreign particles Pass
DNA Purity Purity (A 260/A280 = 1.8 - 2.0) Pass
DNA Quantity Actual yield (by A 260) 5ug

Restriction Digestion

[ ==
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Gene name: pET28a-RBD
Clone ID#: MF45169

RES: Apal-Xhol
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ANEXO B
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B12-F45169-725256-3_T7t.abl (765 bases)

66CAGTTTATAGTTATAGTCTGCG6ATTTT 6CCG6GGTCTGGCCCGG AGCGA

il

430

TTTGCACGAACT TECETCECACCACEG ATCALEGAAGEC TGEGTCAGBC GG TATACTGTT

6 G T6AAACACAGATCGT TCAGT TTGEG6T CG6G66G6 ATACACCATAGCATTTA

S00 510 520 530

AAGGT GCTGAAAGACGCAGAGTTGTACAGGACAGAGTAATCCGCTACSGEG
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