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RESUMO

Atualmente, o processo de imunizacado da populagdo mundial contra o0 SARS-CoV-2,
responsavel pelo quadro pandémico mais impactante para a saude publica dos
ultimos anos, encontra-se em andamento. No entanto, ainda ha a necessidade de
desenvolver e avaliar novas estratégias vacinais, considerando a potencial de
disseminagao e mutagénese viral, o estabelecimento de variantes e eventuais novas
ondas de infecgdo. Partindo deste ponto, vacinas de DNA e RNA, assim como
vacinas que utilizam o virus inativado estao suscetiveis a perda de eficacia, uma vez
que algumas vacinas desenvolvidas e que estdo em uso utilizam como base de
confecgdo o virus selvagem, o qual ja sofreu inuUmeras mutagdes e as que estao
atualizadas podem ndo vir a acompanhar variantes mais recentes. O presente
trabalho visou a produgao de um antigeno sintético composto por epitopos derivados
das proteinas Spike e Nucleocapsideo do SARS-CoV-2 como parte do
desenvolvimento de abordagens vacinais para o controle da COVID-19. A sequéncia
foi clonada no vetor de expressdo pGEX-4T-3, ambas com sitios de restricdo para a
enzimas BamHl| e Sall, e inserida em células de Escherichia coli da linhagem BL21,
utilizada como biofabrica para produgcdo da proteina-alvo, cuja composicéo e
arranjos dos epitopos sao inéditos. Apds a confirmagdo das clonagens, foram
realizados ensaios para indugao da expressao da proteina-alvo em baixa escala,
buscando estabelecer as melhores condi¢gdes de cultivo e rendimento. A produgcao
da proteina multiepitopo foi verificada por SDS-PAGE e Western blot. Foi necessaria
a realizagao de solubilizagao dos pellets pds-lisados para recuperar as proteinas que
ficaram nos corpos de inclusdo das células e permitir sua purificagdo. Por fim, o
antigeno produzido foi purificado utilizando resina de niquel. O sistema de expressao
utilizado se mostrou capaz de produzir a proteina e permitiu sua deteccdo e
purificacdo, contudo, faz-se necessaria otimizagcbes na metodologia para producéo
em maior escala para avaliar seu potencial imunogénico e protetivo. Este produto
gerado € fundamental para avaliagdo in vivo da construgdo multiepitopo que foi
desenhada e predita in silico quanto ao seu potencial imunogénico. A construgao e
avaliagao de antigenos contendo epitopos das proteinas virais mais imunogénicas &
uma abordagem promissora com potencial de promover respostas imunoldgicas
protetivas e permitir atualizacao frente as variantes.

Palavras-chave: Coronavirus. Vacina. COVID-19. Proteina Recombinante.
Epitopos.
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ABSTRACT

Currently, the process of immunizing the world's population against SARS-CoV-2,
responsible for the most impactful pandemic situation for public health in recent
years, is in progress. However, there is still a need to develop and evaluate new
vaccine strategies, considering the potential for viral dissemination and mutagenesis,
the establishment of variants and possible new waves of infection. Starting from this
point, DNA and RNA vaccines, as well as vaccines that use the inactivated virus, are
susceptible to loss of effectiveness, since some vaccines developed and that are in
use use the wild virus as a basis for making it, which has already suffered countless
mutations and those that are up to date may not keep up with newer variants. The
present work aimed to produce a synthetic antigen composed of epitopes derived
from the Spike and Nucleocapsid proteins of SARS-CoV-2 as part of the
development of vaccine approaches to control COVID-19. The sequence was cloned
into the pGEX-4T-3 expression vector, both with restriction sites for BamHI and Sall
enzymes, and inserted into BL21 Escherichia coli cells, used as a biofactory for the
production of the target protein, whose composition and epitope arrangements are
unpublished. After confirming the cloning, tests were carried out to induce expression
of the target protein on a small scale, seeking to establish the best conditions for
cultivation and yield. Production of the multiepitope protein was verified by
SDS-PAGE and Western blot. It was necessary to carry out solubilization of the
post-lysed pellets to recover the proteins that remained in the inclusion bodies of the
cells and allow their purification. Finally, the produced antigen was purified using
nickel resin. The expression system used proved capable of producing the protein
and allowed its detection and purification, however, it is necessary to optimize the
methodology for larger scale production to evaluate its immunogenic and protective
potential. This generated product is essential for in vivo evaluation of the multiepitope
construct that was designed and predicted in silico as to its immunogenic potential.
The construction and evaluation of antigens containing epitopes of the most
immunogenic viral proteins is a promising approach with the potential to promote
protective immune responses and allow updating against variants.

Key words: Coronavirus. Vaccine. COVID-19. Recombinant Protein. epitopes.
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1. INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples de sentido
positivo, identificado pela primeira vez em Wuhan (China) e agente etiolégico da
doenga do coronavirus (COVID-19), responsavel por mais de 6 milhdes de mortes
ao redor do mundo desde 2019. Ele € mais suscetivel a sofrer mutagdes por ter RNA
como seu material genético e, devido a essas mutagdes pode mudar seu tropismo
no hospedeiro e escapar de anticorpos neutralizantes, ameacando a eficacia de
vacinas construidas para combater a doencga causada pelo mesmo, e promovendo o
aparecimento de novas variantes (YESUDHAS et al., 2020; GARCIA-BELTRAN et
al., 2021).

Até o momento, 12 vacinas contra a COVID-19 foram aprovadas
para uso em humanos. Duas delas (Pfizer e Moderna) sdo baseadas na entrega de
nanoparticulas lipidicas de mRNA que codifica uma forma estabilizada da proteina
Spike derivada do SARS-CoV-2 isolada da epidemia inicial em Wuhan. Outras
vacinas sao a base de adenovirus (Astrazeneca e Johnson & Johnson), a base de
nanoparticulas (Novavax) e de proteina inativada (Coronavac). Ensaios recentes
demonstraram que essas Uultimas apresentaram reducdo da eficacia global,
sugerindo que as variantes resistem a neutralizagdo (GARCIA-BELTRAN et al.,
2021).

Desde dezembro de 2020 foram identificadas 5 variantes de
preocupacgao, as quais compartilham mutacdes entre si e provocaram novas ondas
de infecgbes ao redor do mundo. As variantes de preocupagao sao: Alpha
(identificada no Reino Unido), Beta (Identificada primeiramente na Africa do Sul),
Gamma (identificada primeiramente no Brasil), Delta (primeiramente identificada na
india) e a Omicron (identificada primeiramente na Botswana). Essas variantes
complicam a agenda de pesquisa do COVID-19 e exigem mais esforgcos em
pesquisas laboratoriais, epidemiologicas e clinicas (TAO et al., 2021; KARIM &
KARIM, 2021).

A construgdo e avaliagdo de antigenos que contém epitopos das
principais proteinas imunogénicas virais sdo abordagens com interessante potencial
a ser explorado, pela capacidade de promover respostas imunoldgicas protetivas
especificas direcionadas para ativagao tanto de células B, quanto de células T, além

de permitirem facil edicdo mediante a necessidade de atualizacdo frente as
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variantes. Portanto, projetos como o aqui proposto, que visam o estudo de
sequéncias multiepitopos, podem contribuir no combate a COVID-19, representando

uma estratégia alternativa as que ja estdo sendo avaliadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SARS-Cov-2

2.1.1 Cenario Pandémico

As primeiras infecgdes pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2),
causador da COVID-19, comegaram a surgir em dezembro de 2019, em Wuhan,
China. Até aquele momento, o impacto que esse virus causaria em humanos € na
saude publica era pouco compreendido, até o momento em que o virus foi isolado
em 7 de janeiro de 2020 e o numero de infecgdes aumentou em pouco tempo,
ganhando proporgdes internacionais, o que fez com que a Organizagdo Mundial da
Saude desse a classificacdo de pandemia ja em 30 de marco de 2020 (Figura 1)
(SINGH e SOOQJIN, 2021; BOBAN, 2020). Até outubro de 2022, 627.104.342 milhdes
de casos ao redor do mundo foram confirmados, assim como 6.567.552 mortes
(WHO, 2022).

No Brasil, o primeiro caso da doenga foi confirmado em 26 de
fevereiro de 2020, na cidade de Sao Paulo, a maior metrépole do pais e importante
porta de entrada de doencas infecciosas (PRADO et al., 2021). O Brasil € o pais da
América Latina com maior numero de mortes pela doenga, com uma taxa de
letalidade diferente ao longo de sua extensao territorial, que pode estar relacionada
a composi¢cao demografica diversificada, controle das medidas adotadas para conter
as infecgdes e a ocorréncia de diferentes variantes (WOLF et al., 2022).

As variantes virais sao resultantes de mutagdes que ocorrem ao
longo da replicagdo viral. A alteracdo no genoma viral pode decorrer de uma
substituicdo de nucleotideo, delegao ou inser¢do. Os virus de RNA tém uma maior
taxa de mutacdo em relagdo aos seus hospedeiros, 0 que esta associado a
mudangas na viruléncia e evolubilidade, ambas consideradas favoraveis a
adaptabilidade viral. Até o momento, 5 variantes de preocupacao foram identificadas

pela Organizagdo Mundial da Saude: Alpha (B.1.1.7), primeiramente identificada no
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Reino Unido em setembro de 2020, Beta (B.1.351), reportada primeiramente na
Africa do Sul em outubro de 2020, tendo se expandido em dezembro do mesmo ano,
Gamma (P.1), reportada no Brasil em janeiro de 2021, Delta (B.1.617.2), reportada
na India no final de 2020 e a Omicron (B.1.1.529), reportada também na Africa do
Sul em novembro de 2021. Todas as variantes possuem mutacdes na proteina de
ligacdo ao receptor (RBD) (proteina utilizada pelo virus para infectar células) e no
Dominio N-terminal (NTD). No Brasil, além da variante de preocupacédo P.1, foi
identificada uma variante de interesse, a Zeta (P.2). A variante P.1 pode levar a uma
neutralizagdo reduzida por anticorpos monoclonais, soros convalescentes e soros
pos-vacinacao. Ja a variante P.2, possui potencial para reduzir a neutralizagcao por
tratamentos com anticorpos e soros vacinais (ALEEM et al., 2022; ZHANG et al.,
2022; MALIK et al., 2022).

Desde o inicio da pandemia, varias vacinas foram desenvolvidas,
testadas e tiveram concedida a autorizagéo para uso emergencial. Uma revisao feita
por Zheng et al. (2022) demonstrou que as vacinas atualmente aprovadas para uso
tém um bom efeito protetor contra os principais desfechos relacionados ao
COVID-19, especialmente para desfechos criticos. Eles observaram que houve alta
heterogeneidade para a eficacia vacinal contra o SARS-CoV-2 entre individuos
totalmente vacinados. Em outro estudo, Liu et al. (2021) analisaram um total de 58
estudos (32 estudos de eficacia da vacina e 26 estudos de seguranca da vacina) e
observaram que uma unica dose de vacinas foi 41% eficaz na prevengao de
infecgdes por SARS-CoV-2, 52% para COVID-19 sintomatico, 66% para internacgao,
45% para internagcbes em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e 53% para 6bito
relacionado a COVID-19. Ja as duas doses foram 85% eficazes na prevencéo de
infeccdbes por SARS-CoV-2, 97% para COVID-19 sintomatico, 93% para
hospitalizagao, 96% para internagdes na UTIl e 95% efetivos para morte relacionada
ao COVID-19, respectivamente. Eles viram também que foram eficazes nas
variantes e para concluir, possuem seguranga tranquilizadora e podem reduzir
efetivamente a morte, casos graves, casos sintomaticos e infecgdes resultantes do
SARS-CoV-2 em todo o mundo.
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Figura 1: Dashboard da Organizagdo Mundial de Saude referente a distribuigdo mundial de casos
confirmados de COVID-19.

pplhcatda

Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. 14 Dez. de 2022. Disponivel em:
https://covid19.who.int/. Acesso em 14 Dez. de 2022.

2.1.2 Organizagdo Genbmica

O SARS-CoV-2 ¢é membro da linhagem B do género
Betacoronavirus, que também inclui o coronavirus da sindrome respiratoria aguda
grave (SARS-CoV) e o coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), e pertence a familia Coronaviridae e a ordem Nidovirales.
Comparativamente ao SARS-CoV, MERS-CoV e o Coronavirus de morcego
(RatG13), ele tem 79%, 50% e 96% de identidade de sequéncia em seu genoma,
respectivamente. Como os demais membros da sua familia, seu genoma
compreende um RNA de fita simples de sentido positivo, envelopado, né&o
segmentado com estrutura 5’ cap e cauda 3’ poli-A, permitindo, assim, atuar como
MmRNA para tradugdo de replicases (RAHIMI et al., 2020). Assim como outros
Betacoronavirus, na extremidade 5 do seu genoma ha uma poliproteina ORF1ab
longa, a qual compreende cerca de 2 tergos do genoma, seguida por quatro
proteinas estruturais principais, incluindo a proteina Spike (S), Envelope (E),
Membrana (M) e Nucleocapsideo (N) (Figura 2). Sua sequéncia gendmica exibe um
comprimento diversificado de 29,8 kb a 29,9 kb (RAHIMI et al., 2020; PHAN, 2020).
A ORF1ab é traduzida em duas poliproteinas (pp1a e pp1ab) pelos ribossomos

celulares, as quais sado processadas por duas proteases virais, a protease
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semelhante a papaina (PLpro) e a protease principal (Mpro), para produzir dezesseis
proteinas ndo estruturais (NSPs), Nsp1 - Nsp16 (YAN et al.,, 2022). As NSPs
desempenham multiplas fungdes no ciclo de vida do virus, modulando a imunidade
do hospedeiro, atuando proteoliticamente e sintetizando, revisando e modificando o
RNA (Tabela 1) (KADAM et al., 2021).

Tabela 1: Proteinas ndo estruturais do SARS-CoV-2 e suas respectivas funcoes.

PROTEINA FUNGAO

Nsp1 Inibe a tradugao da proteina do
hospedeiro pela interacdo com o0 mRNA
do hospedeiro.

Nsp2 Prejudica o ciclo celular da célula
infectada.
Nsp3 Atua como protease no ciclo de vida

viral; inibe a traducéo de proteina do
hospedeiro e suprime respostas imunes

inatas.

Nsp4 Montagem das vesiculas virais durante
o ciclo de vida viral.

Nsp5 Atua como protease no ciclo de vida
viral.

Nsp6 Indugéo de autofagossomos.

Nsp7 Sintese de primer e replicacdo do RNA
viral.

Nsp8 Sintese de primer e replicagdo do RNA
viral.

Nsp9 Suposta ligacédo de ssRNA; Interacao

com proteina do hospedeiro para
facilitar replicagao.

Nsp10 Metilagado mRNA cap.

Nsp11 Funcédo ainda desconhecida.

Nsp12 Replicacdo do RNA e capeamento do
MRNA.

Nsp13 Atividade helicase durante a replicacao

de RNA e capeamento do mRNA.
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Nsp14 Leitura de prova durante a sintese de
RNA; N-metiltransferase durante o
capeamento do mRNA.

Nsp15 Cliva o RNA em locais de poliuridilato.

Nsp16 2'-O-ribose metiltransferase durante o
capeamento de mRNA

Fonte: Adaptado de Kadam et al., 2021.

Quanto as proteinas estruturais, a proteina S € a responsavel pela
entrada na célula hospedeira por meio da sua ligacdo com a enzima conversora de
angiotensina-2 (ACE2). Devido a estas caracteristicas e importéncia para o ciclo
viral, € o principal alvo de vacinas, medicamentos antivirais e anticorpos
monoclonais. Durante sua biogénese, ela é clivada por proteases do hospedeiro em
duas subunidades, S1 (fragmento de ligagao ao receptor) e S2 (fragmento de fusao).
A S1 compreende as seguintes regides: NTD, RBD, um motivo de ligacdo ao
receptor (RBM), e os dominios C-terminais (CTDs), CTD-1 e CTD-2. A subunidade
S2 é dividida em peptideo de fusdo (FP), regido proximal do FP (FPPR), repeticao
da Heptad 1 (HR1), hélice central (CH), dominio conector (CD), repeticao heptada 2
(HR2) segmento transmembrana (TM) e cauda citoplasmatica (CT) (YAN et al.,
2022).

A proteina do Nucleocapsideo (N) desempenha um importante papel
no empacotamento do RNA e interfere também na via do interferon do hospedeiro.
Ela contém cerca de 90% de identidade de sequéncia com a do SARS-CoV, o que
sugere que anticorpos contra a proteina N do SARS-CoV podem reconhecer a
proteina N do SARS-CoV-2. Esta proteina permite a interagdo do genoma viral e a
proteina M, que s&o uteis no aumento da transcri¢cao e replicagao do RNA viral, tem
maior conservacao de sequéncia, possui baixa tendéncia a sofrer mutagao e induz
forte resposta imune protetora, permitindo, dessa forma, ser um bom alvo de drogas
e vacinas e para uso no diagnéstico (YAN et al., 2022; NAQVI et al., 2020).

A proteina M é a mais abundante no virus e a que define a forma do
envelope viral. Ela interage com outras proteinas virais estruturais e tem um papel
organizador central na montagem do coronavirus, pois direciona a formagao do
envelope e fornece a matriz a qual o nucleocapsideo pode se ligar para brotamento.

E reconhecida pelas respostas imunes humoral e celular e também é capaz de
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regular negativamente a resposta imune inata, fazendo com que seja também um
alvo interessante para vacinas (BAI et al., 2022).

A proteina do envelope (E) € a menor das proteinas estruturais e
sdo expressas abundantemente dentro das células infectadas durante o ciclo viral,
porém uma pequena parte delas se fundem & estrutura do envelope. E uma proteina

importante para a patogénese viral (BAl et al., 2022).

Figura 2: Componentes estruturais e gendmicos do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Rahimi et al. 2021

2.1.3 Aspectos gerais da infec¢ao

A infecgao pelo SARS-CoV-2 se inicia pelo contato com o virus. Em
2019, o surto do virus foi associado a um mercado em Wuhan, na China, que vendia
animais vivos, indicando um provavel reservatério zoonético do SARS-CoV-2. Apds
a infeccdo em humanos, a transmissédo do virus é feita por goticulas respiratérias,

aerosol, contato direto com superficies contaminadas e transmissao fecal-oral. A
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disseminacdo pode ser feita ainda por pessoas infectadas assintomaticas e no
momento pré-sintomatico da doenga (KIRTIPAL et al., 2020; HARRISON et al.,
2020).

A entrada do virus nas células hospedeiras € mediada pela
glicoproteina S, que contém as duas subunidades S1 e S2. A subunidade S1 liga-se
a ACE2 através do RBD e a subunidade S2 ancora a proteina S a membrana
celular. Além disso, a serina protease 2 transmembrana celular (TMPRSS2) é
necessaria para a preparagao da proteina S do virus. A entrada do virus na célula
também pode depender das proteases de cisteina endossomal/lisossomal, catepsina
BelL (CTSB, CTSL), mas sua atividade n&o € essencial. A furina protease também
esta envolvida no processo de infecgcdo, uma vez que o SARS-CoV-2 contém um
local de clivagem de furina incomum para coronavirus na proteina S, e o receptor
celular neuropilin-1 (NRP1) potencializa a infectividade do SARS-CoV-2, fornecendo
também um caminho para o sistema nervoso central (SNC). O SARS-CoV-2 também
pode utilizar o receptor alternativo CD147 (expresso em altos niveis no cérebro) para
infectar o SNC (JACKSON et al., 2022; TROUGAKOS et al., 2021). A interagao da
proteina S com a ACEZ2 ira mediar a endocitose, apds isso, o RNA viral entra na
célula e a ORF1a ou ORF1ab sera traduzido pelo ribossomo hospedeiro produzindo
poliproteinas que serao clivadas e transformadas nas NSPs, obtendo-se, assim, o
maquinario de replicagdo e transcricdo. Apos o capeamento, 0 mRNA viral sera
traduzido. Os virions serdo montados no reticulo endoplasmatico e no complexo de
Golgi (Figura 3) (YANG et al., 2021).

O periodo de incubacdo viral € de 5 - 6 dias e os sintomas mais
comuns apoés a infecgdo pelo SARS-CoV-2 sao febre, tosse e dispnéia, podendo
evoluir para a COVID-19 grave acarretando em sindrome respiratéria aguda grave
(SRAG), pneumonia, insuficiéncia renal e morte. O quadro grave da doenga néo se
restringe somente a populacéo idosa, estando criangas, adultos e jovens em risco
também (Harrison et al., 2020). Supde-se que o aumento da expressao de ACE2 ou
a co-expressdao em altos indices de ACE2, TMPRSS2 e CTSB/L nas células
aumenta o risco de infec¢do e gravidade na doenga. Os genes para essas proteinas
SA0 expressos em maiores niveis nos rins, coragao e nos tratos respiratérios e
gastrointestinal. Ha ainda a super ativagado desses receptores em patologias como

diabetes, obesidade, hipertensdo, doencas cardiovasculares e respiratérias e estas
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estdo associadas a um maior risco para a COVID-19 grave (TROUGAKOS et al.,
2021).

Figura 3: Ciclo viral da infecgéo pelo SARS-CoV-2. A subunidade S1 da glicoproteina se liga a ACE2
enquanto a subunidade S2 ancora a proteina S a membrana celular. A endocitose é entdo mediada, o
RNA viral entra na célula e a ORF1a ou ORF1ab sera traduzido pelo ribossomo hospedeiro
produzindo poliproteinas que serao clivadas e transformadas nas NSPs, obtendo-se, assim, o
magquinario de replicagado e transcrigdo. Apos o capeamento, 0 mRNA viral sera traduzido. Os virions
serao montados no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi. No citoplasma ira ocorrer a
maturagao do virus e finalmente a liberacao.
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Fonte: Adaptado de Yang et al., 2021.

Além disso, na COVID-19 estao incluidas alteragdes patoldgicas nos
pulmdes, como edema pulmonar, lesdo alveolar difusa, hiperplasia reativa de
pneumocitos tipo I, agregados protéicos, exsudatos fibrinosos, mondcitos e
macrofagos nos espagos alveolares e infiltragcdo inflamatéria de células
mononucleares intersticiais. Ha ainda a confirmacao de infiltracdo da cavidade
alveolar e dos alvéolos por macréfagos CD68+, células B CD20+ e células T CD8+ e
a liberagdo local excessiva de citocinas € considerada determinante das
manifestagdes clinicas da SRAG. Dessa forma, a lesdo pulmonar grave em
pacientes com COVID-19 é considerada como resultado de infecgao viral direta e

super ativacao imune (HU et al., 2021).
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2.1.4 Aspectos imunologicos

Informagdes sobre as respostas imunes inata e adaptativa da
infeccdo pelo SARS-CoV-2 progrediram eficientemente no decorrer da pandemia e
tém ajudado no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e profilaticas,
principalmente no que diz respeito a vacinas (JORDAN, 2021).

A imunidade inata antiviral conta com o sistema complemento,
sistemas de coagulagao-fibrindlise, quimiocinas e anticorpos naturais, assim como
componentes celulares, como as células natural killers (NK), células linféides inatas
(ILCs) e células T gama delta, que limitam a propagacéao da infecgao viral por agao
citotéxica nas células alvo, producdo de citocinas e indugdo de um resposta
adaptativa (BOECHAT et al., 2021). Por outro lado, a interleucina-6 (IL-6), uma
citocina pleiotropica que media funcdes inatas e adaptativas, foi identificada como
potencial fator patogénico para a SRAG no curso da COVID-19. Ela é capaz de
direcionar a diferenciacdo de células imunoldgicas, resposta sentinela a patégenos
invasores e lesdo isquémica. Pacientes com doengas autoimunes e inflamatorias
possuem altos niveis de IL-6, além de sua producao ser desregulada. Em pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2, a transcrigdo dessa citocina € iniciada e mantida apos
a infeccao do epitélio respiratério. O virus é capaz de ativar macréfagos alveolares e
circulantes, que irdo produzir IL-6, e, dessa forma, resultar na tempestade de
citocinas, dano endotelial, vazamento capilar e SRAG. Além disso, o SARS-CoV-2
ativa a produgao de Interleucina-1 (IL-1), que por sua vez estimula a secregédo de
IL-6 e TNF, que age como um complexo pro-inflamatério que desencadeia em danos
pulmonares e sistémicos (MURALIDAR et al., 2020; JORDAN, 2021; BOECHAT et
al., 2021).

Quanto a imunidade adaptativa frente ao SARS-CoV-2, ela envolve a
participacdo de células B e T e é a responsavel pela resposta duradoura frente a
infeccdo (JORDAN, 2021). Os seres humanos produzem anticorpos especificos para
0 virus, assim como células T CD4+ e T CD8+. A producido desses componentes
tem funcido protetora na infeccdo, porém com variabilidade quanto a funcdo e
importancia de acordo com o tipo de infecgao viral (SETTE & CROTTY, 2021).

As respostas das células T sao frequentemente detectadas apds a
infeccdo pelo virus, principalmente durante a fase aguda, sendo a resposta CD4+

mais proeminentes que as CD8+, tendo sido associada a resposta primaria a



20

infeccdo. Ha uma resposta das células T CD4+ a quase todas as proteinas do
SARS-CoV-2, sendo a S, M e E as proteinas alvo mais proeminentes dessas células
(SETTE & CROTTY, 2021). As células T CD4+ tém a capacidade de se diferenciar
em células auxiliares e efetoras, capazes de instruir células B, células T CD8+,
recrutar células inatas e possuem capacidades antivirais diretas, pois s&o capazes
de se diferenciarem em células Th1 e células T foliculares, que possuem atividades
antivirais e sado fornecedoras especializadas de suporte as células B,
respectivamente (SETTE & CROTTY, 2021). As células T CD8+ sao detectadas 1
més apos a infeccdo pelo SARS-CoV-2 em 70% dos casos. Essas células
expressam e secretam predominantemente IFNy e granzima B (GzB), expressando
em menor quantidade TNF-alfa e Interleucina-2 (IL-2) (SETTE & CROTTY, 2022).
Elas reconhecem peptideos associados ao MHC de classe | e apds estimulagao
dependente do antigeno viral, matam as células infectadas pelo virus, a partir da
secrecdo de granzimas e perforinas. A partir do reconhecimento do antigeno do
SARS-CoV-2, uma cascata de respostas imunes € desencadeada e células B sao
ativadas, se diferenciando rapidamente em plasmaécitos extrafoliculares de vida curta
e células B de memodria (MBC). Os plasmdcitos secretores de anticorpos e as MBCs
podem entrar no sangue € mucosa, onde ajudam a combater a infec¢ao viral e a
proteger da reinfeccdo (ROLTGEN & BOYD, 2021).

A linfopenia ¢é frequentemente associada a COVID-19,
principalmente em casos graves, havendo uma relag&o inversa entre a quantidade
de células T e gravidade da doenga, com predominio das células T CD8+. Em casos
leves da doencga, niveis mais altos de T CD8+/CD4+ foram observadas, enquanto a

tendéncia oposta foi encontrada em casos graves (DIPIAZZA et al., 2020).

2.1.5 Estratégias vacinais

Com o objetivo de se obter uma defesa contra o SARS-CoV-2 e
desenvolver um conjunto de efetores imunolégicos e memdéria contra o virus e
controlar a pandemia, vacinas vém sendo desenvolvidas a uma celeridade inédita
(MISTRY et al, 2022). Para diminuir a morbidade e mortalidade de uma doencga, uma
vacina deve ser considerada eficaz. De acordo com a OMS, para se obter uma

vacina aceitavel, ela deve atingir aproximadamente 50% de eficacia populacional,
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podendo ser avaliada em quatro parametros: doenga, doenga grave, e/ou
disseminacgédo/transmissdo (HODGSON et al, 2021).

Ha dois objetivos principais que devem ser alcangados para
qualquer estratégia vacinal: a seguranga quanto a aplicacédo e capacidade de
promover uma resposta imune robusta e de longo prazo. A grande maioria das
vacinas aprovadas para a COVID-19 tem como foco a indugdo de anticorpos
neutralizantes para o virus. As vacinas candidatas para controlar a pandemia sao
agrupadas de acordo com a tecnologia da plataforma utilizada para o
desenvolvimento, como as vacinas de mRNA, vacinas de vetor viral ndo-replicantes,
vacinas de patdgenos inativados, vacinas de subunidade de proteina, vacinas
semelhantes a virus e as vacinas de DNA (KYRIAKIDIS et al., 2021; CHEN et al.,
2020).

As vacinas de mRNA, devido a caracteristicas unicas, parecem ser
as mais eficazes. Elas demonstraram ser mais seguras e eficientes devido,
principalmente, a tradugdo in vivo das proteinas alvo, que garante o correto
processamento do antigeno codificado. Além disso, devido a necessidade de uma
resposta rapida frente a pandemia, essa plataforma permite uma producéo agil,
flexivel e escalavel. Além disso, (ALIMOHAMMADI et al., 2022). Dentre as vacinas
que utilizam tal tecnologia que foram aprovadas para uso emergencial, ha a
BNT162b2 e a mRNA-1273, fabricadas respectivamente pela Pfizer-BioNTech e
Moderna. Ambas produzem ampla resposta de células T CD4+, reconhecem
variantes do SARS-CoV-2 e foram notavelmente bem-sucedidas na inducdo da
imunidade humoral e celular neutralizante, assim como na reducado de infecgdes,
hospitalizagdes e mortes por COVID-19 (GARCIA-BELTRAN et al., 2022;
WOLDEMESKEL et al., 2021).

Quantos as vacinas que utilizam vetores virais, foram introduzidas
para uso em 1972 e apresentam uma série de vantagens: transdugao génica de alta
eficiéncia, entrega especifica de genes para as células alvo e indugao de respostas
imunes robustas e aumento da imunidade celular. Quanto a sua seguranca, devem
abranger imunogenicidade, estabilidade genética, capacidade de escapar de
defesas pré-existentes, déficit ou supressdo de replicagdo e genotoxicidade
(CHAVDA et al., 2022). Algumas vacinas que utilizam essa tecnologia estao
aprovadas para uso emergencial e pode-se citar a Ad26.COV2.S, produzida pela

Janssen (Johnson & Johnson), que provou ser eficaz contra casos graves da
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doencga, incluindo diminuicdo em casos de hospitalizacdo e morte em uma unica
dose. Seu uso foi restringido a um grupo distinto de pessoas devido ao risco de
provocar coagulos sanguineos. Outra vacina aprovada € a AZD1222, produzida pela
Oxford em colaboragdo com a AstraZeneca, possui uma eficacia média de 70,4% e
possui a vantagem de poder ser armazenada em geladeira a 2 - 8°C por 6 meses.
Ha também a Sputnik V, capaz de induzir altos titulos de anticorpos contra o
SARS-CoV-2 e possui uma eficacia de 91,6% quanto a capacidade de prevenir
infeccdes sintomaticas (DENG et al., 2022).

As vacinas de patégenos inativados, devido ao seu tempo de
producdo, a colocou em desvantagem frente a pandemia do SARS-CoV-2. Para
essa abordagem pode se utilizar a beta-propiolactona para inativar o virus com
posterior adsor¢do com hidréxido de aluminio, o adjuvante. E considerada, diante de
alguns estudos, uma das op¢des mais seguras quanto a vacinagao, porém, o uso do
hidréxido de aluminio foi associado a doenca respiratéria aumentada associada a
vacina (VAERD), além disso, vacinas desenvolvidas para o SARS-CoV, da mesma
familia do SARS-CoV-2, que utilizam a mesma tecnologia, ndo demonstraram uma
imunidade duravel (IZDA et al., 2020).

Vacinas de subunidade compreendem as que utilizam somente
fragmentos antigénicos de microrganismos para induzir respostas imunes eficazes,
podendo ser um polissacarideo, um acido nucléico ou uma proteina. Para o
SARS-CoV-2, as principais proteinas que podem ser utilizadas para a producao de
vacinas de subunidade sdo a S, M, E e N (HEIDARY et al., 2022). Essas vacinas
exibem alto perfil de seguranga, envolvem apenas antigenos puros que incluem
peptideos sintéticos ou proteinas recombinantes que expressam fragmentos
particulares de imunogenos, que sao capazes de promover defesa com células T e
B, porém, possuem uma menor imunogenicidade, a relagdo custo-beneficio pode
variar e requer adjuvantes apropriados (PANDEY et al., 2020). Uma das vacinas
aprovadas que utiliza a tecnologia € a NVX-CoV2373, que produziu titulos de
anticorpos mais altos que as vacinas de vetor viral inativado, foi produzida pela
Novavax em parceria com o Serum Institute of India e teve como objetivo a produgéo
de uma resposta imune do tipo Th1 (LI et al., 2022).

As vacinas com particulas semelhantes a virus sado estruturas
derivadas de virus compostas por uma ou mais moléculas que imitam a forma e

tamanho de um virus, mas que ndo possuem material genético, evitando dessa
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forma a infecgcdo. Elas sdo altamente imunogénicas e induzem respostas imunes
humoral e celular por vias diferentes das vacinas de virus inativado (NOORAEI et al.,
2021). Quando utilizadas, elas s&o capturadas e processadas por células
apresentadoras de antigenos (APCs) e entdo, apresentadas a células T auxiliares e
citotdéxicas. A repetitividade e tamanho das particulas estruturais permitirdo o
reconhecimento e ativagcdo das células B (PRATES et al.,, 2021). Algumas das
candidatas que utilizam a tecnologia sdo: COVIVAXX, produzida pela SpyBiotech,
CoVLP da Medicago, VBI-2901 e VBI-2902 da VBI Vaccines Inc., ABNCoV2,
desenvolvida pela Bavarian Nordic. Todas elas estdo em fase clinica (YONG et al.,
2022).

Ja a vacina de DNA consiste em entregar o acido nucleico ou
fragmentos dele, que codificam antigenos capazes de provocar uma resposta imune
nas células do hospedeiro, utilizando plasmideos de DNA como vetor. O material
genético € translocado até a célula do hospedeiro, entra no nucleo, e a regiao
promotora de mamifero presente no vetor é ativada, promovendo a transcricdo do
gene utilizando do maquinario molecular do individuo, sendo as APCs os principais
alvos. Apos a tradugao no citoplasma das células, as APCs processam a proteina
em peptideos que serdo apresentados por meio do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) classe | e Il (SILVEIRA et al., 2021). Um desafio frente
as vacinas de DNA consiste na necessidade do uso de um método de entrega, como
a eletroporagcdo ou um sistema de injegdo sem agulha, que atrapalha a utilizagao
das mesmas em larga escala (BLAKNEY & BEKKER, 2022). Uma das vacinas que
utilizam essa tecnologia é a ZyCoV-D, que induziu resposta imune contra a proteina
Spike utilizando uma construcdo de plasmideo que carrega o gene S e foi
considerada eficaz, segura e imunogénica. Atualmente estd em uso na india
(KHOBRAGADE et al., 2022).

No Brasil, quatro vacinas ja receberam autorizagdo da Anvisa para
uso, como a CoronaVac, do instituto Butantan e Sinovac, que utiliza a tecnologia de
virus inativado, a Chadox 1 NCOV 19, da AstraZeneca e Universidade de Oxford,
com tecnologia de vetor viral, sendo este o gene da proteina S do SARS-CoV-2, ha
ainda a Comirnaty, vacina da Pfizer em parceria com a BioNTech, que se baseia na
tecnologia de mRNA e a vacina AD26.COV2.S, da Janssen-Cilag, que também
utiliza a plataforma de vetor viral (BUTANTAN, 2022; ANVISA, 2022).
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2.2. CoNsTRUCOES VACINAIS UTILIZANDO ANTIGENOS MULTIEPITOPOS

Uma plataforma que tem gerado interesse por parte dos
pesquisadores para construgdes vacinais é a que emprega multiepitopos peptidicos
como antigenos vacinais, que oferece as vantagens de maior seguranga, maior
estabilidade, menores respostas alérgicas e autoimunes e produgdo mais
conveniente, devido a capacidade das proteinas se organizarem espontaneamente
em estruturas bem ordenadas e a possibilidade de incorporar epitopos e antigenos
em uma série de motivos repetitivos quiméricos, permitindo, ainda, a incorporagao
de adjuvantes. Contudo, intrinseca a essa tecnologia, ha a desvantagem da baixa
imunogenicidade, devido a susceptibilidade de degradagao enzimatica in vivo, que
pode ser contornada com o uso de adjuvantes, sistemas de entrega e
nanoparticulas (NEGAHDARIPOUR a et al., 2018; SKWARCZYNSKI & TOTH,;
2016). Elas sdo compostas por epitopos individuais ou sobrepostos ladeados por
ligantes (pequenas sequéncias de aminoacidos) e consistem em epitopos de células
B, de células T auxiliares (Th) e de células T citotoxicas (ANTONELLI et al., 2022;
NEGAHDARIPOUR b et al.,, 2017). Ligantes sdo importantes nesse tipo de
constru¢ao pois tornam a estrutura da proteina mais estavel, como exemplo temos
AYY, KK e GPGPG e permitem a autoclivagem dos epitopos, como é o caso do
ligante EAAAK (DONG et al., 2020; WO et al., 2009).

Estudos in silico sdo capazes de avaliar e descobrir epitopos que
podem ativar linfécitos T citotéxicos bem como epitopos para células B, assim como
predizer as respostas imunes de células T CD4+ e CD8+ frente a determinados
epitopos de diferentes patdégenos. O dominio de ferramentas de imunoinformatica
como o Protein Database, servidores para previsdo de alinhamento de antigenos
(Vaxiden), para modelagem de proteinas (Phyre 2), para predizer epitopos CTL
(NetCTL), entre outros, sao importantes, pois a partir delas pode-se reduzir o
numero de experimentos necessarios para a producdo de uma vacina (DONG et al.,
2020).

Inimeros estudos vém utilizando a imunoinformatica para a
construcdo de vacinas multiepitopos. Nezafat et al. (2014) utilizaram analise de
imunoinformatica para predicdo de epitopos e peptideos na construcdo de uma

vacina para imunoterapia contra cancer, utilizando os epitopos WT-1 e HPV E7 para
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CTL, TTFrC e PADRE como peptideos T auxiliares e HBHA como adjuvante. Neste
estudo, os autores fizeram a predi¢ao de peptideos de ligagdo ao MHC de classe | e
II, predicdo de epitopos para linfécitos T citotoxicos e para receptores de células T
auxiliares, assim como para ceélulas B e avaliaram também a antigenicidade e
alergenicidade dos epitopos selecionados. Em outro estudo, Antonelli et al. (2022)
construiram in silico uma vacina multiepitopo para o Zika virus. O grupo reorganizou
epitopos das células T CD4+ e CD8+, separando-os por ligantes apropriados e
assim elegeram a melhor estrutura vacinal quanto a alergenicidade, antigenicidade e
autoimunidade, qualidade da estrutura secundaria e terciaria e pontuagdes de
epitopos descontinuos.

Quanto a estudos para produgdo de vacinas multiepitopo para
SARS-CoV-2, Jain et al. (2021) examinaram por meio de bioinformatica, informacdes
de proteinas do virus a fim de projetar uma vacina eficaz que abrange epitopos de
células B e T. No estudo, foi analisado que todas as proteinas, exceto a NSP 16,
apresentaram natureza antigénica. Foi revelada ainda a presenca de epitopos de
alta afinidade para linfécitos T auxiliares, citotoxicos e células B, inclusive, todos eles
foram 100% conservados na familia do coronavirus, o que significa que, uma vez
utilizados em uma vacina, poderia ser eficaz contra todas as cepas do patdgeno.
Quanto a analise de interacido de epitopos CTL e HTL a seus respectivos alelos do
antigeno leucocitario humano (HLA), foi revelada uma interacdo favoravel. Além
disso, a analise de cobertura populacional atingiu um numero >99% da populagao
mundial, se provou a seguranga e eficacia, assim como uma forte ligacado entre a
construgdo multiepitopo e o receptor imunoldgico TLR3. Outro estudo foi feito por
Jyotisha et al. (2022), em que se utilizaram da sequéncia de aminoacidos do RBD da
proteina S para projetar uma vacina candidata para o SARS-CoV-2. Foram feitas as
predicdes para epitopos de células T citotoxicas, T auxiliares, linfocitos B, predi¢ao
de epitopo indutor da producdo de Interferon gama, analise de cobertura
populacional, avaliagcdo de antigenicidade e estrutura do polipeptideo e analises
moleculares. A partir destas analises, foram selecionados 6 epitopos para a
construcdo da vacina, que foram combinados utilizando ligantes que suportam a
estrutura natural dos epitopos. Ao final, a vacina, in silico, apresentou alta
imunogenicidade, boas propriedades antigénicas e nao alergénicas e uma boa
cobertura populacional. Além disso, a analise computacional mostrou uma alta

solubilidade dentro de um sistema de expressao bacteriano, que seria util em uma
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posterior purificacdo e produgdo em larga escala. Apesar dos diversos estudos in
silico com tais construcdes, ainda faltam trabalhos que foquem na producgao desses

antigenos para que sejam validados in vivo.

2.3. E. corLi Como SisTEMA DE ExPrRESSAO PARA ANTIGENOS VACINAIS

Ap6s a manipulagdo do mecanismo de expressdo génica em
Escherichia coli, foi permitida a fabricagdo de bioprodutos a nivel industrial e médico
a partir deste microrganismo. A expressao de proteinas recombinantes vem sendo
bastante utilizada para caracterizar sequéncias proteicas funcionalmente e produzir
peptideos para avaliagdo em ensaios de vacinagao (KONDO & YUMURA, 2020;
CANCELA & MAGGIOLI; 2020). O sistema de expressao que utiliza E. coli € o de
primeira escolha para a triagem inicial de expressdo de proteinas recombinantes
devido a facil manipulagéo, cultivo de forma barata e rapido crescimento (JIA &
JEON, 2016).

Varios estudos utilizam Escherichia coli como sistema de expressao
para antigenos vacinais. Fitzgerald et al. (2021) utilizaram E. coli da linhagem BL21
(DE3) para expressar um fragmento da glicoproteina S de superficie (S319-640) do
SARS-CoV-2, tendo como resultado a ligagao deste antigeno em Imunoglobulinas G
produzidas pela indugao da infeccdo pelo SARS-CoV-2. Em outro estudo de 2021,
He et al. conseguiram expressar a proteina RBD do virus em E. coli e compararam
com a proteina RBD expressa em células HEK293. Eles observaram que as
estruturas secundarias e terciarias da proteina foram mantidas e ela foi capaz de se
ligar ao ACE2 fortemente, e espera-se com isso a aplicagdao do bioproduto no
desenho de vacinas, drogas de triagem e em kit de testes diagndsticos para o virus.

Em um estudo utilizando imunoinformatica, Khan et al. (2021)
projetaram uma vacina multiepitopo visando 13 proteinas do SARS-CoV-2. Eles
avaliaram epitopos antigénicos, tanto para células B quanto para células T, assim
como sua alergenicidade, antigenicidade e toxicidade. Fizeram também analise
fisicoquimica e de docking molecular. Para a construgdo da proteina de interesse,
utilizaram o sistema de expressdo em E. coli e foi visto que a construgao era soluvel
durante a superexpressao. Rahbar et al. (2022) utilizaram também o RBD para ser

expresso no sistema de expressao descrito. Apds conseguir a purificagdo da
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proteina de interesse, camundongos foram imunizados com a mesma e apos a
coleta do soro, foi capaz de se detectar, por ELISA, a proteina RBD expressa. Além
disso, 0 SARS-CoV2 inativado foi detectado por anticorpos no soro de camundongos
imunizados. Anticorpos séricos de individuos recuperados de COVID 19 (tipo
selvagem e variante delta) reagiram a proteina expressa e ao se avaliar os
anticorpos neutralizantes, observou-se que o0s anticorpos produzidos por

camundongos imunizados impediram que o RBD se ligasse ao ACE2.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJeTIiVvO GERAL

O presente trabalho visa a expressdo do gene sintético composto
por epitopos derivados das proteinas S e N do SARS-CoV-2, bem como sua

produgao em Escherichia coli.

3.2. OBJETIVOS ESPECiFICOs

e Obter vetor de expressao bacteriano contendo a sequéncia do
gene sintético multiepitopo do SARS CoV-2;

e Avaliar a expressdo do vetor pela deteccdo da proteina
recombinante produzida em Escherichia col;

e Obter a proteina de interesse purificada para viabilizar os

subsequentes estudos acerca de seu potencial imunogénico.

4. METODOLOGIA
4.1. MATERIAIS

4.1.1 Vetor
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O vetor pGEX-4T-3 (Cytiva™) foi utilizado tanto para clonagem
quanto para expressdo do gene de escolha. Esse vetor possui o promotor tac para
inducdo em alto nivel de proteinas recombinantes fusionadas a GST (Glutationa
S-transferase), possui um gene laclq interno para uso em qualquer linhagem de E.
coli e local de reconhecimento de Trombina protease, para clivagem e separacéo da
proteina desejada do produto de fusdo. A estrutura do vetor € descrita abaixo
(Figura 4).

Figura 4: Vetor de expressao bacteriano pGEX-4T-3, contendo gene laclq para uso em diferentes

linhagens de E. coli, local de reconhecimento de Trombina Protease e promotor tac para indugéo em
alto nivel de proteinas.

(lac operatar|

BamHI {2300
EcoRI (933)
W |/ Xmal (343}
.~ Smal (345}
W - Sall (948
A\ ~%hol (553)
MNotI (959)

pGEX-4T-3
4965 bp

Fonte: pGEX-4T-3 Plasmid. Disponivel em
https://lifescience-market.com/plasmid-c-94/pgex4t3-plasmid-p-63181.html. Acesso em 14 Dez. de
2022.

4.1.2. Gene Multiepitopo

No presente estudo, foi utilizado um gene sintético multiepitopo
contendo regides das proteinas Spike e Nucleocapsideo do SARS-CoV-2, além de
sequéncias acessoérias (adjuvantes) (Figura 5). Esta construcéo foi desenhada a
partir da dissertacao de mestrado de Maria da Conceigao Viana Invencéao, defendida
em janeiro de 2022, pelo Programa de Pds-graduacdo em Genética, orientada pelo
Prof. Dr. Antonio Carlos de Freitas (artigo sob submissédo). Esse gene apresenta
1116 pb e, em ocasido de sua sintese, foram adicionados os sitios para as enzimas

BamHI e Sall que séo sitios de restricao também presentes no vetor pGEX-4T-3, o


https://lifescience-market.com/plasmid-c-94/pgex4t3-plasmid-p-63181.html
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que permitiu a devida inser¢ao do inserto no vetor. Na por¢ao 5 foi adicionada uma
tag de histidina, que forneceu uma opgao para detecgdo imunoldgica, por western

blot e purificagdo com resina de niquel.

Figura 5: Gene sintético, contendo regides da proteina Spike e Nucleocasideo do SARS-CoV-2, bem
como adjuvantes (B-defensina, PAN-HLADR, TAT, EAAAK, KK) e respectivos pontos de restricdo. A
B-defensina atua aumentando a imunogenicidade, através do estimulo a imunidade inata e
recrutamento de células T naive. O PAN-HLADR facilita a ligagéo a diferentes moléculas do MHC Il e
induz resposta CD4-helper. A regido TAT melhora o delivery do DNA para as células assim como o de
antigenos, aumentando a resposta celular. A KK &€ um potencial alvo para a catepsina B, enzima
importante para apresentagao de antigenos ao MHC Il e o ligante EAAAK permite a clivagem correta
dos epitopos.

Stop Cdédon

BamHI Smal Apal

bak EcORI Xbal NotI

Kozak - ATG KpnI HindIII PstI EcoRV Sall
7xHis Gly (8) EAAAK B-defensina| EAAAK PAN-HLADR| EAAAK Multi KK TAT

. . Epit.
{Eplt. Spike ‘ Nucleocapsideo

Fonte: Autor.

4.1.3. Linhagens de Microrganismos

Para os procedimentos de clonagem, foi utilizada a linhagem Top 10
de Escherichia coli. Essa linhagem se destaca nesse tipo de aplicagdo por
apresentar uma baixa taxa de degradacdo por endonucleases, o que garante
maiores taxas de transferéncia de plasmideo e redugao da recombinagdo homodloga
para uma inser¢cao mais estavel. Por outro lado, para fins de avaliacdo da expressao
heterdloga, foi empregada a linhagem BL21, que é projetada para aplicagbes que
exigem alto nivel de expressdo de proteinas recombinantes. Esse sistema de
expressao € baseado no promotor T7 e promove uma estabilidade aumentada dos
transcritos de RNAm, aumentando, consequentemente, a produgao de proteinas. A
adicao de IPTG (isopropil-b-D-galactosideo) foi necessaria para induzir a expressao
das proteinas clonadas nos vetores de expressao utilizados para a transformagéao

das linhagens.
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4.1.4. Meio de Cultura e Condigdes de Cultivo

Para a transformacgao de bactérias E. coli com o vetor pGEX-4T-3,
foi utilizado o meio Luria-Bertani (LB) que apresentou a seguinte composi¢ao:
triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%, adicionando 100 ug/mL de
Ampicilina. Para meio sélido, foram acrescentados 1,5% de agar. As células foram

cultivadas a 37°C em agitador orbital (150 rpm).

4.1.5. Solugdes e Tampodes

Solugbes para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo
descrito por Maniatis et al. (1989): Solugdo I: Tris-HCI 25 mM, EDTA (Acido
Tetracético Etilendiamina) 10mM, glicose 50mM, agua destilada estéril; Solugao II:
NaOH 0,4N, SDS 2%; Solucdo lll: Acetato de Potassio 5M, Acido Acético Glacial,
agua destilada estéril.

Tampéao de corrida para eletroforese de DNA: TAE 10x: Tris base
400mM, Acido Acético 190mM, EDTA 10mM pH 7.6.

Solugdes para SDS-PAGE: Tampao de corrida (10x, pH 6.8): Tris
25mM, SDS 0,1%, glicina 192mM; Tampao de Amostra 2X (Laemmli): Tris-HCI (pH
6.8 - 0.5M), glicerol 100%, SDS 10%, Azul de bromofenol, 2-Mercaptoetanol,
Coomassie Brilliant Blue: azul de Coomassie-blue C-250 (0,05%), metanol (45%),
acido aceético (10%); Solucao descorante: acido acético 10%, metanol (45%).

Solugbes para transferéncia e Western blot: Tampao de
transferéncia: Tris 60mM, Glicina 48mM, SDS 10%, metanol 20%; PBS (Tampao
fosfato - salina): Fosfato de Potassio 50mM, NaCl 150 mM pH 7.2; Solugéo tampéo
TBS (Tris-Salina) 10x: Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M pH 7.6 (para solugcao de lavagem
com TBS-Tween, diluir 1:10 e acrescentar 500mL de Tween para 1L de TBS 1x).

Solugdes para purificagado: Tampao pra lise e equilibrio da resina de
niquel: Tris-HCI (50mM), NaCl (300mM) e Imidazol (10mM); Tampao de Lavagem
Tris-HCI (50mM), NaCl (300mM) e Imidazol (20mM); Tampéao de eluigao: Tris-HCI
(50mM), NaCl (300mM) e Imidazol (500mM).
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4.1.6. Géis para Eletroforese de DNA e de Proteinas

Para realizagdo de eletroforese para DNA foram utilizados géis de
agarose com concentragdo de 1 e 1,5% com o tampédo TAE 1X. Os géis foram
corados com solugédo de brometo de etideo (0,5 ug/ml) para promover a visualizagao
das bandas de DNA por meio de um transluminador com luz ultravioleta. O material
foi aplicado junto com tampao de amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial
o marcador comercial (Sinapse) de 1Kb (GeneRuler DNA Ladder, Loading Dye e
agua ultra pura).

Os géis de poliacrilamida com concentracédo de 12,5% foram
preparados utilizando o detergente idnico dodecil sulfato de sodio (SDS). As
amostras do extrato protéico foram ressuspendidas em tampdo desnaturante
(Laemmli 2x) e aquecidas a 75°C por 10 minutos. Foi empregado o tampéao de
corrida para SDS-PAGE 1X. As corridas de eletroforese foram realizadas com fonte
de tensdo constante e ajustavel, seguindo os seguintes parametros: 120 V e 25mA
por 90 minutos. Para visualizagdo das bandas de proteinas, os géis foram corados

com Comassie Birilliant Blue e descorados com solugao descorante.

4.2. METoDOS

4.2.1. Clonagem

Diante da analise do sitio de policlonagem do vetor pGEX-4T-3, as
enzimas de restricdo mais adequadas para trabalhar com o multiepitopo foram
BamHI e Sall (Promega™). O vetor foi digerido com tais enzimas e purificado para
que fosse ligado ao inserto, por meio de reacdes de ligacdo com a enzima T4 DNA
ligase (Takara™), na propor¢dao de concentracdo de DNA 3:1 (inserto:vetor). As
reacoes de ligagdo foram incubadas a 4°C por 16 horas. Apos o periodo de
incubagédo, os plasmideos resultantes da reagdo foram usados como agente
transformante para Escherichia coli (Top 10), conforme metodologia de clonagem
molecular descrita por Sambrook et al. 2001. Para a transformagéao, 10uL do produto
de reacgao de ligagao foram adicionados a 50uL de células competentes. Depois de
homogeneizada, a solugdo foi mantida no gelo por 15 minutos, sendo, depois,

submetida a incubagdo em banho seco a 42°C por 1 minuto e incubada em gelo por
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mais 2 minutos. Apds o choque-térmico, foi acrescido 800uL de meio LB sem
antibidtico a cada tubo e o produto da transformacao foi incubado por 45 minutos a
37°C. Esse pré-indculo foi, entdo, centrifugado (1200 rcf por 10 min), foi desprezado
600uL do sobrenadante e a porgao restante, utilizada para ressuspensao das células
e plaqueamento das mesmas em meio LB so6lido contendo ampicilina (100 pg/mL).
As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas para posterior analise.

As colbnias resistentes ao antibidtico foram selecionadas e
repicadas (plaqueadas e incubadas sob as mesmas condicbes apds a
transformacgado). Os repiques resultantes que apresentaram melhor crescimento
foram selecionados para analise por meio de mini extragcao plasmidial descrita por
Sambrook et al (1989). Foi realizado in6culo de 5mL com LB acrescido de ampicilina
a partir dos repiques, permanecendo incubados a 37°C por 16 horas sob agitacao.
ApOs esse periodo, 1,5mL da cultura foi transferido para tubo de microcentrifuga e
centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds formagéo do
pellet bacteriano, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100uL da Solugéo |
gelada, que sensibiliza a parede bacteriana e inibe a atividade de enzimas celulares
capazes de degradar o DNA. A mistura foi ressuspendida em vértex. Em seguida,
200uL da Solugao Il recém-preparada foi adicionada com o intuito de promover o
rompimento das membranas celulares e consequente lise. O homogeneizado foi
mantido em gelo por 5 minutos e em seguida, foi acrescido 150uL da Solucéo Il
gelada (precipitacdo das proteinas e do DNA gendmico) e nova incubagéo no gelo
por 5 minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para um tubo novo junto com o mesmo volume de
isopropanol e foi mantido por 30 minutos na temperatura de -80°C. Apds nova
centrifugagédo (13000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado para
obtencgao de pellet, no qual foi adicionado 1mL de etanol 70% gelado para lavagem
mediante centrifugacdo final por 5-10 min. Apds remocgédo do sobrenadante e
secagem do pellet na estufa (37°C), este foi ressuspendido em 50 uL de agua
“nuclease-free” contendo RNAse (20 ug/mL). Por fim, o estoque da extragéo foi
acondicionado a -20°C.

O material resultante da extracao foi analisado quanto a composigao
plasmidial por meio de reagao de digestao dupla com as mesmas enzimas utilizadas

para a clonagem com o intuito de verificar a liberagdo do fragmento clonado no
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vetor. Foram preparados criopreservados dos clones confirmados (500uL de Glicerol

a 100% + 500pL de in6culo) e acondicionados a -80°C.

4.2.2. Inducao da Expressao Génica

As células de E. coli (BL21) contendo o plasmideo de interesse
foram selecionadas e repicadas, obtendo-se culturas frescas para inicio dos ensaios
de inducdo da expressdo heterdloga, que foi feita conforme descrito por
Hurtado-Melgoza et al. 2016, com adaptagdes. Ensaios em pequena escala foram
realizados com o intuito de observar quais os clones que produziam a proteina com
melhor rendimento. No primeiro ensaio, foi feito indculo de 500uL de cultura fresca
em 2mL de meio LB com 100ug/mL de ampicilina. Apds 2 horas de incubagao a
37°C a 150rpm, 0,1mM de IPTG foi adicionado, como agente indutor, e a cultura foi
mantida a 25°C por 4 horas sob agitagao de 150rpm. Ao fim do periodo de indugéo,
1mL da cultura foi aliquotado e centrifugado a 8000rpm por 10 minutos. O pellet
protéico foi ressuspendido em 200uL do tampéo desnaturante Laemmli (2x) e
submetido a banho-maria a 75°C por 10 minutos. Em seguida, 20uL das amostras
foram aplicados no gel de poliacrilamida (12,5%). Foi promovida uma eletroforese de
cerca de 1h e 30 minutos (40mA). Para visualizagdo das bandas, o gel foi corado
com Comassie Brilliant Blue, e a confirmacao da produg¢ao ocorreu por western blot.

Posteriormente, foi feita uma inducdo com um maior volume de

cultura (100ml) para que pudesse ser feita a purificagao das proteinas.

4.2.3. Analises de Expressao

Os clones que apresentaram niveis detectaveis da proteina
heterdloga apods os ensaios de indugao foram avaliados por SDS-PAGE e por meio
de ensaios imunoenzimaticos por meio de Western blot, conforme descritos por
Hurtado-Melgoza et al. 2016, com adaptag¢des. As amostras foram preparadas para
aplicacdo em gel SDS-PAGE e submetidas a corrida eletroforética por cerca de 1
hora e 30 minutos. Para tornar as proteinas acessiveis a detec¢éo pelo anticorpo, as
amostras foram transferidas do gel para uma membrana de PVDF (polyvinylidene
difluoride) em cuba semi-seca. Para realizar a transferéncia, o protocolo para

imunodetecgdo seguiu os seguintes passos: bloqueio da membrana com solugéo
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Leite 5% em TBS-Tween por cerca de 60 minutos, sob agitagdo, em temperatura
ambiente; Hibridizagdo com o Anticorpo primario Anti-His (Sigma-Aldrich) 1:3000 em
leite 1% em TBS-Tween e incubacéo a temperatura ambiente por 60 minutos sob
agitacado; Lavagem da membrana com TBS-Tween (3 lavagens por 10 minutos sob
agitagdo). A membrana sensibilizada foi enxuta e incubada com NBT/BCP
(Sigma-Aldrich) por 5 - 10 minutos em temperatura ambiente e lavada com agua

destilada para leitura de bandas.

4.2.4. Solubilizacao

Para a solubilizagao de pellets apds o processo de lise, foi utilizado o
protocolo descrito por Hurtado-Melgoza (2016), com adaptagoes.

Resumidamente, os pellets foram lavados com 50 mL de PBS e
incubados a 37°C sob agitagao constante por 20 min. Apds isso, foram centrifugados
a 4500 RPM a 4°C por 10 min. O processo se repetiu 2 vezes. Os pellets foram
ressuspendidos no vértex com 10mL PBS (1x) pH 7.4 contendo 2 M de uréia por 2
min, foram incubados a 37°C sob agitacdo constante por 30 min e centrifugados a
4500 RPM a 4°C por 10 min. O sobrenadante correspondente ao extrato protéico
solubilizado foi recuperado apds a centrifugagdo. Para a etapa de purificagédo
subsequente, foi necessario trocar o tampao PBS-Ureia para TRIS-NaCl-Imidazol
(solugao 1 da etapa de purificagdo com resina de niquel) e para isso, se utilizou o kit
Spin-x UF-20 (30K MWCO PES), utilizando o protocolo do kit (Corning).

4.2.5. Purificagao

Para a purificagdo, foi realizada uma outra indugdo dos clones
especificos para posterior lise e obtengao dos lisados, seguindo protocolo padrao do
grupo de pesquisa. Resumidamente, os pellets obtidos da indugéo feitas com 100 ml
de cultura foram pesados e foi adicionado aos mesmos a solugéo de lise (5mL de
solugdo para cada 1g de pellet) e PMSF (1mM); em seguida foram adicionadas
pérolas de vidro a mistura e foi entdo congelada a -80°C por 5 minutos e

descongelada com auxilio de agitagdo em vortex, processo repetido 5 vezes; apos
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isso, foi entdo centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante (lisado -
extrato proteico soluvel) foi guardado para purificagéao.

Para as bandas que foram visualizadas no Western blot
correspondentes a proteina de interesse, foi feita a purificagcdo com resina de niquel
(Sigma-Aldrich), conforme orientagdes do fabricante.

Para preparacdo da resina de niquel (Sigma-Aldrich) com
pré-equilibrio, foi adicionado 1mL da resina em falcon de 15mL mais 10mL de
tampao de lise; a mistura foi agitada por 2 minutos e em seguida centrifugada a
4000 rpm por 3 minutos, processo esse que foi repetido 4 vezes. Apds o
pré-equilibrio da resina, cerca de 3mL do lisado foi adicionado a mesma e a mistura
foi incubada sob agitagcdo de 100 rpm com falcon deitado a 4°C por 1h. Em seguida,
a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 10000 g a 4°C; o sobrenadante,
correspondente a fracdo ndo adsorvida (flow-through), foi armazenado. O pellet
obtido foi ressuspendido com 1mL de tampao de lavagem, a mistura foi agitada por
5 minutos a 100 rpm, centrifugada a 13000 g por 2 minutos a 4°C e as aliquotas
foram guardadas, processo repetido 3 vezes. Apds a lavagem e obtengdo das
aliquotas, foi adicionado 500 pL do tampéo de eluicdo, a mistura foi agitada entre 15
- 30 minutos a 4°C e em seguida, centrifugada a 13000 g por 2 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi armazenado, processo repetido 3 vezes. Ao final da purificacio, as
aliquotas para analise em SDS-PAGE foram: lisado, Flow-Through, 3 lavagens, 2 ou

3 eluicdes e resina.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse estudo propés a producdo de um antigeno multiepitopo
sintético do SARS-CoV-2 contendo regides das proteinas Spike e Nucleocapsideo,
além de sequéncias adjuvantes. Para isso, o primeiro passo foi a obten¢ao do vetor
recombinante pGEX_MULTI.

A figura 6 mostra o resultado da reagdo de digestdo feita para
demonstrar a composi¢cao plasmidial pGEX_MULTI. Nela, é possivel observar duas
bandas distintas, uma correspondente ao vetor pGEX-4T-3, com cerca de 4.9kb e
outra menor, com cerca de 1151pb, tamanho correspondente ao gene multiepitopo

sintético.
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Figura 6: Clonagem do gene multiepitopo em vetor de expressdo pGEX-4T-3; Eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TAE; 80V/cm? aplicados; M - Marcador Ladder GeneRuler 1Kb Sinapse ; 1
e 2 - digestdes com enzimas de restrigio BamH|/Sall apresentando o vetor vazio pGEX-4T-3
(4986pb) e o gene multiepitopo com regido GST da vetor pGEX-4T-3 (1151pb).
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Diferente da clonagem, onde a linhagem de E. coli utilizada foi a Top

4968pb
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10, para ensaios de expressao se utilizou a linhagem BL21, que é adequada para
essa finalidade, devido a auséncia de dois genes de protease (Lon e OmpT) que sao
capazes de degradar proteinas heterélogas (GOOPAL & KUMAR, 2013). Os clones
recombinantes foram submetidos a indugdo por IPTG e investigados quanto a
producao da proteina multiepitopo. Foi feita a inducdo em uma escala maior a fim de
obter maior rendimento da proteina e permitir a purificagdo da mesma. Nestes
ensaios, 1mL da cultura foi aliquotado e o pellet obtido foi ressupendido a Laemmli
(2x). O restante da cultura foi utilizado para obteng&o do extrato protéico através da
lise celular, que foi testada por sonicagcdo e congelamento/descongelamento
(protocolo padronizado no grupo de pesquisa). As analises de expressao foram

feitas primeiramente por SDS-PAGE com confirmacao por WB (Figura 7).
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Figura 7: A - SDS-PAGE 12,5% corado com Azul de Comassie do extrato protéico bruto de células de
E.coli obtidas de aliquotas de 1mL da inducdo de maior escala e do lisado (extrato proteico) do
restante da cultura. B - Western blot colorimétrico em membrana de PVDF. Ordem para ambas as
amostras: M - Marcador de peso molecular pré-corado PageRuler™ (ThermoScientific); 1 - Controle
negativo (coldnia induzida com vetor pGEX-4T-3 vazio); 2 e 3 - Lisados das colbnias induzidas em
maior escala contendo o vetor recombinante pGEX_ MULTI; 4 e 5 - Extrato de aliquotas celulares
induzidas contendo o vetor recombinante pGEX_MULTI e apresentando a construgéo protéica na
regido que corresponde ao seu tamanho de 65,73kDa.
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Como observado nas figuras acima, houve a produgéo das proteinas
pela E. coli BL21, porém, o processo de lise adotado (congelamento e
descongelamento) nao permitiu uma boa obtengdo da proteina-alvo, o que
inviabilizou o processo de purificagdo. Uma alternativa a isso, se deu por meio da
solubilizacdo dos pellets da cultura como descrito por Hurtado-Melgoza (2016)
(Figuras 8 e 9), uma vez que as proteinas podem ter ficado retidas em corpos de
inclusao, ja que em bactérias recombinantes a superexpressao de genes codificados
por plasmideos pode desencadear a transcrigdo de genes de respostas ao estresse
que muitas vezes resulta na agregacao da proteina codificada, como esses corpos
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(VILAVERDE & MAR CARRIO, 2003). Na metodologia empregada para a
solubilizacao foi utilizada a ureia, uma vez que corpos de inclusao, tradicionalmente,
sdo solubilizados com uso de desnaturantes e caotropicos. No caso, a baixa
concentracao de ureia utilizada foi vantajosa devido a permissdo da extracdo da
proteina recombinante sem a necessidade de uma etapa de redobragem (SINGH et
al., 2015).

Figura 8: SDS-PAGE 12,5% corado com Comassie. M - Marcador de peso molecular pré-corado

PageRuler™ (ThermoScientific); 1 - Solubilizagdo de pellet resultante do processo de lise de cultura
induzida contendo vetor recombinante pGEX_MULTI; 2 e 3 - Extrato de aliquotas celulares das

culturas induzidas; 4 - Lisado obtido de cultura induzida contendo o vetor recombinante pGEX_ MULTI
(sobrenadante); 5 - Solubilizag&o de pellet de cultura sem passar pelo processo de lise anteriormente.
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T0kDa
55kDa

Figura 9: Western-Blot em membrana de PVDF; M - Marcador de peso molecular pré-corado
PageRuler™ (ThermoScientific) na membrana; 1 - Solubilizagdo de pellet de cultura induzida sem
passar pelo processo de lise anteriormente; 2 - Lisado de cultura induzida; 3 e 4 - Extratos de
aliquotas celulares induzidas contendo o vetor recombinante; 5 - Solubilizagdo de pellet resultante do
processo de lise de cultura induzida contendo vetor recombinante pGEX_MULTI.

TOkDa
55kDa

Ap6s a obtencdo de um extrato protéico considerado satisfatorio
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com o aumento do volume de cultivo das bactérias recombinantes e a solubilizagéo
dos pellets resultantes do processo de lise, foi feita a purificagdo utilizando resina de
niquel, seguindo protocolo do fabricante (Figuras 10 e 11), uma vez que sera

necessaria a proteina purificada para testes imunolégicos em estudos posteriores.

Figura 10: SDS-PAGE 12,5% corado com Comassie de purificagdo da solubilizagdo. M - Marcador de
peso molecular pré-corado PageRuler™ (ThermoScientific); 1 - Solubilizagdo de pellet resultante do
processo de lise de cultura induzida contendo vetor recombinante pGEX_MULTI ; 2 - Fragdo nao
adsorvida da primeira etapa da purificagao; 9, 3 e 4 - 13, 22 e 32 lavagem, respectivamente, da resina
de niquel; 5, 6, 7 e 8 - Elui¢cdes seriadas da resina de niquel.

M 1 2 3 4 2 6 7 8 9

70kDa
55kDa

Figura 11: Western-Blot em membrana de PVDF. M - Marcador de peso molecular pré-corado
PageRuler™ (ThermoScientific); 1 - Fragdo ndo adsorvida da primeira etapa da purificagéo; 2,
3 e4- 18 2% e 32 lavagem, respectivamente, da resina de niquel; 5, 6, 7 e 8 - Elui¢cdes
seriadas da resina de niquel.

70kDa
55kDa

Como observado, a solubilizagdo permitiu que a purificagdo fosse
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realizada, como € visto nas bandas que representam as lavagens e eluigdes, no
entanto, nao foi muito satisfatoria, em termos de rendimento, uma vez que parte das
proteinas nao estdo sendo ligadas a resina, como é observada na amostra 1, o que
leva a necessidade da otimizacdo da metodologia empregada na purificagao.

Algumas das alternativas para melhorar a purificagao esta no uso da
glutationa no lugar da resina de niquel, uma vez que o GST & um marcador de
afinidade bem estabelecido com base na sua forte afinidade para a glutationa
imobilizada (ZHAO, LI, LIANG, 2013). Outra alternativa também seria modificar
algumas propor¢des, como aumentar a quantidade de resina utilizada, uma vez que
foram observadas muitas proteinas ndo ligadas na primeira etapa da purificagéo,
assim como modificar tempos de incubacdo que possibilitem um maior tempo de
interacao entre as proteinas e a resina.

O sistema utilizado para a produgdo do antigeno, apesar da
necessidade de adaptacdes e outras etapas adicionais, se mostrou viavel para a
producao da proteina recombinante, uma vez que o objetivo foi alcangado. Esse tipo
de trabalho é importante devido a necessidade de se testar novas abordagens
vacinais frente a pandemia e avaliar sua capacidade de promover uma resposta

imune eficaz.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a proteina multiepitopo foi
produzida satisfatoriamente no sistema de expresséo bacteriano, o que permitiu sua
deteccao imunoldgica e purificacdo para posteriores ensaios de imunizagao.

Faz-se necessaria a otimizacdo da metodologia empregada na
producao da proteina para que ela possa ser produzida em uma maior escala, uma
vez que ha falta de estudos avaliando seu potencial imunogénico, estando restrita a
avaliagcao in silico. Nesse sentido, o presente trabalho permitiu demonstrar que o
sistema de expressdo bacteriano em E. coli se mostrou capaz de produzir o
antigeno de interesse, sendo necessarios posteriores estudos para avaliar sua

viabilidade como antigeno vacinal.
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