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RESUMO

O SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 - Coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave 2), agente causador da doenca do coronavirus 2019
(COVID-9), ainda é considerado uma ameaga, mesmo ap0s o fim da pandemia,
principalmente pelas diferentes variantes que continuam surgindo. Por isso se destaca a
importancia da vacinagdo contra o virus. Dentre as possibilidades de tecnologias vacinais
estdo as vacinas de subunidade carreadas por leveduras, uma abordagem promissora para
estimular respostas imunologicas eficazes contra os antigenos vacinais. O presente
trabalho propde a construcdo de vetores de expressdo que permitam a exposicdo de
proteinas derivadas do SARS-CoV-2 na superficie da levedura Pichia pastoris. Para isso,
0s genes SCoV-SintA (gene sintético multiepitopos) e RBDwt do SARS-CoV-2 foram
amplificados para posterior clonagem no vetor de expressao pPGKPVY Aga a ser
construido. O cassete de expressdo em construcdo para o vetor inclui o gene promotor
PGK1, o peptideo sinal MF-a, sequéncia IRES PVY (que permitira a dupla ancoragem)
e, posteriormente incluird os genes de interesse fusionados a uma tag de 6xHIS e a
proteina ancora a-aglutinina. No vetor de expressdo pPGK foi adicionada a sequéncia
IRES PVY para recrutamento de ribossomos e garantia da continuidade da sintese de
proteina. A a-aglutinina I, I1, que contém a mesma sequéncia, porém com sitios diferentes
para serem inseridas em diferentes posi¢des no cassete, permitirdo a exposicdo das
proteinas recombinantes na superficie da levedura, e 0 MF-a. (fator alfa), que ira secretar
as proteinas produzidas, também foram amplificados e preparados para inser¢do no
cassete de expressdo. Apds a construcdo do vetor e insercdo dos genes, espera-se a
obtencgéo de linhagens de P. pastoris recombinantes a partir de transformacéo, para entdo
avaliar a expressdo das proteinas virais, a dupla ancoragem e sua validacéo a partir de
analises imunologicas in vitro e in vivo. O carreamento de mais de uma proteina
recombinante na superficie da levedura abre novas perspectivas na producéo de vacinas
contra uma ampla gama de agentes infecciosos. Com a construcao deste vetor, espera-se
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de vacinacgdo profilatica contra o

SARS-CoV-2, além de demonstrar a utilizacdo de leveduras como plataforma vacinal.

Palavras-chave: Pichia pastoris; SARS-CoV-2; IRES; Dupla ancoragem de proteinas;

a-aglutinina.



ABSTRACT

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), the causative agent
of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), is still considered a threat even after the end
of the pandemic, primarily due to the different variants that continue to emerge.
Therefore, the importance of vaccination against the virus is highlighted. Among the
possible vaccine technologies are yeast-carried subunit vaccines, a promising approach
to stimulating effective immune responses against vaccine antigens. This study proposes
the construction of expression vectors that allow the display of proteins derived from
SARS-CoV-2 on the surface of the yeast Pichia pastoris. To achieve this, the SCoV-
SintA (synthetic multi-epitope gene) and RBDwt genes of SARS-CoV-2 were amplified
for subsequent cloning into the expression vector pPPGKPVY _Aga to be constructed. The
expression cassette being constructed for the vector includes the PGK1 promoter gene,
the MF-a signal peptide, the IRES PVY sequence (which will allow dual anchoring), and
will later include the genes of interest fused to a 6xHIS tag and the a- agglutinin anchor
protein. The IRES PVY sequence was added to the pPGK expression vector for ribosome
recruitment and to ensure the continuity of protein synthesis. The a- agglutinin I, I,
containing the same sequence but with different sites to be inserted in different positions
in the cassette, will allow the display of recombinant proteins on the surface of the yeast,
and MF-a (alpha factor), which will secrete the produced proteins, were also amplified
and prepared for insertion into the expression cassette. After vector construction and gene
insertion, recombinant P. pastoris strains are expected to be obtained from transformation
to evaluate viral protein expression, dual anchoring, and validation through in vitro and
in vivo immunological analyses. Carrying more than one recombinant protein on the yeast
surface opens new perspectives in vaccine production against a wide range of infectious
agents. With the construction of this vector, it is expected to contribute to the development
of new prophylactic vaccination strategies against SARS-CoV-2, as well as to

demonstrate the use of yeast as a vaccine platform.

Keywords: Pichia pastoris; SARS-CoV-2; IRES; Double protein anchoring; a- aglutinin.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Proteinas estruturais do SARS-COV-2.......ccooiiiiriiiniieeese e 22
Figura 2 - Ciclo de replicagdo do SARS-COV-2........ccoomiinieiiiieiienieee e e 24

Figura 3 - Numero total de casos de COVID-19 reportados para OMS

até Junho de 2024 e distribuicdo de casos mundialmente............cccoeveveiiieiriieeeenen, 26

Figura 4 - llustracdo da ancoragem dos antigenos vacinais na

SUPEITICIE AA IOVEUUIA .......eevviceeecieee et es 34
Figura 5 - Mapa esquemaético do vetor de expressdo pPGKA3 ........cccooeverenenenennnnn 36
Figura 6 - Gene Sintético MUItIEPITOPOS ... .cvveveeieiiesie e 37
Figura 7 - Esquema correspondente ao cassete de eXPreSSa0 .........oovvvvrverververenesesennns 41
Figura 8 - Amplificacdo de SCOV-SintA e RBDwt de SARS-CoV-2.......ccecvivnnnnne 42

Figura 9 - Confirmacdo de PVY em pPGK a partir de PCR convencional .................... 43
Figura 10- llustracdo da construcao PPGKPVY .......cccoiiiiiiiie e 43
Figura 11 - Digestdo enzimatica da proteina ancora a-aglutinina | e pPPGKPVY ......... 44
Figura 12 - Resultados de corridas eletroforéticas...........cooviereiereieneiiereceeeee 45

Figura 13 - Digestdo enzimética com as enzimas EcoRIl e Kpnl do SCOV-SintA e
PPGKPVY bbb bbbttt bbbt e e 45

Figura 14 - Esquema geral do cassete de eXpresSao COM gENES .......c.ccvverververveerveseeruens 46



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Taxonomia de COrONAVITUS ...........ccueeivieiireeiieiieesreeireesre et e sare e srre e sree e 18

Quadro 2 - Resumo das principais funcBes das proteinas ndo estruturais (NSPs) do

COTONAVITUS -ttt ettt e et e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeens 20

Quadro 3 - Principais plataformas empregadas no desenvolvimento de vacinas contra a
(010 AV | TSP 28

Quadro 4 - Vantagens e desvantagens de diferentes sistemas hospedeiros para expressao

de proteinas reCOMDINANTES .........cceiiiie et eenaenns 30

Quadro 5 -  Linkers adicionados a construcdo do gene sintético

A0 1T o1 (o] oo ISR 37



LISTA DE ABREVIACOES

6xHIS Hexahistidina

+ssRNA RNA de fita simples e senso positivo

ACE2 Enzima conversora de angiotensina 2

Aga a-aglutinina

Aga a-aglutinina

AOX1 Alcool oxidase 1

CDC Centros de Controle e Prevencdo de Doencas
CGS Grupo de Estudos de Coronavirus

COVID-19  Coronavirus disease ou Doenga do Coronavirus

CP Citoplasmético

DMVs Vesiculas de Membrana Dupla

E Envelope

FP Peptideo de fusdo

GPI Glicosilfosfatidilinositol

GRAS Generally Recognized as Safe

HCoV Coronavirus humano

HR Repeticdes heptad

ICTV Comité Internacional de Taxonomia Viral
IL Interleucinas

IRES Sitio Interno de Entrada de Ribossomo



LB

MERS

MF-a

MHC-I

MHC-II

NADbs

NSPs

NTD

OMS

ONU

ORFs

PCR

PPla

PPlab

PVY

RBD

rDNA

RE

RTC

Luria-Bertani

Membrana

Sindrome Respiratdria do Oriente Médio
Fator Alfa

Complexo principal de histocompatibilidade |
Complexo principal de histocompatibilidade Il
Nucleocapsideo

Anticorpos neutralizantes

Proteinas ndo estruturais

Dominio N-terminal

Organizacdo Mundial da Sadde

Organizacdo das NagOes Unidas

Quadros de leitura abertos

Polymerase Chain Reaction/Reacdo em Cadeia da Polimerase
Poliproteina 1a

poliproteina lab

Potato virus Y

Dominio de ligacdo ao receptor

DNA recombinante

Reticulo Endoplasmatico

Complexo replicase-transcriptase



SAM

SARS

Spike
S-adenosilmetionina

Sindrome Respiratéria Aguda Grave

SCOV-SintA Gene sintético multiepitopos do SARS-CoV-2

SIBIA

TAP

™

TMPRSS?2

UTRs

YSD

Salt Institute Biotechnology/Industry Associates, Inc.
(Transportador Associado ao Processamento de Antigenos)
Transmembrana

Protease Transmembranar Serina 2

Regibes ndo traduzidas

Yeast Surface Display



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SARS-CoV-2

2.1.1 Historico e Origem

2.1.2 Estrutura e Ciclo Viral

2.1.3 Epidemiologia e Transmissao

2.1.4 Vacinas

2.2 Utilizagdo de leveduras como vetores vacinais
2.2.1 Caracterizacdo

2.2.2 Producéo de proteinas heterdlogas em Pichia pastoris

2.3 Ancoragem de proteinas recombinantes em leveduras
2.3.1 Aspectos gerais

2.3.2 Dupla ancoragem

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

3.2 Objetivos Especificos

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Plasmideo

4.1.2 Genes Multiepitopo e RBDwt

4.1.3 Linhagem de Microrganismo e Meios de cultura
4.1.4 Géis para Eletroforese e Tampao

4.2 Métodos

4.2.1 Amplificacéo dos Genes

16
18
18
18
20
25
27
29
29

32

32
32

34

35
35
35
36
36
36
37
38
38
39

39


https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.49x2ik5
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.2p2csry
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.2s8eyo1
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.17dp8vu
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.26in1rg
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.26in1rg
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.147n2zr
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.3o7alnk
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.1ksv4uv
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.44sinio
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.23ckvvd

4.2.2 Amplificacao dos “biobricks” e Construgdo do Cassete de Expressdo 39

4.2.3 Clonagem dos genes no Vetor de Expressao 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 42
6 CONSIDERACOES FINAIS 47

REFERENCIAS 48


https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.ihv636
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.32hioqz
https://docs.google.com/document/d/1YNxth8qrqYasJoZ_uag4s9XZiRHK-HjfQ_w4IfBhoDQ/edit?pli=1&heading=h.1hmsyys

16

INTRODUCAO

O coronavirus é um virus que pertence a subfamilia Coronavirinae, dentro da
familia Coronaviridae e da ordem Nidovirales. Essa familia € composta por quatro
géneros: a-coronavirus e f3-coronavirus, que podem infectar humanos, e y-coronavirus e
d-coronavirus, identificados apenas em animais. O surgimento do novo coronavirus
SARS-CoV-2, inicialmente reportado em Wuhan, China, em dezembro de 2019, foi
marcado por um surto de pneumonia grave que rapidamente se espalhou globalmente,
levando a pandemia de COVID-19. O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de cadeia simples
e senso positivo, com um genoma de aproximadamente 30 kilobases, organizado de
forma a codificar multiplas proteinas essenciais para seu ciclo de vida. As proteinas
estruturais Spike (S), Membrana (M), Envelope (E) e Nucleocapsideo (N), se destacam,
sendo a proteina Spike crucial para a entrada do virus nas células hospedeiras através da
ligacdo ao receptor Enzima conversora de angiotensina 2 (ACE?2). Essa interagdo é central
para a infeccdo e propagacao do virus, tornando a proteina Spike um alvo importante para
o0 desenvolvimento de vacinas e terapias. Apos a entrada na célula hospedeira, o virus
passa por um ciclo de replicacdo e transcri¢do, culminando na montagem e exocitose de
novos virions infecciosos.

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, infectou cerca de 775
milhGes de pessoas e resultou em aproximadamente 7 milhdes de mortes até maio de
2024, conforme dados da OMS. Embora a OMS tenha encerrado a Emergéncia de Salde
Publica Internacional em 5 de maio de 2023, o virus continua representando uma ameaga,
exigindo vigilancia e vacinacao continuas. A vacina¢do se mostra como o caminho crucial
para prevenir formas graves da doenca, com varias tecnologias de vacinas ja
desenvolvidas, incluindo as de virus inativado, vetor viral e adenovirus, porém ha uma
margem para o0 desenvolvimento de novas abordagens como a vacina de subunidade
carreada em levedura. Esta ultima utiliza fragmentos de proteinas antigénicas do virus,
levando a um estimulo para uma resposta imune especifica. Espera-se que combinado a
utilizacdo de leveduras como veiculo de carreamento a eficacia da vacina seja

intensificada, induzindo respostas imunes humoral e celular.

O uso de leveduras como vetores vacinais, de maneira geral, tem sido promissor
na inducdo de respostas imunologicas especificas contra alvos desejados, tanto em

vacinas terapéuticas quanto profilaticas, demonstrando ativar células dendriticas e gerar
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respostas robustas de linfocitos T citotoxicos. Diferentes leveduras, como Saccharomyces
cerevisiae e Pichia pastoris, tém status GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo
seguras para utilizacdo como vetores vacinais em diferentes abordagens. Um dos
caminhos a seguir dentro da utilizacdo de leveduras na producdo de proteinas
recombinantes é a ancoragem de tais proteinas na parede celular da levedura. Chamado
de Yeast Surface Display, tal sistema tem sido utilizado para ampliar o reconhecimento

especifico dos antigenos virais, desencadeando uma resposta imunoldgica mais robusta.

Neste contexto, o presente trabalho prop6e a construcdo de um vetor
possibilitando a co-expressdo de antigenos derivados do SARS-CoV-2 para dupla
ancoragem na superficie de Pichia pastoris, como parte do desenvolvimento de uma nova
abordagem vacinal profilatica. Além de também utilizar a sequéncia IRES (Sitio Interno
de Entrada de Ribossomo), aparato que permite a expressdo policistronica em células
eucaridticas, como em leveduras, e consequentemente a co-expressdo de antigenos na

superficie da levedura, como ferramenta para aumentar a apresentacao antigénica.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 SARS-CoV-2
2.1.1 Histdrico e Origem
O coronavirus é um virus que faz parte da subfamilia Coronavirinae, dentro da
familia Coronaviridae e da ordem Nidovirales (Figura 1). A familia Coronaviridae é
composta por quatro géneros: o-coronavirus ¢ f-coronavirus, que tém a capacidade de
infectar seres humanos, e y-coronavirus e d-coronavirus, os quais foram identificados
apenas em animais (Groot et al, 2012). Os casos de infec¢do por coronavirus em seres
humanos mais conhecidos eram causados pelo coronavirus humano (HCoV), e estavam
relacionados a resfriados comuns (Geller et al, 2012). Até que em 2002 ocorreram casos
de pneumonia grave e contagiosa de origem desconhecida na provincia de Guangdong,
no sul da China, que alertou a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) quando comegou a
se espalhar rapidamente para outros paises. Em Margo de 2003, os Centros de Controle
e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos designaram tais casos como causados
pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) (Tsang et al, 2003). Dita a primeira
doenca do século XXI a representar uma ameaca epidemioldgica global, a SARS, doenca
causada pelo SARS-CoV, destacou a importancia da colaboracédo internacional e de uma
constante vigilancia de doengas emergentes para 0 combate, e principalmente, na

prevencdo de doencas infecciosas (Li et al, 2005).

Categoria Coronavirus
Reino Riboviria
Ordem Nidovirales

Subordem Cornidovineae

Familia Coronaviridae
Subfamilia Orthocoronavirinae
Género Betacoronavirus
Subgénero Sarbecovirus
Espécies SARS-CoV

Individuos SARS-CoVUrbani, SARS-CoVGZ-
02, Bat SARS CoVRf1/2004, SARS-
CoV-2 Wuhan-Hu-1, SARS-
CoVRatG13, entre outros.
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Quadro 1. Taxonomia de Coronavirus. Apresentagdo da taxonomia completa dos Coronavirus
selecionados. Fonte: Nature Microbiology (2020) (Adaptado de Coronaviridae Study Group of the

International Committee on Taxonomy of Viruses).

Em 2012, foram reportados casos da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio
(MERS) causada por um novo B-coronavirus na Arabia Saudita, considerada o epicentro
da infeccdo, se espalhando rapidamente para outros paises (Asaad et al, 2020; Groot et
al, 2013). De acordo com a OMS, até Marco de 2024, foram confirmadas 2610 infeccGes
pelo MERS em 24 paises, e 940 mortes confirmadas relacionadas a infeccdo. Foi
observado que o virus descendente da linhagem 2C beta-coronavirus, além de infectar
seres humanos e camelos, pode infectar também primatas ndo-humanos, porcos,
morcegos, coelhos, entre outros (Ramadan e Shaib, 2019). Com essa nova epidemia,
alertou-se novamente ao risco continuo dos Coronavirus a saude publica mundial, e a
importancia de uma compreensdo da distribuicdo de transmisséo (Ali et al, 2024).

A partir de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi reportado um
surto de pneumonia grave, inicialmente sem origem associada. Tendo seu inicio em um
mercado local de frutos do mar, a doenca se espalhou rapidamente, infectando 2.761
pessoas na China até janeiro de 2020, sendo associada a 80 mortes e a infec¢do de 33
pessoas em outros 10 paises. Apds testes moleculares e testes soroldgicos, juntamente
com o estudo de sintomas clinicos, foi determinado que a doenga se caracterizava por
uma pneumonia induzida por virus. Apesar da maioria dos casos iniciais serem através
do contato com o mercado de frutos do mar, a transmissdo passou a ser considerada de
humano para humano (Zhou et al, 2020). Ao perceber ser um novo virus circulando, o
virus foi nomeado provisoriamente como 2019-nCoV. Contudo, a partir de comparagdes
com 0 SARS-CoV, o Grupo de Estudos de Coronavirus (CGS) do Comité Internacional
de Taxonomia Viral (ICTV) observou uma semelhanca genética significativa entre os
dois virus, apesar do SARS-CoV-2 ndo ser um descendente. Concluindo que suas
filogenias e caracteristicas evolutivas eram mutuamente informativas, além da
semelhanga nos sintomas, foi decidido nomear definitivamente o agente etioldgico como
SARS-CoV-2 (Gorbalenya et al, 2020). Para a patologia causada pelo novo Coronavirus
deu-se o nome de COVID-19, do inglés Coronavirus disease ou Doenga do Coronavirus
(Fiocruz, 2020).

Ap0s se estabelecer e causar uma pandemia, que, segundo a OMS, infectou até

abril de 2024 cerca de 775 milhdes de pessoas e ocasionou cerca de 7 milhdes de
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mortes, 0 SARS-CoV-2 apresentou uma diversidade em mutagdes genéticas com
diferentes consequéncias e implicagdes clinicas, com alto potencial de impacto na salude

humana (Hussein et al, 2024).

2.1.2 Estruturae Ciclo Viral

O SARS-CoV-2 possui RNA de cadeia simples e senso positivo (+ssSRNA). Seu
genoma tem aproximadamente 30 kilobases e é organizado de maneira policistronica, 0
que implica que contém multiplas regides codificadoras transcritas em diversas proteinas
virais (Raskin, 2020; Wei et al, 2023). O genoma do virus contém 14 quadros de leitura
abertos (ORFs), onde os ORFla e ORF1lab, que constituem cerca de 2/3 do genoma viral,
codificam a poliproteina 1la (PPla) e a poliproteina lab (PPlab) replicase,
respectivamente, que sdo clivadas em um total de 16 proteinas ndo estruturais (NSPs)
(Romano et al, 2020; Finkel et al, 2021). O outro terco do genoma codifica 4 proteinas
estruturais, sendo elas a glicoproteina Spike (S), Membrana (M), Envelope (E) e
Nucleocapsideo (N), além de algumas proteinas acessorias, como ORF3a, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8 e ORF10 (Helmy et al, 2020).

As NSPs 1 a 11 s&o sintetizadas pelas regides da ORF1la, enquanto a ORFlab
sintetiza as NSPs 12 a 16. As NSPs sdo proteinas importantes que auxiliam em processos
fundamentais dos virus como transcricao, producéo de proteinas do envelope e replicacdo

viral (Chakraborty et al, 2024), como descrito na Quadro 2.

Proteina | Papel no ciclo de vida do virus

Nspl Inibe a maquinaria de traducdo e a producdo de fatores de defesa

imunoldgica

Nsp2 Suposto papel na inducéo da apoptose

Nsp3 Envolvido no complexo de replicacdo viral Nsp3-4-6 para modificacdo de
Reticulo Endoplasmatico (RE) e formacéo de Vesiculas de Membrana Dupla

(DMVs) dominio de protease semelhante a papaina

Nsp4 Complexo Nsp3-4-6 para modificacéo do RE e formacdo de DMVs

Nsp5 Protease principal
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Nsp6 Complexo Nsp3-4-6 para modificacdo ER e formacdo de DMVs

Nsp7 Parte do complexo de replicacdo-transcri¢dao, envolvido na replicacdo de
virus

Nsp8 Parte do complexo de replicagdo-transcri¢dao, envolvido na replicacdo de
virus

Nsp9 Replicacdo de RNA

Nsp10 Modula as atividades Nspl4 e Nspl6; Complexo Nspl0-Nspll-Nspl4-
Nspl6

Nspll Nenhuma fung&o conhecida

Nsp12 Parte do complexo de replicagédo-transcri¢do, envolvido na replicacdo de
virus

Nsp13 Helicase, parte do complexo RNA polimerase, envolvido na replicagéo do
virus

Nspl4 Atividade da exonuclease e atividade da N7-MTase; Complexo Nspl10-
Nspl1-Nspl4-Nspl6

Nsp15 RNA endonuclease

Nspl16 Dependente de  S-adenosilmetionina  (SAM),  2'-0-Metiltransferase;

Complexo com Nsp10; Complexo Nsp10-Nsp11-Nsp14-Nspl6

Quadro 2. Resumo das principais funcdes das proteinas ndo estruturais (NSPs) do Coronavirus.
(Adaptado de Mariano et al, 2020).

A estrutura do virus é composta principalmente por trés proteinas estruturais,

sendo elas a Spike, Membrana e Envelope, que estdo incorporadas na membrana externa

e d&o ao virus a sua morfologia e estrutura distinta. Dentro do virus, 0 RNA é revestido

pela quarta proteina estrutural, o0 Nucleocapsideo, que protege o material genético viral
(Figura 1) (Raskin, 2020).
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Proteina da

Membrana Proteina Spike

Membrana

Lijstellen Proteina do Envelope

Proteina

Proteina do Envelope Proteina Spike

Spike Proteina da
Membrana
Membrana Lipidica
Membrana Lipidica Rriteimado
Proteina da Envelope
Membrana RNA
Proteina do

Nucleocapsideo

_ Proteina do
Nucleocapsideo

Figura 1. Proteinas estruturais do SARS-CoV-2. Spike, Membrana e Envelope estdo incorporadas na
membrana externa, proporcionando morfologia e estrutura distinta do virus. Dentro da particula viral, o
RNA se encontra firmemente enrolado e revestido com a quarta proteina, Nucleocapsideo. (Adaptado de
Raskin, 2020).

A proteina Spike é uma glicoproteina transmembrana de classe | que confere ao
SARS-CoV suas caracteristicas morfoldgicas distintas (Hussein et al, 2024). Com um
comprimento de 200 nm, ela se localiza na superficie da membrana viral e desempenha
um papel crucial na fusdo com a membrana da célula hospedeira (Kakavandi et al, 2023).
A proteina Spike é formada pelas subunidades S1, responsavel pela ligacdo ao receptor,
e S2, responsavel pela fusdo da membrana celular (Lu et al, 2020). A subunidade S1
possui um peptideo sinal, seguido por um dominio N-terminal (NTD) e um dominio de
ligacdo ao receptor (RBD), que é altamente conservado. Por sua vez, a subunidade S2
inclui um peptideo de fusdo conservado (FP), repeti¢bes heptad (HR) 1 e 2, um dominio
transmembrana (TM) e um dominio citoplasmatico (CP). Além disso, a subunidade S2 é
altamente conservada e mostra uma grande semelhanga com as de dois coronavirus
semelhantes ao SARS de morcegos e 0 SARS-CoV humano (Chan et al, 2020).

Gracas a interagdo com receptores celulares para mediar a fusdo de membranas e
a presenca de mdultiplos epitopos conformacionais que podem induzir anticorpos

neutralizantes potentes, a proteina Spike é possivelmente a principal indutora de
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anticorpos neutralizantes (NAbs), e por isso € um grande alvo no desenvolvimento de
vacinas e imunoterapias (Mousavizadeh e Ghasemi, 2021; Tregoning et al, 2020).

A proteina da Membrana é uma glicoproteina transmembrana de classe 111, sendo
a proteina mais abundante na superficie viral. E composta por trés dominios principais,
sendo um longo dominio C-terminal que esta embutido no envelope, um dominio que
atravessa a membrana trés vezes e um curto dominio N-terminal que se projeta para fora
da particula viral (Liu et al, 2020; Thomas, 2020). A proteina da Membrana apresenta
pouca similaridade com as proteinas M de outros coronavirus, e desempenha um papel
importante para a formagdo de virions entre 0 RE e o corpo de Golgi da célula, e na
estabilizacdo da estrutura da proteina do Nucleocapsideo, pois esta localizada no nucleo
interno dos virions (Alharbi e Alrefaei, 2021; Lu et al, 2021).

Apesar de ser a menor proteina estrutural, a proteina Envelope é critica para a
patogénese do virus através da interacdo com as proteinas do hospedeiro, causando
estresse nas celulas (Tripathi et al, 2020). Sabe-se se que a proteina E se localiza
principalmente no RE e no complexo de Golgi, onde participa da montagem, brotamento
e trafego intracelular de virions infecciosos, e, apesar de ser altamente expressa dentro da
célula infectada durante o ciclo de replicacdo, apenas uma por¢do pequena é incorporada
no envelope do virion (Schoeman e Fielding, 2019).

A proteina Nucleocapsideo é uma proteina estrutural, abundante nos virus, que se
liga a0 genoma do RNA viral e forma o ndcleo ribonucleoprotéico, além de apresentar
uma alta imunogenicidade. Analises estruturais da proteina N recombinante de
comprimento total revelaram uma alta propor¢do de regido desordenada sem &cido
nucleico associado, que pode favorecer a interacdo transitoria da proteina com diversas
moléculas, mantendo a sua conformacdo adequada (Zeng et al, 2020; Wu et al, 2023).
Com a alta imunogenicidade e sua abundante expressdo durante a infeccéo, a proteina N
é um grande alvo como antigeno vacinal (Dutta et al, 2020).

As proteinas acessorias sao associadas ao papel na viruléncia e interacdo com o
hospedeiro. Porém, apesar do compartilhamento das proteinas estruturais e das proteinas
ndo estruturais entre 0s coronavirus, as proteinas acessorias apresentam uma conservagao
diminuida e uma distribuicdo diferente quando comparadas a outros coronavirus, com
excecdo do SARS-CoV (Mariano et al, 2020).

Em relagdo ao ciclo viral, inicia-se através da ligacdo entre a proteina S e a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2), que atua como receptor da célula hospedeira,

promovendo a entrada do virus. Essa interacdo desempenha um papel
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crucial na infeccdo do coronavirus na célula hospedeira e tem sido objeto de estudos
devido a propensédo do virus a ACE2 (Fehr e Perlman, 2015). O estudo de Luan et al,
2020 teve foco na semelhanga do receptor em outras espécies de mamiferos e como a
ampla gama de hospedeiros pode facilitar o desenvolvimento de novas cepas do virus.
Apos a ligagdo ao receptor, o virus atravessa a membrana da célula hospedeira, essa etapa
é mediada pela clivagem da proteina S, seguida pela fusdo das membranas viral e celular.
A clivagem ocorre em dois locais na proteina S, facilitando a exposi¢cdo do peptideo de
fusdo. O peptideo de fusdo se insere na membrana, promovendo a fusdo das membranas
e liberando o genoma viral no citoplasma. Seguido a isso, ocorre a replicagcdo e
transcricdo, com os virions descendentes construidos no reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi. Em seguida, sofrem exocitose para finalizar o ciclo viral (Fehr e
Perlman, 2015; Eslami et al, 2022; Yang e Rao, 2021) (Figura 2).

Coronavirus

Ligacao e entrada viral via
fusdo de membrana ou

@

endocitose
g’:g;”n?gg;’: Receptor Exocitose | (@)
Citoplasma
Traducdo de : Genoma de RNA
po|ipe§)t|’deo 2Ribossomo (Sentido +) Vesicula
) N—— M, » N\ exocitica
CAP A Formagdo | g) 7

do virion

g’ Autoproteolise e
3) clivagem de co-tradu¢do
ot % =/ do polipeptideo para
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Proteinases (e gerar nsps
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‘/’ Nucleocapsideo viral | _

? :‘ ) ERGIC com insercéo| (7
:/,:%5 O - Vesicula de das proteinas S, Ee M Q. F0:0R.D o
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'\ replicagdo de RNA
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Figura 2. (1) A proteina S localizada na superficie viral se liga ao receptor da enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ACE2) na membrana plasmaética da célula-alvo, facilitando a adesdo do virus. Entretanto,
para que o virus possa entrar na célula, é necessaria a ativagao da proteina S pela Protease Transmembranar
Serina 2 (TMPRSS2), que cliva essa proteina, permitindo a entrada do virus na célula.

(2) Sendo um virus de RNA de fita simples de sentido positivo (+ssRNA), ele pode ser imediatamente

traduzido nos ribossomos da célula hospedeira. As ORFla e ORF1b séo traduzidas, produzindo duas
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poliproteinas, ppla e pplb, que sdo clivadas por proteases do complexo replicase-transcriptase (RTC), que,
durante a replicacdo, gera copias de RNA negativo do genoma. (3) O RNA negativo serve como molde para
a producdo do genoma de RNA positivo. (4) Durante a transcri¢do, um conjunto de RNAs subgendmicos é
produzido por transcri¢do descontinua. (5)Esses RNAs subgendmicos sdo utilizados como moldes para a
sintese de genomas progenitores de +ssRNA e mRNAs subgendmicos. (6) As outras ORFs produzem as
proteinas estruturais N, M, E e S. (7) formacdo dos virions maduros ocorre através da interacdo das
proteinas S, E e M na formacéo da particula completa no compartimento intermediario do reticulo
endoplasmatico de Golgi. (8) Ap6s a montagem e aquisicdo do envelope viral, 0s virus se acumulam em
vesiculas, onde finalizam a maturacdo. (9) Os virus sdo transportados através de vesiculas para a superficie

celular e liberados por exocitose. (Adaptado de Hartenian et al, 2020; Fiuza et al, 2020).

2.1.3 Epidemiologia e Transmissao

Em dezembro de 2019, o governo chinés notificou a ONU sobre um surto de
pneumonia, que até entdo tinha causa desconhecida, e que logo se espalharia para outros
paises. Causada por um novo coronavirus, mais tarde nomeado SARS-CoV-2, a infeccdo
pelo virus apresentou desde o inicio um espectro que abrange infeccdo assintomatica,
doencas leves do trato respiratorio superior, pneumonia grave com insuficiéncia
respiratoria, e até a morte (Zhou et al, 2020). A doenca causada pelo SARS-CoV-2 foi
denominada de COVID-19, e foi associada a sintomas variados, mas que comumente
incluem febre, tosse, fadiga, falta de ar, dor de cabeca, e até perda de olfato e paladar
(Sultana et al, 2024).

Em margo de 2020, com o crescimento rapido do nimero de casos confirmados e
mortes, a ONU declarou a pandemia da SARS-CoV-2. Com mais de 118 mil infeccOes
e 4.291 mortes, o virus circulava em 114 paises e continuava a se espalhar pelo globo
(OMS, 2020). Atualmente o numero de casos de infec¢des globalmente é de cerca de 775
milhdes, com 7 milhdes de mortes total (OMS, 2024).
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Numero de casos de COVID-19 reportados a OMS (Total acumulativo)

Regides da OMS 775,678,432

B Africa B Américas [ Mediterraneo Oriental [liJ Europa [ Sudeste da Asia Casos de COVID-19 reportados
Pacifico Ocidental

Figura 3. Numero total de casos de COVID-19 reportados para OMS até Junho de 2024 e distribuicdo de
casos mundialmente. (Adaptado de OMS, 2024).

No Brasil, o primeiro caso do novo coronavirus foi confirmado em 26 de fevereiro
de 2020. Um homem de 61 anos, morador de S&o Paulo e recém-chegado da Italia,
comegou a apresentar sintomas compativeis com a COVID-19, como febre, tosse, coriza
e dor de cabeca, e ao procurar atendimento Hospital Israelita Albert Einstein e testou
positivo para a infeccdo (OPAS, 2020). A partir disso, o nimero de casos subiu
consideravelmente, deixando o pais em estado de alerta. Ao todo, o nimero de casos
confirmados até Junho de 2024 é de cerca de 38 milhdes de pessoas, com cerca de 712
mil mortes confirmadas, de acordo com o Ministério da Salde. Apos
4 dias do primeiro caso de infeccdo, todos os estados brasileiros relataram ao menos um
caso confirmado de COVID-19, levando o Ministério da Saude a declarar um surto de
transmissdo comunitaria em larga escala do virus. Os altos nimeros de casos e 6bitos
relacionados a COVID-19 no Brasil fizeram a América Latina um epicentro da pandemia
(Giovanetti et al, 2022).

A transmisséo do virus ocorre principalmente de individuo para individuo, através
de goticulas emitidas por pessoas infectadas. Ao descobrir que a disseminagdo acontece
por vias respiratorias e extra respiratdrias, se pode inferir a razdo com que a disseminagéo

da doenca acontecia de forma tdo rapida (Srinivas et al, 2020; Ferreira et
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al, 2020). Para conter a dissemina¢do, foram adotadas medidas como isolamento,
quarentena, distanciamento social e uso de mascaras. Essas medidas foram escolhidas
especialmente por sua eficacia em interromper a transmissdo quando a detecc¢do precoce
é possivel antes que a disseminacdo viral seja evidente, e também por sua histérica
utilizacdo no controle de surtos de doengas transmissiveis. Desde o surto de SARS em
2003, a China se preparou para pandemias futuras aplicando licbes aprendidas e agindo
rapidamente na implementacéo de protocolos como esses (Wilder-Smith e Freedman,
2020).

2.1.4 Vacinas

Devido a falta de eficacia dos tratamentos contra o coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), a vacinacdo emergiu como a principal
estratégia para conter a pandemia, prevenindo a forma grave da COVID-19. A longo
prazo, a conquista da imunidade de rebanho tornou-se extremamente crucial para reduzir
o risco de infecgdo entre os individuos suscetiveis, limitando ndo apenas a propagacao do
virus de pessoa para pessoa, mas também protegendo indiretamente os individuos néo
vacinados de alto risco (Liu e Ye, 2022; Fine et al, 2001). Com o avancgo da
pandemia, a OMS em 2021 estabeleceu alguns objetivos estratégicos para combater a
COVID-19 por meio da vacinagdo em nivel global. Entre esses objetivos, destacam-se:
(a) minimizar as mortes, as doencas graves e a carga geral da doenga; (b) reduzir o
impacto no sistema de salde; e (c) restaurar a atividade socioecondmica. A partir da
vacinacdo, houve uma reducéo significativa na forma grave da COVID-19, diminuindo

também os casos de hospitalizagcdes e mortes (OMS, 2022).

O processo para liberacdo e utilizacdo de vacinas pode chegar até 15 anos,
passando por da pesquisa até o mercado. Porém, durante grandes surtos, como na
pandemia da COVID-19, as agéncias regulatdrias podem sobrepor as diferentes fases de
testes, com a finalidade de acelerar os processos (Liu e Ye, 2022). Em dezembro de 2020,
cerca de 200 possiveis candidatos vacinais para COVID-19 foram avaliados, e 52 deles
estavam em fases de testes clinicos em humanos (OMS, 2022). Para implementacao da
vacinagdo, diversas plataformas vacinais foram utilizadas, variando de formas
tradicionais como virus inativado, virus atenuado, até abordagens mais recentes como

vetores virais e acidos nucleicos (Quadro 3).
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Tipo de Tecnologia Vantagens Desvantagens Exemplos
Vacina utilizada
Acido nucléico Secéo do | - Relativamente - Lipossomas DNA
material simples de requerem vaccine:
geneético fabricar; armazenamento ZyCoV-D
(DNA/RNA) - Desenvolvimento ultrafrio; MRNA
que forneceas | rapido; - Eletroporacéo pode vaccines:
instrucBes -Sem componentes ser complicada; Pfizer-
para proteinas | vivos, portanto, - Sistemas de BioNTech
especificas sem risco de a distribuicdo and Moderna
vacina diferentes podem ser COVID-19
desencadear Necessarios.
doencas.
Virus total Virus - Alta - Risco de reversao Codagenix
atenuado enfraquecido imunogenicidade; para forma Inc., Serum
- Bom historico patogénica; Institute  of
de utilizag&o. - Lento para India, Indian
desenvolver  novas Immunologic
versoes; al Ltd.
- Risco de infecgdo
em pacientes
imunocomprometido
S.
Virus total Virus - Tecnologia bem - Risco de doenca COVAXIN-
inativado causador  de estabelecida; agravada pela Bharat
doencas - Sem vacing; Biotech,
inativado por componentes - Doses de reforgo Coronavac-
produtos Vivos; podem ser Sinovac,
quimicos, - Relativamente necessarias. Sinopharm
radiacdo  ou simples de
alta fabricar.
temperatura
Subunidade Antigenos - Tecnologia bem - Relativamente Novavax,
especificos do estabelecida; complexo de Moderna
patégeno - Sem fabricar;
componentes - Adjuvantes podem
vivos,  portanto, ser Necessarios;

sem risco de a
vacina

desencadear

- Determinar a
melhor combinacéo

de antigenos leva




doengas;
- Relativamente

estavel.

tempo.
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Vetor viral Virus - Tecnologia bem - Imunidade pré- Oxford/Astra
recombinante inofensivos estabelecida; existente a0 vetor Zeneca,
modificados - Seguranga; pode  reduzir a Janssen/John
para produzir - Produgdo em resposta son and
material larga escala; imunologica; Johnson,
genético - Forte - Relativamente Sputnik
selecionado imunogenicidade. complexo de Light—
fabricar. Gamaleya
Vacinas Preparacdes - Pode produzir - Risco de Medicago
baseadas em supramolecul respostas conformacéo Inc, Saiba
particulas ares imunolégicas incorreta; GmbH
semelhantes multiproteicas celulares e - Fabricagéo lenta e

ao virus
(VLPs)

com
caracteristicas
equivalentes a

virus

humorais fortes;
- Sem risco de
reversao porque
ndo contém
nenhum material
genético do virus.

mais cara.

Quadro 3. Principais plataformas empregadas no desenvolvimento de vacinas contra a COVID-19,

destacando a defini¢do, suas vantagens e desvantagens e exemplos de vacinas desenvolvidas com essas
tecnologias (Adaptado de Ghildiyal et al, 2024; Hadj Hassine, 2022; Tregoning et al, 2020; Liu e Ye, 2022).

2.2 Utilizacdo de leveduras como vetores vacinais

2.2.1 Caracterizacao

Tanto para terapia quanto para pesquisa, diferentes sistemas de hospedeiros de

expressdo sao utilizados para a producdo de proteinas recombinantes, com a escolha do

sistema variando conforme o objetivo desejado. As plataformas em uso incluem bactérias,

leveduras, fungos filamentosos e células de eucariotos superiores, cada uma com suas

vantagens e desvantagens (Quadro 4), considerando suas caracteristicas
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especificas e aspectos econdmicos envolvidos na sua producdo (Gomes et al, 2016). O

uso de diferentes sistemas surgiu a partir da necessidade de aplicar a tecnologia de DNA

recombinante (rDNA). Utilizada para a clonagem e expressao de um gene de interesse

em um sistema de expressdo adequado, o rDNA tem sido utilizado para superar as

dificuldades na produgdo de grandes quantidades de vacinas ou agentes diagnosticos

(Balamurugan et al, 2006). A partir do rDNA, a producdo de proteinas recombinantes se

tornou uma das principais aplicacdes biotecnoldgicas, se estabelecendo com a introducéo

da insulina recombinante e do hormonio de crescimento humano na década de 1980
(Huang et al, 2018).

Sistema Vantagens Desvantagens
hospedeiro
Escherichia Facil N&o possui a maquinaria necessaria para remover
coli Répido introns dos transcritos
Econdmico O gene estrangeiro pode conter sequéncias que atuam
Taxa de crescimento rapido como sinais de terminacao, resultando em terminagéo
Capacidade  para  fermentacdo | prematura e perda da expressdo génica
continua Viés de codons
Falta de modificagdes pos-traducionais
A glicosilacdo é extremamente incomum em bactérias
Producdo de proteinas em forma insoltvel ou na forma
de corpos de incluséo
Degradacdo de proteinas
Acumulo de endotoxinas
Bacillus N&o produz LPS/endotoxinas Producdo de proteases extracelulares que podem
subtilis Pode ser transformada facilmente | reconhecer e degradar proteinas heterélogas
com muitos bacteriofagos e | Instabilidade de plasmideos
plasmideos Reducgdo ou auséncia de expressdo da proteina de
Capaz de secretar proteinas | interesse
extracelulares funcionais
diretamente no meio de cultura
Leveduras Crescimento rdpido em meio de Hiperglicosilacéo de proteinas

baixo custo
Modificactes pos-traducionais

apropriadas

Viés de codons
Ineficiéncia na secrecdo das proteinas para o meio de

crescimento, resultando em retencéo intracelular
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Seguranca do sistema garantida
Auséncia de  producdo  de

endotoxinas

Fungos Alto nivel de expressdo Complexo

filamentosos Falta de conhecimento sobre fisiologia
Células de | Dobramento correto de proteinas Alto custo

Mamiferos Modificacoes pos-traducionais | Tecnologia complicada

apropriadas e montagem do produto | Potencial contaminag¢do com virus animais

Glicosilagéo adequada

Quadro 4. Vantagens e desvantagens de diferentes sistemas hospedeiros para expressdo de proteinas

recombinantes (Adaptado de Gomes et al, 2016).

As leveduras expandiram sua importancia além do uso tradicional na fermentacéo
na industria alimenticia para diversos setores da saude, incluindo a producéo de proteinas
recombinantes. Inicialmente utilizada na producdo de pées e bebidas, estes organismos
unicelulares ganharam espaco nas Ultimas décadas gragas as vantagens Unicas que
oferecem (Kim et al, 2014). Como organismos eucariéticos, as leveduras sdo capazes de
realizar diferentes processos de modificacGes pos-traducionais, como glicosilacdo e
fosforilagdo, que muitas vezes sdo limitados ou ndo estdo presentes nas bactérias. Além
de terem uma taxa de crescimento rapida e grande robustez, possibilitando seu cultivo em
larga escala e séo de facil manipulacdo genética (Yang et al, 2023). Por apresentarem
status GRAS (Generally Recognized as Safe), que garante seguranca na utilizacdo de
diversas espécies de leveduras em alimentos, bebidas e processos industriais, algumas
leveduras podem ser utilizadas como vetores vacinais. Espécies como Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis e Hansenula
polymorpha se apresentam como modelos de estudo para aplica¢Bes biotecnologicas,

incluindo a producéo de proteinas recombinantes (Roohvand et al, 2017).

A utilizacdo de leveduras como vetor vacinal demonstrou ser uma abordagem
promissora, capaz de gerar respostas imunologicas especificas ao antigeno de interesse,
ativar células dendriticas e desencadear respostas robustas de linfocitos T citotdxicos
especificos para o antigeno. Essa estratégia tem sido explorada tanto para vacinas
terapéuticas quanto para vacinas profiléticas (Ardiani et al, 2010).
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2.2.2 Producdo de proteinas heterdlogas em Pichia pastoris

Pichia pastoris, atualmente reclassificada como Komagataella phaffii, foi
introduzida nos anos 60’ como uma levedura metilotrofica, utilizando metanol como fonte
de carbono e energia. Ja nos 70°, foi desenvolvida como um sistema de expressdao
heter6logo pela Philips Petroleum junto a Salt Institute Biotechnology/Industry
Associates, Inc. (SIBIA) (Vijayakumar et al, 2024). Duas caracteristicas principais
marcam P. pastoris como alternativa interessante a outros modelos ja utilizados para
producéo de proteinas heterélogas, como S. cerevisiae. Uma delas é o promotor AOX1,
derivado do gene da alcool oxidase, utilizado na transcricao de genes heter6logos, e sendo
altamente induzido por metanol e reprimido por glicose, glicerol e etanol. Gragas a essa
caracteristica de regulacdo e caracteristicas controlaveis, esse promotor é uma 6tima
opcao para direcionar a expressdo de proteinas recombinantes (Torres & Moraes, 2000;
Mastropietro et al, 2021).

Outra caracteristica importante na escolha de P. pastoris como modelo para expressdo de
proteinas heterologas, é a auséncia do “efeito Crabtree”, visto que esta levedura ndo é
considerada como forte fermentadora. A maioria das leveduras ao fermentar gera etanol,
0 que, em culturas de alta densidade, pode atingir rapidamente niveis toxicos de etanol,
o chamado “efeito Crabtree”. Por estar dentro do grupo de leveduras que ndo possuem
este efeito, P. pastoris apresenta uma baixa demanda energética para manutencao,
possibilitando sua cultura em larga escala e densidade mais facilmente (Torres & Moraes,
2000; Montafio et al, 2010).

Existem diferentes linhagens de P. pastoris, como Y-11430, KM7121, MC100-
3, porém uma das mais utilizadas para expressao de proteinas é a GS115, especialmente

para industria e medicamentos.

2.3 Ancoragem de proteinas recombinantes em leveduras
2.3.1 Aspectos gerais

Dentre as diferentes formas que se pode utilizar as leveduras na producdo de
proteinas recombinantes na parede celular da levedura encontra-se a técnica de Yeast
Surface Display (YSD), que compreende diferentes aplicacbes, como selecdo de

proteinas, producdo de anticorpos, biorrefinaria (Ye et al, 2021). Com a abordagem, é
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possivel expressar peptideos alvos ou proteinas na superficie celular utilizando linkers ou
proteinas ancoras para diferentes finalidades, incluindo o desenvolvimento de estratégias
vacinais (Tanaka et al, 2012). Essa estratégia surge também como um caminho para
contornar um dos desafios encontrados na producdo de proteinas heterdlogas em
leveduras, que ¢é a capacidade de gerar proteinas que se liguem com alta afinidade e
especificidade aos alvos, visto a habilidade de melhorar ndo s6 a afinidade e
especificidade mas também a expressdo e estabilidade dessas proteinas (Gai e Wittrup,
2007; Gera et al, 2013). O YSD utiliza algumas vantagens de modificacbes pds-
translacionais encontradas em leveduras, como glicosilagdo, acilacéo e fosforilagcdo, que
somadas & facilidade de cultura celular, manipulagdo genética e conhecimento que se tem
desses organismos, permite a adesao e exposi¢cdo das proteinas em sua superficie (Ye et
al, 2021; Teymennet-Ramirez et al, 2022).

A construcdo de um cassete de expressdo a ser utilizado para YSD necessita de
algumas caracteristicas principais, além da proteina de interesse, sendo a) peptideo sinal
no N-terminal da proteina, com a funcéo de secretar a proteina de interesse, b) proteina
ancora no C-terminal da proteina, para fixar e expor a proteina na parede da levedura, c)
uma tag de epitopo para deteccdo e analise do funcionamento da exposicdo. E importante
0 estudo e avaliacdo de diferentes opcOes, para selecionar a mais viavel a depender da

proteina e promotor de interesse (Ye et al, 2021; Kajiwara et al, 2020).

Diferentes proteinas ancoras podem ser utilizadas para ancoragem de proteinas na
superficie celular de leveduras, tanto na familia de proteinas GPI quanto na familia Pir.
Dentro da familia de proteinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI), existe um sistema de
aglutininas, que se caracterizam como glicoproteinas mediadoras de adesdo sexual em
células de leveduras e que podem ser extraidas por glucanase, e que secretam a- aglutinina
(Aga) e a-aglutinina (Aga) (Ye et al, 2021; Chen, 2017). A a-aglutinina € a proteina
ancora mais utilizada para sistemas de fusdes em proteinas de interesse a partir de metade
da regido C-terminal Aga, sitio que é capaz de imobilizar e expor na parede extracelular

as proteinas fusionadas (Piraine et al, 2021).

Também foi observado que, ao serem ancoradas na parede das leveduras (Figura
4), as proteinas recombinantes ficam expostas e tém a capacidade de aprimorar a
exposicao antigénica. Esse fendbmeno ocorre principalmente porque as proteinas mantém
sua estrutura conservada, preservando assim seus sitios antigénicos, o que amplia o

reconhecimento especifico dos antigenos vacinais (Kenngott et al, 2016; Lei et
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al,2016).

SCoV-SintA

Figura 4. llustragdo da ancoragem dos antigenos vacinais na superficie da levedura, utilizando a técnica
de Yeast Surface Display. Fonte: Autor.

2.3.2 Dupla ancoragem

Buscando ampliar a resposta imunologica induzida pelas vacinas, além da
apresentacdo antigénica através do YSD, pode ser interessante a utilizacdo de mais de um
antigeno no cassete de expressdo. O Sitio Interno de Entrada de Ribossomo (IRES) se
caracteriza como sequéncias de mRNA exclusivas em regides ndo traduzidas (UTRs) para
traducdo cap-independente de sintese proteica, presentes em alguns virus como virus da
poliomielite e da encefalomiocardite. Uma das suas aplica¢Ges tem sido na engenharia
genética, em construgdes de vetores com co-expressao de genes. Zitvogel et al, 1994 ja
desenvolviam na década de 90 estudos envolvendo a co-expressdo de diferentes
subunidades de interleucinas 12 (IL-12) utilizando pela primeira vez IRES para aplicacdo
biomédica. Desde entdo, diversos trabalhos tém tido como alvo a utilizacdo desta
abordagem para expressao simultdnea de dois genes. A sequéncia IRES tem a funcgéo de
recrutar os ribossomos e garantir continuidade da sintese proteica entre as sequéncias
génicas das proteinas de interesse, evitando a interrupcdo antes da sintese do segundo
gene de interesse. (Zitvogel et al, 1994; Marques et al, 2022; Huang et al, 2019).

Essas sequéncias sdo geralmente derivadas de genomas virais, a partir de virus
como o virus Potato virus Y (PVY), porém sua funcionalidade da sequéncia IRES em
levedura ja foi previamente avaliada por estudos de Huang et al, 2019, onde foi observada

a possibilidade da sua utilizagéo para introduzir maltiplos genes em P. pastoris.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Construcéo de vetor de expressao com co-expressdo de proteinas codificadas por
genes derivados do SARS-CoV-2, SCOV-SintA (gene sintético multi-epitopos) e RBDwt,
para dupla ancoragem na superficie de Pichia pastoris, como parte do desenvolvimento

de estratégias vacinais voltadas para imunizagdo contra a COVID-19.

3.2 Objetivos Especificos

o Amplificacdo dos genes SCOV-SintA ¢ RBDwt para clonagem em vetor de
expressao;

e Amplifica¢do dos “biobricks”, sequéncias de DNA padronizadas com diferentes
fungdes especificas que podem ser combinadas para criar sistemas bioldgicos
complexos, do cassete de expressao;

o Construcao de vetor de expressdo que possibilite a dupla ancoragem dos antigenos

vacinais na superficie de P. pastoris.
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METODOLOGIA
4.1 Materiais

4.1.1 Plasmideo

O vetor pPGKA3 (de Almeida et al, 2005; vetor ndo-comercial cedido pelo Dr
Fernando Araripe Gongalves Torres/Universidade de Brasilia) foi utilizado na construgao
do trabalho. Apresenta PGK1 como promotor de inducéo constitutiva, MF-o (Fator Alfa)
como peptideo sinal para secrecao de proteinas recombinantes produzidas, AOX1 como
terminador de transcrigdo nativa que permite processamento eficiente de mRNA 3°, TEF1
como promotor do gene do fator de alongamento de transcrigdo 1, BleoR como gene de

resisténcia a Zeocina para selecdo em E. coli, extremidade 3’ do gene CYCI de S.
cerevisiae que permite processamento eficiente de mRNA 3’ do gene Sh ble para aumento

estabilidade e a origem de replicacdo que permite a replicacdo e manutencao do plasmideo
em E. coli.

Sacl {(234)
| _Xbal (238)

_BstBI (414)

_¥hoT (585)
" MNotl (706)
./ Pstl (723)
<~ EcoRI {725)
— HindIII (737)
" 8all (752)

BxHis

pPGKA3
3030 bp

A

e 1D

T e o —— EC
S

EM7 promoter

Figura 5. Mapa esquemético do vetor de expressdo pPGKA3 gerado a partir do SnapGene. Fonte
Autor.
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4.1.2 Genes Multiepitopo e RBDwt

Dois genes foram utilizados como modelo de antigenos vacinais neste trabalho.
Um deles foi 0 SCOV-SintA, gene sintético multiepitopo, que apresenta 8 epitopos de
proteina Spike e 7 do Nucleocapsideo (Figura 6). O gene foi desenhado a partir da
dissertacdo de mestrado de Maria da Conceicdo Viana Invencdo, defendida em janeiro de
2022, pelo Programa de Pés-graduacdo em Genética, orientada pelo Prof. Dr. Antonio
Carlos de Freitas.

[ 6xHis I Gly (8) IEAAAKI B-defensival EAAAK IPAN-HLADRI EAAAK

8 Epitopos
Spike

Figura 6. Gene sintético multiepitopos, contendo regiGes da proteina Spike e Nucleocasideo do SARS-

7 Epitopos
Nucleocapsideo

CoV-2. A construgdo contém uma tag de hexahistidina (6xHis), linkers Gly(8), EAAAK, KK e sequéncias
adjuvantes como f-defensina, PAN-HLA DR e TAT; além das sequéncias de epitopos das proteinas Se N
do SARS-CoV-2. Fonte: Autor.

Os epitopos escolhidos foram avaliados in silico quanto a capacidade de
reconhecimento e ligacdo com células B e T, cobertura populacional e também em relagéo
as principais variantes. Diferentes linkers foram adicionados (Quadro 5), para diferentes
finalidades, incluindo o aumento da estabilidade e acessibilidade a anticorpos dos
epitopos, assim como promover a apresentacdo de antigenos via MHC-I1. O SCOV- SintA

apresenta cerca de 900pb.

Linker | Localizacdo | Funcéo e Caracteristicas Referéncias

Gly (8) Extremidade | Aumenta curvatura e estabilidade dos | Pandey et al., 2018)
epitopos, aumenta acessibilidade a

anticorpos

EAAAK | Extremidade | Aumenta curvatura e estabilidade dos | Pandey et al., 2018)
epitopos, aumenta  acessibilidade a

anticorpos
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AAY Entre Especifico para epitopos de MHC-I, forma | Pandey et al., 2018)
epitopos sitios  para  transporte  via  TAP
(Transportador Associado ao

Processamento de Antigenos), aumenta

apresentacdo antigénica

GPGPG | Entre Especifico para epitopos de MHC-II, | (Livingston et al.,
epitopos estimula resposta T helper 2002; Nezafat et al.,
2014; Dong et al.,
2020)
KK Entre Ativa células B, alvo: Catepsina B via (Nezafat et al., 2017)
epitopos MHC-I1I

Quadro 5. Linkers adicionados & construgdo do gene sintético multiepitopo, SCOV-SintA, com sua

localizacdo e suas principais fungdes e caracteristicas. Fonte: Autor

O segundo gene selecionado foi o RBDwt, gene selvagem do Dominio de Ligagéo
ao Receptor, escolhido por ser um dos principais alvos utilizados em diversas vacinas em
circulacdo. Esta regido faz parte da proteina Spike, e é essencial durante a infeccdo do
SARS-CoV-2 ao se ligar ao receptor Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) nas

células hospedeiras. A regido de interesse apresenta fragmento de cerca de 711pb.

4.1.3 Linhagem de Microrganismo e Meios de cultura

A bactéria E. coli Topl0 foi utilizada como organismo hospedeiro para 0s
experimentos de clonagem. Nas etapas de transformacéo em E. coli, repique e indculo foi
utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB) low salt, apresentando a seguinte
composigéo: Extrato de levedura 0.5%, NaCl 0.5% e Peptona 1%, adicionando 25 pg/mL
de Zeocina (Invitrogen). Para meio sélido, foi acrescentado 1,5% de agar. O cultivo das

colonias foi realizado a 37°C por 16-18h.

4.1.4 Géis para Eletroforese e Tampéao

Nas etapas de eletroforese de DNA, foram utilizados géis de agarose a 1% com

tampdo TAE 1X, composto por 400 mM de Tris base, 190 mM de &cido acético e 10
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mM de EDTA, com pH 7,6.Durante o preparo do gel, foi adicionado brometo de etidio
(0,3 pg/mL) para formagdo de complexos fluorescentes ao intercalar com o DNA,
permitindo a visualizagdo das bandas de DNA por meio de um transluminador de luz
ultravioleta. As amostras foram aplicadas junto com tampdo de amostra, para dar
coloragéo e peso na aplicagédo da amostra, e se utilizou como referéncia o marcador de
1KDb (Gene Ruler DNA Ladder).

4.2 Métodos
4.2.1 Amplificacdo dos Genes
Os fragmentos SCOV-SintA e RBDwt foram amplificados por PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase) a partir de sequéncias presentes nos vetores pxPGKSCOV e
pPVAXRBD (a partir da construcdo de trabalhos prévios do grupo), com primers
especificos para cada gene. A reacdo foi feita utilizando TransTag® DNA Polymerase
High Fidelity (HiFi) para maior especificidade e maior eficiéncia na amplificacdo, e a
partir da bula seguiu a seguinte programacéo: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min,
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos, extensdo 72°C
por 1 minuto e extensdo final 72° por 5 minutos, sendo o0 nimero de ciclos 30. O produto
da reacéo de PCR foi entdo analisado a partir de uma corrida de Eletroforese em gel de
agarose com concentracdo de 1% em tampédo TAE 1X, corrente elétrica de 80V e tempo
de duracéo de 35 minutos. A purificagdo seguiu a etapa de confirmacao de amplificacao,

e foi realizada utilizando o Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen Biotech.

4.2.2 Amplificacao dos “biobricks” e Construcéo do Cassete de Expressao

O vetor pPGKA3 (de Almeida et al. 2005) foi sintetizado com o promotor de
inducédo constitutiva PGK1, o primeiro peptideo sinal MF-a (fator alfa) para secretar as
proteinas recombinantes produzidas e uma tag de hexahistidina (6xHIS) que pode ser
usada posteriormente para deteccdo imunoldgica com Anti-HIS e/ou purificagdo das
proteinas de interesse (Lueking et al. 2003). A sequéncia IRES derivada do virus PVY
(Huang et al. 2019), 263pb, foi amplificada e clonada no vetor de passagem pUC57 pela
empresa GenOne Biotechnologies. Tanto o vetor pPGK quanto a IRES PVY contém sitios
de restricdo para as enzimas EcoRI e Sall, o que permitiu a realizacdo de tratamento

enzimatico, seguido pela purificacdo utilizando o Easy Pure PCR
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Purification Kit da Transgen Biotech. A partir disso, foi realizada a reacdo de ligacéo para
inserir a sequéncia de PVY em pPGK com a enzima T4 ligase (Promega), seguindo as
instrucdes da bula, em uma proporcdo de concentragdo 3:1 (inserto:vetor), para obtencao
da construgdo pPGKPVY.

O plasmideo resultante da reacdo de ligacao foi utilizado para transformagao de
células quimiocompetentes de Escherichia coli Top10. O protocolo utilizado ja é pre-
estabelecido para transformagao bacteriana e seguiu as seguintes etapas: 10uL do produto
de ligacdo foi homogeneizado mais S0uL de células quimiocompetentes E. coli Topl0 e
levado ao gelo por 15 minutos, apds incubacdo foi levado ao termobloco a 42°C para
choque térmico por 1 minuto. Em seguida, as células foram novamente levadas ao gelo
por 1 minuto, adicionadas em 800uL de meio LB liquido, para recuperagéo e crescimento,
e incubadas a 37°C por 1H. Depois da incubacdo, foram levadas a centrifuga por 10
minutos a 1200rpm. Foram descartados 600ul do sobrenadante, e os 200uL restantes
semeados em placas de meio LB com Zeocina (25ug/mL) e incubadas por 16 horas a
37°C.

As colbnias que apresentaram resisténcia ao antibidtico, ou seja, aquelas que
cresceram na placa, foram selecionadas, repicadas, inoculadas e posteriormente
submetidas a extracdo de DNA plasmidial. Essas etapas foram realizadas seguindo o
protocolo descrito por Sambrook et al. 1989. A confirmacdo da clonagem foi feita a partir
da realizagéo de PCR e analisada por Eletroforese em gel de agarose.

Com o plasmideo pPGKPVY, a etapa seguinte foi a amplificacdo da proteina
ancora a-aglutinina I (aAG), a partir da sequéncia presente no pPGKmultiepAga, com
primers Forward e Reverse especificos. A reacdo foi feita utilizando TransTaqg® DNA
Polymerase High Fidelity (HiFi), e seguiu a mesma programacdo anterior. Com a
confirmacéo da amplificacdo obtida a partir de Eletroforese em gel de agarose, o produto
da reacdo de PCR foi purificado utilizando o Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen
Biotech. Seguindo a construgdo do cassete (Figura 7), a-aglutinina I, a- aglutinina Il e o
fator alfa 1l (MF-a) foram amplificados a partir de PCR convencional, tendo como DNA
template o pPGKmultiepAga, e a reacdo foi feita utilizando HiFi, também com a mesma
programacao ja citada. Todos amplificados e purificados com Easy Pure PCR Purification

Kit da Transgen Biotech.
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Figura 7. Esquema correspondente ao cassete de expressdao. Com o PGK1 como promotor de indugéo
constitutiva, o peptideo sinal MF-o (fator alfa) para secretar as proteinas produzida, a proteina ancora a-
aglutinina ao C-terminal das proteinas de interesse, que tem o propdsito de ancorar e expor as proteinas
recombinantes na superficie da levedura. Além disso, uma sequéncia IRES (Internal Ribosome Entry Site
- Sitio Interno de Entrada de Ribossomos) PVY com a funcdo de recrutar os ribossomos e garantir a
continuidade da sintese das proteinas, evitando a interrupcao antes da sintese do segundo gene de interesse

e que permitira alcancar a dupla ancoragem. Fonte: Autor.

4.2.3 Clonagem dos genes no Vetor de Expressao
A partir das purificacdes, foi realizada digestdo enzimatica em SCOV-SintA e no
vetor pPGKPVY, a fim de gerar extremidades que permitissem ligagdo entre o inserto e
0 vetor. A reacdo foi realizada utilizando EcoRI e Kpnl. Apds digestao, inserto e vetore

foram purificados com Easy Pure PCR Purification Kit da Transgen Biotech
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho propds construcdo de um vetor co-expressando dois antigenos
derivados do SARS-CoV-2, o primeiro sendo o SCOV-SintA, um gene sintético
multiepitopo contendo regiGes das proteinas estruturais Spike e Nucleocapsideo, e 0
segundo o RBDwt, um gene selvagem do Dominio de Ligacdo ao Receptor encontrado
na proteina S. Para isso foi preciso primeiro a amplificacdo de ambos o0s genes, que se
encontravam em pXPGKSCOV e pVAXRBD, a partir de primers Forward e Reverse
especificos. A amplificacdo foi confirmada através de uma corrida eletroforética com gel
de agarose a 1% durante 35 minutos, revelando bandas de fragmentos com 900pb e 711pb,
correspondendo respectivamente a SCOV-SintA ¢ RBDwt (Figura 8). O gene
multiepitopo foi escolhido como um dos antigenos por ser um alvo interessante gracas ao
conjunto de epitopos escolhidos na sua sintese, variando de epitopos das proteinas S e N,
e que, nas analises in silico, apresentaram resultados promissores quanto a alta capacidade
de reconhecimento e ligacdo com células B e T, cobertura populacional mundial de mais
de 90% para MHC-I (Complexo Principal de Histocompatibilidade I) e pouco mais de
50% para MHC-II (Complexo Principal de Histocompatibilidade 1) e alta conservacao
contra possiveis variantes. Enquanto o RBDwt foi escolhido por ser um dos principais
alvos de interesse no desenvolvimento de vacinas gragas a sua capacidade de ativar
células B para producéo de anticorpos e células T para atacar as células infectadas, tanto

em estudos em desenvolvimento quanto em vacinas em circulacdo (Yang et al, 2020).
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Figura 8. Amplificacdo de SCOV-SintA e RBDwt de SARS-CoV-2. Eletroforese em gel de agarose 1%,
tampdo TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb
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(ThermoScientific); 1 - Fragmento de 900pb correspondente a SCOV-SintA; 3 - Fragmento de 711pb
correspondente a RBDwit; 2, 4 - Controles negativos.

A construcdo do cassete de expresséo foi iniciada a partir da insercdo da IRES -
Sitio Interno de Entrada de Ribossomos, derivada do virus Potato virus Y (PVY) com
funcionalidade em P. pastoris previamente avaliada (Huang et al. 2019), no vetor pPGK.
A utilizacdo da sequéncia IRES no vetor de expressdo € essencial para realizacdo da co-
expressdo, e subsequente dupla ancoragem, dos antigenos, visto que garante a
continuidade da sintese proteica entre os genes (Marques et al, 2022). A partir de PCR
convencional foi confirmada a inser¢cdo de PVY em pPGK, construido o plasmideo

pPGKPVY, como mostra a Figura 9.
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Figura 9. Confirmacdo de PVY em pPGK a partir de PCR convencional. Eletroforese em gel de agarose
1%, tampdo TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 40 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb

(ThermoScientific); 1 - Controle negativo; 2 - Fragmento de 263pb correspondente a PVY.

EcoRI - Xhol - Kpnl - Hindlll

Pstl - Smal - Sall

PGK1 MF-al |IRES PVY

pPGK_PVY

Figura 10. llustragdo da construgdo pPGKPVY. Contendo o promotor PGK1 como promotor de inducéo

constitutiva, o peptideo sinal MF-a (fator alfa) para secretar as proteinas produzida e IRES PVY com a
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funcdo de recrutar os ribossomos e garantir a continuidade da sintese das proteinas, evitando a interrupcdo
antes da sintese do segundo gene de interesse e que permitira alcancar a dupla ancoragem. Além disso,
estdo incluidos os sitios de restricdo para enzimas EcoRlI, Xhol, Kpnl, Hindlll, Pstl, Smal e Sall, que serdo

utilizados para inser¢do de outros “biobricks”. Fonte: Autor.

Com a confirmagéo da presenca de PVY no vetor a partir de PCR foi realizada a
amplificagdo, a partir de PCR convencional, ¢ purifica¢do da proteina ancora a- aglutinina
I, e subsequentes digestdes de pPGK PVY e a-aglutinina | com as enzimas Hindll1 e Kpnl
(Figura 11). A proteina ancora Agol nesta construgdo apresenta papel de imobilizar e
expor SCOV-SintA na superficie de P. pastoris, visto que serd fusionada ao C-terminal
do antigeno, para aumento da exposi¢ao antigénica e ampliacdo no reconhecimento e

resposta imune.
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Figura 11. Digestdo enzimética com as enzimas Hindlll e Kpnl da proteina &ncora a-aglutinina | e
pPGKPVY. Eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35
minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1, 2 - Fragmentos de 992pb

correspondente a a-aglutinina I; 4 a 8 - Bandas correspondentes a pPGKPVY.

Também foi realizada a amplifica¢do e purificacdo da Agall (Figura 13A), que
sera fusionada ao C-terminal do RBDwt, para sua ancoragem e exposi¢do na parede
celular da levedura, e do segundo peptideo sinal MF-a (fator alfa), inserido ap6s a IRES

PVY a fim de secretar a proteina (Figura 12B).
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Figura 12. Resultados de corridas eletroforéticas. A) Amplificagdo de a-aglutinina Il com os respectivos
primers Foward e Reverse. Eletroforese em gel de agarose 1%, tampdo TAE, corrente elétrica de 80V por
35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1 - Fragmento de 992pb
correspondente a a-aglutinina II; 2 - Controle negativo. B) Amplificacdo de MF-a II (fator alfa) com os
respectivos primers Foward e Reverse. Eletroforese em gel de agarose 1%, tampdo TAE, corrente elétrica
de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1 - Fragmento de 255pb

correspondente a MF-a II; 2 - Controle negativo.

O gene SCOV-SintA também recebeu tratamento enzimatico a fim de gerar

extremidades que permitam a ligacdo com o vetor pPGKPVY (Figura 13).
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Figura 13. Digestdo enzimética com as enzimas EcoRI e Kpnl do SCOV-SintA e pPGKPVY. Eletroforese
em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, corrente elétrica de 80V por 35 minutos. M - Marcador Ladder
GeneRuler 1Kb (ThermoScientific); 1, 2 - Fragmentos de 900pb correspondente a SCOV-SintA; 3 e 4 -
Bandas correspondentes a pPGKPVY.
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Além dos “biobricks”, ou seja, das sequéncias a serem adicionadas, cada gene foi
sintetizado com uma tag de hexahistidina (6xHIS) que pode ser usada tanto para detec¢éo
imunoldgica com Anti-HIS quanto para purificar as proteinas de interesse. O desenho do
cassete completo a ser construido compreende: 0 PGK1, um peptideo sinal MF-o (fator
alfa) antes de cada gene, uma tag de hexahistidina (6xHIS) no N-terminal de cada gene,
uma proteina ancora a-aglutinina ao C-terminal de cada proteina de interesse, além de

uma sequéncia IRES PVY entre a Agal e MF-a II, como ilustrado na Figura 14.

PGK1 MF-al 6XHis SCOV-SintA = Agal |RES PVY MF-all = 6XHis RBD

pPGKa-Ag_PVY

Figura 14. Esquema geral do cassete de expressdo a ser obtido ao fim da construcéo. Fonte: Autor.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos até o presente momento, o trabalho contara com a
finalizacdo da construcdo do cassete de expressdao e clonagem dos genes, para
transformacdo do plasmideo recombinante em Pichia pastoris. Com a obtencdo das
linhagens recombinantes da levedura, espera-se avaliar a expressao das proteinas virais e
posteriormente validar em etapas de analises imunolégicas in vitro. Vale ressaltar que
esse tipo de construcdo € inédita tanto no que se refere a avaliacdo da co-expressdo dos
antigenos vacinais para 0 SARS-CoV-2. Além disso, a construcdo contendo a dupla
ancoragem podera ser aproveitada para antigenos vacinais de outros agentes infecciosos,
sendo seu desenho e elaboracdo inéditos. A pesquisa se encontra dentro do
desenvolvimento de novas estratégias de vacinacao profilatica contra 0 SARS-CoV-2,
necessitando de posteriores ensaios in vitro e in vivo para sua validagdo quanto abordagem

vacinal.
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