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RESUMO

No atual cenario da COVID-19 ainda existe uma demanda por métodos de diagndstico mais
eficazes e estratégias de imuniza¢do aprimoradas. Até o momento, o Dominio de Ligacdo ao
Receptor (RBD) da proteina Spike (S) tem sido o foco das abordagens de diagnostico e imunizagao.
No entanto, a proteina Spike ¢ suscetivel a mutagdes, o que pode comprometer as estratégias de
controle atuais. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo produzir proteinas de fusdo
recombinantes do SARS-CoV-2, contendo fragmentos génicos e epitopos das proteinas Envelope
(E) e Membrana (M), fusionadas ao RBD. Essas proteinas foram projetadas para serem
imunogénicas e potencialmente Uteis em plataformas de diagnostico e imunizagdo. O processo de
produgdo envolveu a clonagem das sequéncias codificadoras e expressdo Escherichia coli Rosetta
(DE3). Embora a expressdo tenha sido insoluvel, etapas subsequentes de solubilizagdo foram
implementadas com sucesso. Testes de reatividade com soros de coelhos imunizados com uma
vacina de DNA-RBD, soros de pacientes com COVID-19 e pré-pandémicos mostraram que todas as
proteinas de fusdo foram reconhecidas, embora com diferentes eficiéncias. A proteina de fusdo que
inclui fragmentos da proteina E no N-terminal e epitopos da proteina M no C-terminal fusionadas
ao RBD (E-RBD-M) se destacou como a mais promissora. Essa fusdo, juntamente com o RBD, foi
usada em esquemas de imunizagdo de camundongos, desencadeando uma resposta imune humoral
robusta, com a producdo de anticorpos de alta avidez avaliados por ELISA. Além disso, os soros
gerados por ambas as proteinas demonstraram a capacidade de gerar anticorpos neutralizantes,
comprovada por ensaios de inibicdo da ligagdo do RBD com ACE2. O RBD e a fusdo foram
testados em soros de pacientes com COVID-19 e vacinados, bem como em soros negativos para a
infec¢do. A fusdo E-RBD-M, embora sensivel, mostrou-se menos especifica em comparagdo com o
RBD. A resposta imune celular também foi avaliada por qPCR e ELISA, revelando a indugdo de
altas quantidades de citocinas apds a imunizagdo e reestimulo de esplendcitos, sugerindo uma
resposta celular robusta. Esses resultados destacam o potencial das fusdes RBD como candidatas
promissoras para diagnostico e imunizagdo contra a COVID-19, representando uma abordagem
simples ¢ econémica de producdo com imunogenicidade comparavel ao RBD sozinho expresso

neste trabalho.

Palavras chaves: COVID-19; SARS-CoV-2; Epitopos; Vacina; Diagnostico.
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ABSTRACT

In the current COVID-19 scenario, there is still a demand for more effective diagnostic methods and
improved immunization strategies. So far, the Receptor Binding Domain (RBD) of the Spike protein
(S) has been the focus of diagnostic and immunization approaches. However, the Spike protein is
susceptible to mutations, which can compromise current control strategies. In this context, this
study aimed to produce recombinant fusion proteins of SARS-CoV-2, containing gene fragments
and epitopes from the Envelope (E) and Membrane (M) proteins, fused to the RBD. These proteins
were designed to be immunogenic and potentially useful in diagnostic and immunization platforms.
The production process involved cloning the coding sequences and expression in Escherichia coli
Rosetta (DE3). Although the expression was insoluble, successful solubilization steps were
implemented subsequently. Reactivity tests with sera from rabbits immunized with a DNA-RBD
vaccine, sera from COVID-19 patients, and pre-pandemic sera showed that all fusion proteins were
recognized, although with varying efficiencies. The fusion protein that includes fragments of the E
protein at the N-terminal and epitopes of the M protein at the C-terminal fused to the RBD
(E-RBD-M) stood out as the most promising. This fusion, along with the RBD, was used in mouse
immunization schemes, triggering a robust humoral immune response, with the production of
high-avidity antibodies assessed by ELISA. Furthermore, sera generated by both proteins
demonstrated the ability to generate neutralizing antibodies, as evidenced by assays inhibiting RBD
binding with ACE2. The RBD and the fusion were tested with sera from COVID-19 patients and
vaccinated individuals, as well as sera negative for the infection. The E-RBD-M fusion, while
sensitive, proved to be less specific compared to the RBD. Cellular immune response was also
evaluated by qPCR and ELISA, revealing the induction of high levels of cytokines after
immunization and restimulation of splenocytes, suggesting a robust cellular response. These results
highlight the potential of RBD fusions as promising candidates for COVID-19 diagnosis and
immunization, representing a simple and cost-effective production approach with immunogenicity

comparable to the RBD expressed in this study.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; Epitopes; Vaccine; Diagnosis.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO
1.1. ETIOLOGIA E ORGANIZACAO GENOMICA SARS-COV-2

Os coronavirus, s3o considerados patdgenos zoonoticos, pertencentes a ordem
Nidovirales, familia Coronaviridae e subfamilia Coronavirinae (Figura 1). No qual quatro
géneros sdo incluidos: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus. Sabe-se que sete subtipos de coronavirus infectam humanos, sendo que os
alfacoronavirus causam infec¢des leves associadas ao trato respiratério superior, enquanto os

betacoronavirus podem causar infecgdes graves e mortes (SHARMA, et al., 2021; RAVI,

SAXENA, PANDA. 2022; MESEL-LEMOINE, et al., 2012).

— HCoV-229E

——— Alphacoronavirus

L— HCoV-NL63

. — HCoV-0C43

Betacoronavirus
~__ Coronavirinae +— SARS-CoV

Deltacoronavirus

— SARS-CoV-2

——— Gammacoronavirus ~——MERS-CoV

Nidovirales Coronaviridae

Letovirinae

Figura 1. Arvore filogenética da ordem Nidovirales (Adaptado de WARTECKI, RZYMSKI, 2020)

O SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2), ¢ o sétimo
coronavirus conhecido a infectar humanos at¢ o momento. Ele ¢ um membro do género
Betacoronavirus, no qual inclui, além do SARS-CoV-2, outros dois coronavirus patogénicos, o
SARS-CoV (Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave) e o MERS-CoV
(Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio), que possuem identidade de
genoma com SARS-CoV-2 de 82% e 50%, respectivamente. Os trés CoVs, possuem o maior
genoma viral de RNA, variando de 26 a 32 kb de comprimento (NAQVI, et al., 2020;
REDONDQO, et al., 2021; ZABIDI, et al., 2023).

O SARS-CoV-2 ¢ esférico, envelopado e circundado com as proteinas estruturais (Figura
2 A), com cerca de 80 — 120 nm de diametro, com maultiplas proteinas S glicosiladas

homotriméricas projetadas externamente, conferindo-lhes uma aparéncia de uma coroa
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(YADAV, et al., 2021). E, com base na sua classificacdo taxondmica, o SARS-CoV-2,
compreende um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo, ndo segmentado,
envelopado, com uma estrutura cap 5' e cauda poli-A 3’°, organizado em 14 quadros de leitura
aberta (ORFs) (Figura 2 B) (DONG, 2020; RAHIMI, MIRZAZADEH,
TAVAKOLPOUR, 2021; REDONDO, et al., 2021).

et al.,

o Proteina Spike (S)

‘ Proteina do Nucleocapsideos (N)
‘a"# Pa
& o
"s’- | - ” s Proteina de Membrana (M)
w @ Proteina do Envelope (E)
*i‘ -
a RNA
B Proteinas néo estruturais Protefnas estruturais e
(Nsps) acessérias
r h'd b Y

5' ORFla - s 3aCE M6 27bga Rl N W
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pp1a|1]2| 3

[a] 5]s]7]8]o]10]11]
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pplab[1] 2] [a]5]e]7]&]o[10] 2 [ 13 14|15|'\6

Figura 2: Representacio esquematica do virion SARS-CoV-2 e seu genoma (A) Localizagdo das proteinas
estruturais transmembrana S, M, E, e a proteina N ligada ao RNA viral. (B) Representacdo do genoma viral, na
extremidade 5° ORFla e ORF1b, das proteinas ndo estruturais. Na extremidade 3°, localizagdo dos genes de
expressdo das proteinas estruturais e acessorias (S - ORF3a; ORF3b; E - M; ORF6; ORF7a; ORF7b; ORF8a;
ORF8b; ORF9b - N) (Imagem adaptada de Hartenian, et al., 2020, no BioRender).

A primeira ORF (ORF 1 a/b), localizada na extremidade 5', ocupa cerca de dois tercos
de todo o do genoma, e codifica as poliproteinas ppla, pplb. Essas poliproteinas sdo
processadas por proteases virais (papain-like protease e main-protease) para produzir
proteinas ndo estruturais (Nspl a Nspl6) que juntamente com alguns fatores do hospedeiro,
formam um complexo de transcricdio e replicacio (ALANAGREH, ALZOUGHOOL,
ATOUM, 2020). A regidao restante de 10 kb, que precede a extremidade 3', codifica as

proteinas estruturais, sendo elas proteinas de superficie (S), envelope (E), membrana (M) e
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nucleocapsideo (N). As quatro proteinas estruturais sdo exigidas pela maioria dos CoVs para
produzir uma particula viral completa, além de alguns CoVs codificarem proteinas adicionais
com sobreposi¢dao de fungdes compensatorias, das quais nove sao codificadas pelos seguintes
genes: ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF14 ¢ ORF10. (YADAYV, et
al., 2021; MALICK, 2022). Estas se diferem das Nsps por ndo apresentarem homologia com
proteinas de outros grupos de virus, possuindo papéis indiretos na func¢ao viral (GORKHALI,
etal., 2021).

A glicoproteina spike (figura 3) € constituida de duas subunidades, S1 e S2. O S1 medeia a
adesao do virus com a célula hospedeira, e 0 S2 ajuda na sua fusdo com a membrana da célula
no receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), sofrendo grandes rearranjos
estruturais para promover a fusdo da membrana (HU, et al., 2021). Estruturalmente, a regido N
e C terminal de S1 dobram-se como dois dominios separados: dominio N-terminal (NTD) e
dominio C-terminal (CTD). O CTD contém um dominio de ligagdo ao receptor (RBD) que se
liga ao receptor ACE2 (JAMWAL, et al., 2021). A regido S2 inclui peptideo de fusdao (FP),
regido proximal de peptideo de fusdo (FPPR), hélice central (CH), dominio conector (CD),
segmento transmembranar (TM) e a cauda citoplasmatica (ZHANG, et al., 2021).

Figura 3. Estrutura da glicoproteina spike. Estrutura completa glicoproteina spike (PBD: 6VXX), destacando
o RBD e as subunidades S1 e S2.
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As proteinas do nucleocapsideo (figura 4) fazem parte da organizagdo estrutural do
virus, elas possuem trés dominios altamente conservados: um dominio N-terminal (NTD), um
dominio de ligagdo ao RNA e um dominio C-terminal (CTD) (ZENG, ef al., 2020). A fun¢do
fundamental da proteina N ¢ identificar e envolver o RNA do virus em uma estrutura
helicoidal simétrica, ela se liga a0 RNA formando uma ribonucleoproteina que ajuda na
entrada da célula hospedeira e na interacdo com os processos celulares ap6s a fusdo do virus
(BAIL, et al., 2021; SATARKER, NAMPOOTHIRI, 2020). Em particular, a proteina N
neutraliza as respostas antivirais mediadas pelo hospedeiro através de sua atividade de ligagao

ao RNA, agindo como um inibidor viral através do silenciamento do RNA (WU, et al., 2023)

Figura 4. Estrutura da proteina do nucleocapsideo. Dominio NTD e CTD da estrutura da proteina do

nucleocapsideo (PDB: 6WZ0O; 7VBD)

A proteina do envelope (figura 5) ¢ a menor entre as proteinas estruturais, e
abundantemente expressa dentro da célula infectada. Ela possui uma regido N-terminal externa
ao virion, e uma cauda hidrofobica em dire¢do ao citoplasma da regido C-terminal
(SATARKER, NAMPOOTHIRI, 2020). A proteina E tem participagdo na montagem,
brotamento viral, podendo também induzir a curvatura da membrana, além de sua atividade de
canal i6nico. Além disso, a proteina E evita que a proteina de membrana se agregue em

complexos insoltveis (RAVI, SAXENA, PANDA, 2022; KUNG, et al., 2022).
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Figura 5. Estrutura proteina do envelope. Estrutura pentamérica do dominio transmembrana da proteina do
envelope (PDB: 7K3G)

A proteina de membrana (figura 6) € constituida por trés dominios principais: um
ecto-dominio N-terminal curto, trés Hélices Transmembrana (marcadas como TMH1, TMH?2 e
TMH3) e um endodominio C-terminal longo localizado na face citoplasmatica dos virions
(MARQUES-PEREIRA, et al., 2022). A proteina M interage com outras proteinas virais
estruturais e tem um papel organizador na montagem do virus, pois direciona a formag¢do do
envelope e fornece a matriz a qual o nucleocapsideo pode se ligar para brotamento (BAI,

ZHONG, GAO, 2022).

Figura 6. Estrutura glicoproteina de membrana. Estrutura completa glicoproteina de membrana (PDB:
8CTK).

1.2. CICLO DE REPLICACAO E RESPOSTA IMUNOLOGICA
A fixacdo e internalizacdo do SARS-CoV-2 ¢ promovida pela proteina S que, a partir da

interacdo RBD-ACE2 faz com que a proteina S sofra clivagem proteolitica, catalisada por
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varias proteases do hospedeiro, como a furina e TMPRSS2. O processamento proteolitico
ativa a proteina S e permite a fusdo da membrana viral-hospedeiro, seguida pela liberacao do
RNA no citoplasma (Figura 7, 1) (SCHENTEN, BHATTACHARYA, 2021; ZHANG, et al.,
2021). Outra via de entrada que pode ser utilizada pelo virus ¢ o endossomo, no qual as
catepsinas podem clivar a proteina spike, mas esta via ndo ¢ utilizada de forma eficiente em
células epiteliais primarias (LAMERS, et al., 2022).

A liberacao do genoma do SARS-CoV-2 marca o inicio de um complexo programa de
expressao génica viral, iniciando com o RNA viral recrutando os ribossomos do hospedeiro e
servindo como mRNA para a tradu¢do das replicases ORFla e ORFl1b (Figura 7, 2)
(MALONE, et al., 2022; V’KOVSKI, et al., 2021). Durante a sintese, essas poliproteinas sao
clivadas por proteases virais localizadas dentro de nsp3 (PL pro) e nsp5 (M pro ou 3CL pro),
produzindo as 16 proteinas de replicacao (Figura 7, 3) (BAGGEN, et al., 2021).

As proteinas ndo estruturais, participam ativamente no processo de replicacdo do virus, como
a montagem do complexo de replicagdo-transcricdo (RTC), desenvolvimento de meios para
evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, modificacio do RNA viral, formagdo de
compartimentos de membrana dupla, que sequestram a membrana do reticulo endoplasmatico,
além de facilitar a atividade da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (SAWICKI,
SAWICKI, SIDDELL, 2007; KASUGA, et al., 2021; ZHANG, et al. 2021).

Este complexo gera um modelo de cadeia negativa, para que sirvam como moldes para a
sintese de RNAs subgendmicos de cadeia positiva (Figura 7, 4) que, por sua vez, codificam
proteinas estruturais e acessorias (BAGGEN, et al. 2021). As membranas derivadas do
reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de golgi quando reorganizadas pelas nsps, formam
vesiculas de membrana dupla, criando um microambiente protetor para replicacdo de RNA
gendmico e transcricdo de mRNAs sub genomicos (V’KOVSKI, et al., 2021; KNOOPS, et al.,
2008). As novas proteinas estruturais traduzidas trafegam para o RE ou membranas de golgi e
se combinam com RNA genomico e proteinas N para criar particulas virais (Figura 7, 5 e 6).

A montagem no compartimento intermedidrio RE-Golgi leva a criagdo de vesiculas contendo
virions (Figura 2, 7) que podem se fundir com a membrana plasmatica durante a exocitose e

liberar o virus no espaco extracelular (Figura 7, 8) (DIAMOND, KANNEGANTI, 2022).
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Figura 7: Esquema proposto do ciclo de replicagio do SARS-CoV-2. As etapas 1, 2, 3, 4 e 5 representam a
entrada, tradug@o das replicases, formagdo do complexo RdRp, replicagdo de RNA gendmico viral e transcrigdo
de mRNAs subgendmicos. Enquanto 6, 7, 8 ¢ 9 representam a montagem dos complexos de N-RNA com as
proteinas estruturais ¢ exocitose do virus para continuar o ciclo viral em outra célula (Imagem adaptada de
Malone, et al., 2022))

O SARS-CoV-2 ¢ eficaz em retardar o desencadeamento de respostas imunes inatas
intracelulares, permitindo um ciclo de replica¢do ininterrupto, visto que as respostas imunes
adaptativas ndo sdo ativadas até que ocorram os alarmes imunes inatos (SETTE, CROTTY,
2021). O 1nicio da patogénese ¢ marcado pelo dano tecidual, resultado da replicagdo viral. A
extensao desse dano determina uma segunda fase, na qual ocorre o recrutamento de células
imunes efetoras, causando uma resposta inflamatoéria local e sistémica (MERAD, et al., 2022).

Quando o SARS-CoV-2 infecta as células-alvo, 0 RNA do virus atua como padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs), que sdo reconhecidos pelos receptores padrao
como receptores toll-like (TLRs), e sinalizam a invasdo viral, estimulando a secre¢dao de
interferons e fatores nucleares dependentes de citocinas pro-inflamatorias (SOUSA, BRITES,
2020; LIU, WILSON, 2022). No citoplasma, em resposta a invasao viral, ocorre agregagao de
proteinas, fluxo de célcio e formagdo de espécies reativas oxidativas (ROS). Juntas, essas

respostas culminam na iniciacdo do inflamassoma, induzindo cascatas inflamatoérias e de
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coagulagdo, que resultam na  piroptose celular (TAN, KOMARASAMY,
BALASUBRAMANIAM, 2021). A piroptose libera padroes moleculares que sdo
reconhecidos por células epiteliais vizinhas e macréfagos alveolares, desencadeando a
liberacdo de citocinas e quimiocinas prd-inflamatérias. Essas proteinas atraem monocitos,
macrofagos e células T para o local da infec¢do, promovendo mais inflamagao e estabelecendo
um ciclo de feedback pro-inflamatorio (TAY, et al., 2020).

Esses processos associados promovem o recrutamento de neutrofilos e de linfocitos, e
regulam positivamente os receptores de quimiocinas que orientam sua migragcdo para oS
linfonodos, estimulando o amadurecimento de células B ¢ T. Desta forma as células T CD4+
estimulam a produ¢do de imunoglobulina IgG e IgM pelas células B. Os linfocitos T podem
ainda retromigrar para o tecido inflamado para combater o virus através da produgdo de
citocinas antivirais, e suprimir a replicacao viral e a morte especifica do antigeno de células
infectadas (MORTAZ, et al., 2020; CELARDO, et al., 2020).

As respostas imunes adaptativas sdo importantes para o controle e eliminacdo da
infeccdo viral e, na maioria dos casos, esse processo ¢ capaz de resolver a infeccao. No
entanto, em alguns casos, ocorre uma resposta imune disfuncional, que pode causar patologia
pulmonar grave e até mesmo sistémica. Isso ocorre devido a resposta do hospedeiro a um virus

geralmente ndo ser uniforme e as infec¢des poderem infligir diferentes graus de morbidade e

mortalidade (SETTE, CROTTY, 2021, TAY, et al., 2020; BLANCO-MELLO, et al., 2020).

1.3. A PANDEMIA COVID-19

Desde seu surgimento inicial no final de 2019 em Wuhan, China, o SARS-CoV-2, agente
etiologico da doenca do Coronavirus 2 (COVID-19), infectou globalmente mais de 760
milhdes de pessoas, resultando em 6,9 milhdes de mortes (SHANMUGARAIJ, et al., 2023;
WHO, 2023; FUMAGALLI, et al., 2021). Os numeros referentes as infec¢des por
SARS-CoV-2 ocorreram devido ser uma infec¢ao altamente contagiosa, que pode evoluir de
um quadro leve a moderado de pneumonia, para lesdes invasivas nos pulmdes, contribuindo
para o desenvolvimento de pneumonia, dispneia, linfopenia, sindrome do desconforto
respiratorio agudo, faléncia de multiplos 6rgdos e morte de individuos infectados (LU, et al.,

2020; KUNG, et al., 2022).
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A pandemia de COVID-19 causou impactos drasticos na satide humana e na economia
global, e o rapido desenvolvimento para implementacdo nos servigos publicos de ferramentas
de diagnoéstico e vacinas foi decisivo para conter a pandemia. Fazendo com que os casos
graves da doenga passassem a se concentrar em populacdes que nao foram completamente
imunizadas (BAGNO, et al., 2022; SHANMUGARAI, et al., 2023; MOURA, et al., 2021).

Atualmente mais de 11 bilhdes de doses de vacinas ja foram administradas em todo o
mundo, e, apesar de um amplo programa de vacinagdo global contra a COVID-19, com o
surgimento de variantes de preocupagdo do SARS-CoV-2 (VOCs), a populagdo mundial tem
enfrentado a quarta onda pandémica. A OMS tem cinco variantes de preocupacdo: Alpha,
Beta, Gamma, Delta ¢ Omicron (Figura 8) (AZEVEDO, et al., 2023; BAGNO, et al., 2022;
WHO, 2023). E as mutagdes presentes nessas variantes afetam a ligagdo do RBD viral ao
ACE2 e/ou a infecciosidade do virus e/ou a neutralizagdo do virus por anticorpos em

diferentes graus (QIAO, et al., 2022; LIU, et al., 2022).
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Figura 8. Relacoes filogenéticas das variantes SARS-CoV-2. Filodinamica do SARS-CoV-2 demonstrando as
relagdes filogenéticas entre as variantes que surgiram devido as mutagdes, ao longo do tempo (Imagem adaptada
de CoVariants do site Nextstrain https://covariants.org/)

Mesmo com o surgimento de novas epidemias provocadas pelas VOCs, todos os
individuos vacinados mantiveram a capacidade de neutralizacdo contra as variantes alpha,
beta, gama e delta. Devido a estimulacdo da vacina¢do por anticorpos neutralizantes de

variantes cruzadas e resposta celular (CEVIK, et al., 2021).
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A Omicron, por sua vez, tem o dobro do nimero de mutagdes em comparagdo as demais
variantes e, por isso, ela estd associada a uma maior capacidade de evadir a imunidade da
infeccao anterior por SARS-CoV-2. As mudangas estruturais da Omicron podem diminuir a
interacdo com os anticorpos, porém, ndo evadem completamente os anticorpos neutralizantes.
Apesar disso, seu surgimento dificulta o diagnostico e reduz a eficcia das vacinas atuais. Em
dezembro de 2022, a variante Omicron representava a unica VOC remanescente em circulagao
(MISTRY, et al., 2021; ZHU, et al., 2022; AZEVEDO, et al., 2023).

As dificuldades com o surgimento das VOCs exigiram doses de refor¢o, no entanto, mesmo
apos a quarta dose, as vacinas COVID-19 atuais ndo conseguem controlar a replicacdo viral e
prevenir a doenca leve a moderada durante um periodo predominante de Omicron. Sugerindo
que a COVID-19 pode se tornar uma doenga endémica que deve ser incluida no calendario de

vacinacao periodica de varios paises (AZEVEDO, et al., 2023).

1.4. CONTROLE DA COVID-19: METODOS DE DIAGNOSTICO E VACINAS

A pandemia do SARS-CoV-2 e o surgimento de variantes exigiu uma ag¢do rapida e o
desenvolvimento de vacinas em um prazo sem precedentes, além da necessidade de métodos
de diagnéstico mais adaptativos para a deteccdo de infec¢des por SARS-CoV-2. (KRAMER,
et al., 2020; FERNANDES, et al., 2022).

O primeiro passo no manejo da COVID-19 ¢ a deteccdo rapida e precisa do virus, pois a
capacidade de diagnostico ¢ crucial para controlar as infecgdes e reduzir as taxas de
mortalidade (TAHA, et al., 2023; KEVADIYA, et al., 2021). O método mais utilizado, devido
sua alta sensibilidade e especificidade, ¢ a transcriptase reversa e reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (RT-qPCR). A RT-qPCR detecta acidos nucleicos do SARS-CoV-2
presentes nos fluidos nasofaringeos. Ensaios baseados nesse tipo de deteccao normalmente
utilizam kits direcionados aos genes ORF1b (incluindo RdRp) e as proteinas N e/ou S, e sdo
considerados a primeira escolha para a deteccdo de SARS-CoV-2 (HU, et al, 2021;
KEVADIYA, et al., 2021; ZHU, et al., 2022). Este método ¢ considerado padrao-ouro para o
diagnostico de SARS-CoV-2, porém, tem suas proprias desvantagens como ferramenta de
deteccao, devido ao trabalho de instrumentacao e o tempo de resposta (YAGHOOBIZADEH,
et al., 2023; WANG, et al., 2022). Além disso, ele também ¢ limitado pela carga viral. O

RT-gPCR ndo ¢ sensivel a cargas virais excessivamente baixas no estagio inicial da infec¢ao
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por SARS-CoV-2, e em casos de evolugdo para casos mais graves, a carga viral nos fluidos
respiratdrios ¢ mais alta a partir da terceira e quarta semana (ZHU, et al., 2022; KEVADIYA,
etal.,2021).

Em contraste com as abordagens de deteccao de acido nucleico no campo da detecgdo e
rastreamento da evolucdo do SARS-CoV-2, as abordagens baseadas em anticorpos podem ser
usadas para investigagdes epidemioldgicas. Os testes mais utilizados se baseiam nos ensaios
de ELISA (Ensaios de Imunoabsor¢ao Enzimatica), Western blotting, LFIA (Imunoensaios de
Fluxo Lateral) (HU, et al, 2021; YAGHOOBIZADEH, et al, 2023). O diagnostico
soroldgico, realizado através destas metodologias, ¢ especialmente importante em pacientes
com doenca leve a moderada que podem se apresentar tardiamente, além das primeiras duas
semanas do inicio da doenga (SETHURAMAN, JEREMIAH, 2020).

Apesar da importancia da rapida detec¢ao por método de diagnostico para direcionar ao
tratamento adequado da infecg¢do, as vacinas continuam a ser o principal pilar da prevencao e
protecdo contra infecgdes por SARS-CoV-2 (KRAMER, et al., 2020).

Os dados do desenvolvimento pré-clinico de vacinas candidatas para SARS-CoV e
MERS-CoV permitiram que a etapa inicial do desenho exploratorio da vacina fosse
essencialmente omitida, economizando um tempo consideravel (KRAMER, et al., 2020).
Atualmente, mais de 200 vacinas contra o SARS-CoV-2, foram anunciadas, sendo algumas
aprovadas para uso emergencial e administrados em uma populacao, enquanto outras estao sob
investigacao pré-clinica e clinica (GHAEMLI, et al., 2022; KRAMER, et al., 2020).

A maioria das vacinas contra o SARS-CoV-2, incluindo as disponiveis para uso
emergencial, sdo categorizadas como: vacinas tradicionais de virus inativados e atenuadas,
(Sinopharm - BIBP-CorV; Sinovac - CoronaVac; Covaxin — BBV152), vetor viral (Janssen -
Ad26.COV2.S; Oxford-AstraZeneca - AZD1222/ChAdOx1), mRNA (Pfizer/BioNTech
Comirnaty - BNT162b2; Moderna - mRNA-1273), e de proteinas recombinantes (Novavax -
NVX-CoV2373; Nuvaxovid - SARS-CoV-2 rS; Convidecia - Ad5-nCoV-S) (MISTRY, et al.,
2022; WHO, 2023).

As vacinas inativadas sdo derivadas de virus cultivados em cultura e depois
quimicamente inativados, que podem fornecer epitopos antigénicos conformacionalmente
nativos, expressos de forma estavel. Porém, a composi¢do da vacina inativada ¢ relativamente

complexa, incluindo multiplos imundégenos que potencialmente causam reagdes adversas
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(CREECH, WALKER, SAMUELS, 2021; PENG, et al., 2021). J4 as atenuadas incorporam-se
a uma versao enfraquecida do virus vivo com viruléncia reduzida. Esta abordagem também
serve como plataforma para a producdo de vacinas baseadas em vetores competentes para
replicacdo. O desenvolvimento desse tipo de vacina ¢ baseado na integragdo de genes
codificadores de antigenos exogenos, nos genomas de virus cujos genes nocivos foram
removidos. Induzindo efetivamente o organismo a produzir anticorpos neutralizantes de alto
titulo. Os virus mais comumente usados sdo derivados de cepas de Adenovirus
imunocomprometidos para replicacdo, manipulados para expressar um transgene, como a
proteina S (KRAMMER, 2020; CREECH, WALKER, SAMUELS, 2021; PENG, et al., 2021).

As vacinas baseadas em mRNA tém o potencial de melhorar significativamente o
desenvolvimento de vacinas para muitos patogenos. Nessas vacinas, as nanoparticulas
lipidicas sdo usadas para proteger o mRNA que codifica a proteina S e sdo estabilizadas por
pré-fusdo a caminho do espaco intracelular. O hospedeiro usa 0 mRNA para produzir a
proteina alvo (proteina S), que induz uma resposta imune coordenada. As vacinas baseadas em
mRNA contra a COVID-19 demonstraram alta eficicia e tém sido amplamente utilizadas no
mundo (CREECH, WALKER, SAMUELS, 2021; AZEVEDO, et al., 2023).

Outra abordagem para o desenvolvimento de vacinas € a entrega das proteinas como
uma subunidade da proteina recombinante em um sistema de expressdo. Sendo incapaz de
causar doenga, a plataforma de vacina de subunidade de proteina é considerada mais segura do
que as plataformas de virus inteiro (vivos atenuados e inativados), por ndo exibir toda a
complexidade antigénica do virus e conter PAMPs (AL-JIGHEFEE, et al., 2021; CREECH,
WALKER, SAMUELS, 2021). Junto as proteinas recombinantes, a administragdo de
adjuvantes imuno potenciadores ¢ comum para aumentar o titulo e a durabilidade das
respostas de anticorpos, sendo uma estratégia de grande importancia (GHAEMI, et al., 2022).

Atualmente, vem sendo administradas as vacinas de refor¢o bivalentes, que conferem
protecdo adicional contra infecgdes sintomadticas causadas por sub-linhagens da Omicron
relacionadas com BA.5, XBB ¢ XBB.1.5 em pessoas que ja receberam até a quarta dose de
vacinas monovalentes. Versdes adaptadas de vacinas anteriormente aprovadas para uso
emergencial como Oxford-AstraZeneca, Sputnik V e Novavax estdo sendo formuladas, assim

como versdes especificas das vacinas contra a variante Omicron (ZABIDI, et al., 2023).
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A medida que a campanha de vacinagdo global em larga escala contra o0 SARS-CoV-2
continua, permanece um vazio na compreensdo da eficicia das vacinas. Dados de ensaios
clinicos evidenciam que a maioria das vacinas disponiveis possuem mais de 90% de eficacia,
porém, dada a natureza rapida e reaciondria da resposta da vacina contra o SARS-CoV-2,
pouco se sabe sobre a durabilidade das vacinas além de 6 meses (LIU, ef al., 2021).

Ao considerar a eficacia da vacina contra novas variantes, ha pelo menos trés elementos a
considerar: se os anticorpos desencadeados pelas vacinas atuais podem reconhecer e
neutralizar essas novas variantes; se existem respostas imunes celulares de reacao cruzada a
essas variantes; e, o impacto real das variantes na protecdo clinica fornecida pelas vacinas.
Devido a isso ¢ necessario continuar a reunir o maximo de dados possivel sobre a eficacia das
vacinas especificas para variantes para avaliar os programas de implementa¢do de vacinas de

refor¢o em curso (CEVIK, et al., 2021; ZABIDI, et al., 2023).

1.5. PROTEINAS ESTRUTURAIS DE SARS-COV-2 COMO IMUNOGENOS

As mutagdes presentes nas variantes do SARS-CoV-2 pdem em risco as estratégias
utilizadas no controle do virus, colocando em risco a utilidade de certas plataformas de
diagnostico e imuniza¢do. Sabendo disso, a maioria dos sistemas desenvolvidos sdo
direcionados a proteina S, a qual possui a maior taxa de mutacdes entre as proteinas estruturais
(ASCOLI, et al., 2022; PLANTE, et al., 2021). Desta forma, o surgimento de variantes do
SARS-CoV-2 renovou o interesse no uso de outras proteinas estruturais (E, M, N) para o
desenvolvimento de kits de diagnosticos e de imunizantes. Como consequéncia, a busca por
epitopos das células B e das regides de ligagdo ao MHC-I das proteinas estruturais tornaram-se
relevantes na investigagdo (THOMAS, 2022).

Atualmente como alternativa, a proteina N ¢ o antigeno mais comumente utilizado,
podendo essa ser utilizada sozinha e/ou administrada em conjunto com o RBD (KUMAR, et
al., 2023). Alguns trabalhos demonstram a eficicia da proteina N aplicada no diagndstico,
também fusionado ao RBD como antigeno vacinal. No trabalho de Azevedo, et al., 2022, os
autores demonstraram o uso da proteina N em um kit diagnostico de ELISA IgG. A escolha do
antigeno foi devido a proteina N ser imunodominante durante a replicacdo do SARS-CoV-2.
E, com isso, eles apresentaram um kit baseado na proteina N com desempenho semelhante a

testes de fabricantes bem estabelecidos que utilizam o RBD da proteina S. No trabalho de
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Castro, et al., 2022, foi apresentado uma proteina quimérica contendo o RBD desdobrado da
proteina Spike e da proteina N, que foi reconhecida por anticorpos IgG induzindo a produgao
de IFN-y por células T CD4+ e CD8+ de doadores humanos convalescentes e vacinados. Em
camundongos imunizados com a mesma quimera, a imunizagdo induziu fortes respostas
humorais e de células T, tornando-se altamente resistentes a cepas Wuhan-1, Delta e as
variantes Omicron do SARS-CoV-2.

Assim como a proteina N, as proteinas M e E sdo altamente conservadas, com baixas
taxas de mutacdo e, portanto, aplicacdes baseadas nessas proteinas podem também ser uma
estratégia, relacionados ao uso da proteina S. Essas proteinas sdo encontradas em abundancia
na particula viral, podendo esperar um nivel de reatividade alto de anticorpos durante a
infec¢io por SARS-CoV-2 (THAKUR, et al., 2022; JORRISSEN, et al., 2021). Além disso,
sugere-se que as proteinas M e E, devido sua identidade conservada sdao alvos de imunidade
induzida por células T. Alguns trabalhos anteriores de imunidade contra SARS-CoV e
MERS-CoV, demonstraram que varios epitopos de células T foram identificados nas proteinas
M e E. Nesse sentido, essas proteinas podem ajudar a ampliar a resposta das cé€lulas T e
melhorar a protecdo cruzada se incluidas em vacinas SARS-CoV-2 (DAI, GAO, 2021).

Apesar da caréncia de trabalhos validando experimentalmente o potencial antigénico
dessas proteinas em plataformas de diagnostico e imunizagdo, alguns estudos anteriormente
publicados obtiveram sucesso para ambas as propostas, demonstrando o potencial antigénico
das duas proteinas. A proteina M e E ja foram identificadas como altamente imunogénicas ao
serem reconhecidas no soro de pacientes infectados na fase aguda. A proteina M exibe
dominios antigénicos reconhecidos por IgG, IgM e IgA (JORRISSEN, et al., 2021; MARTIN,
et al., 2021). Estudos recentes também evidenciaram que assim como a proteina N, a proteina
M ¢ uma das mais imunogénicas do SARS-CoV-2, e os epitopos raramente alterados desta
proteina nas variantes do SARS-CoV-2, podem aumentar a imunidade das células T (ARIETA,
etal., 2023).

Alguns estudos em relagdo a patogenicidade da proteina E, apontam que ela é um
importante gatilho para a resposta inflamatéria do hospedeiro, ativando o inflamassoma, sendo
um determinante da patogenicidade. Os virus recombinantes testados em camundongos com a
proteina E sem atividade de canal i6nico demonstraram possuir uma reducgao consideravel no

dano epitelial pulmonar e na inflamagdo e reducdo da mortalidade dos animais
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(SANTOS-MENDOZA, 2023). Sugerindo que a proteina E pode ser um alvo ideal para o
desenvolvimento de vacinas e medicamentos, ¢ também um alvo para imunoterapias, nao
apenas desencadeando uma resposta imune dirigida, mas também interferindo diretamente na
regulagdo e, portanto, na fun¢ao da proteina alvo para combater o SARS-CoV-2 (POGGIO, et
al., 2023).

Sabendo disso, torna-se interessante a identificagdo de epitopos, ou locais no antigeno
onde os anticorpos se ligam, para o desenho de vacinas e anticorpos terapéuticos baseados
nessas proteinas. Até o momento, todos os anticorpos neutralizantes visam epitopos da
proteina spike (LIU, WILSON, 2022). Porém, alguns trabalhos propdem o uso de epitopos e
regides antigénicas das proteinas E e M. O estudo de Wagqas et al., (2020) determinou, por
imunoinformatica, o uso de peptideos das proteinas estruturais, visando uma vacina peptidica
multi-epitopo. No trabalho de Macedo (2022), a autora desenvolveu uma proteina
multi-epitopo com os peptideos previstos por Waqas et al., (2020). Nos ensaios realizados pela
autora, a proteina recombinante mostrou-se imunogénica, além de ser capaz de ser
reconhecida por soro de pacientes portadores da doenca. Estes resultados sugerem o potencial
dos epitopos para serem usados como vacina peptidica contra a COVID-19 ou em kits de
diagnostico.

Considerando também que, o uso do RBD recombinante como imunizante demonstra
certa susceptibilidade a deriva antigénica, pois além das mutacdes atreladas a ele, ¢ uma
proteina pequena quando expressa sozinha e, embora potentes anticorpos neutralizantes se
liguem ao RBD, ela carece de outros epitopos neutralizantes que estdo presentes no pico
completo (KRAMMER, 2020). Com isso, a incorpora¢do de mais de um antigeno, seja na
forma de multimeros ou de antigenos distintos administrados em formas fundidas, pode
apresentar um papel sinérgico ao provocar respostas de anticorpos antivirais mais fortes.
Demonstrando que o RBD fusionado a epitopos das proteinas estruturais tem potencial como
alternativa as plataformas atuais de diagnostico e imunizacdo (GHAEMI, et al., 2022;

GUIRAKHOOQO, et al., 2020).
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. OBJETIVOS GERAIS

Construcao e expressdo em Escherichia coli de proteinas quiméricas resultantes da fusao
do Dominio de Ligagdo ao Receptor (RBD), da proteina Spike, a fragmentos génicos
N-terminal e epitopos estruturais das proteinas do Envelope e Membrana do SARS-CoV-2,
visando aplicacdes dos imunogenos em diagnostico imunologico e potencial estratégia de

imunizagao contra a COVID-19.

1.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Constru¢do dos plasmideos de expressdo contendo a fusdo entre os fragmentos
N-terminal e epitopos das proteinas do envelope (E) e de membrana (M) ao dominio
RBD da proteina Spike; além da expressao do RBD;

e C(Clonagem em pET28a para expressdao em Escherichia coli Rosetta (DE3);

e Solubilizagdo dos corpos de inclusao;

e Imunizagdo de camundongos com as proteinas de fusao;

e Avaliacdo da imunogenicidade dos anticorpos;

e Avaliacdo da resposta celular.
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CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS

2.1. ANIMAIS E COMITE DE ETICA

Os camundongos BALB/c fémeas (8 - 10 semanas de idade e aproximadamente 25 g de
peso) foram obtidos do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Os animais foram alojados em gaiolas
com seis animais a 25°C e receberam comida isenta de antibidticos e dgua ad libitum. Todos
os protocolos foram previamente aprovados pela Comissao Institucional de Cuidados e Uso de
Animais (CEUA/IAL n° 04/2023), e pelo Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo
Lutz.

2.2. ANALISES /N SILICO

As informagdes sobre as sequéncias dos genes de interesse, referente ao genoma
completo da primeira cepa SARS-CoV-2 isolado no Brasil (GenBank®: MT126808.1); e as
sequéncias citadas por Waqas ef al., (2020), referentes aos epitopos das proteinas do Envelope
(NCBI Protein = QHWO06051.1), Membrana (NCBI Protein = QHQ82467.1), e Spike
(NCBI_Protein = QHR63260.2), foram obtidas no banco de dados NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Os alinhamentos das sequéncias foram feitos na plataforma
Clustal Omega. E, para analisar a conservagdo das proteinas foi realizado um alinhamento
usando a plataforma BLAST (NCBI). O peso molecular e o ponto isoelétrico foram calculados
utilizando a ferramenta ProtParam (Plataforma Expasy), e a antigenicidade determinada pela
VaxiJen. A predicao por modelagem da estrutura secundaria de cada proteina foi gerada por
homologia com outras estruturas ja existentes em bancos de dados, utilizando o programa
Colab AlphaFold 2, e editadas utilizando o programa de modelagem molecular UCSF

Chimera. A analise da estrutura das proteinas foi realizada utilizando o programa PSIPRED.

2.3. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8.0.2. Os testes
utilizados em cada analise dos dados estdo explicados nas legendas das figuras. Em geral, a
comparacgdo entre os grupos foi realizada por meio do teste t ndo pareado ou por ANOVA

uniderecional. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando valores de p

<0,05.
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2.4. CONSTRUCAO E EXPRESSAO RECOMBINANTE DAS FUSOES

2.4.1 AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS CODIFICANTES

A expressao das proteinas de fusdo foram planejados com base no RBD da proteina Spike,
fusionado a fragmentos génicos e epitopos das proteinas do envelope (E) e de membrana (M).
A selegdo para a composicdao das fusdes ocorreu devido o RBD, ser o principal alvo como
antigeno vacinal e de diagnostico. E, para compor as fusdes ao RBD, os fragmentos génicos
das proteinas E e M foram selecionados por se tratarem de proteinas transmembranas com
regides potencialmente antigénicas externas ao virus; enquanto os epitopos das proteinas E e
M foram selecionados com base no estudo de Waqas et al., (2020), que propdem através de

analises de imunoinformatica, o uso desses peptideos em vacinas (tabela 1).

Tabela 1. Predicdo de epitopos das proteinas de membrana e envelope do SARS-CoV-2

Numero de A Afinidade Afinidade de Aﬁl}ldade
. Sequéncia A de clivagem Score
Residuos ao MHC ligacdo .
C-terminal
Envelope
34 LTALRLCAY 0,5594 2,345 0,672 2,6158
Membrana
213 SSDNIALLV . 653 2,7729 0,9682 2,9325
171 ATSRTLSYY 0,5463 2,3195 0,8879 2,6158

Tabela adaptado de Wagqas, et al., (2020)

Partindo disso, foram desenhados trés pares de oligonucleotideos iniciadores: RBD-fw e
RBD-rv; RBD-E-fw e RBD-E-rv; RBD-M-fw ¢ RBD-M-rv, sintetizados pela empresa Exxtend
Biotecnologia.

Para os primers RBD-fw e RBD-rv, foi adicionado ao primer forward um sitio para a
enzima de restricdo de Ncol, seguido da sequéncia hibridizdvel com a regido 5’ do dominio

RBD. No primer reverse, foi adicionado um sitio para a enzima de restricdo de Sa/l, seguido
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da sequéncia hibridizavel ao dominio RBD, com adi¢do de um sitio da TEV-protease para
posterior retirada da his-tag.

Para os primers RBD-E-fw e RBD-E-rv, foi adicionado no primer foward um sitio de
reconhecimento para a enzima de restricdo de Ncol, seguido da sequéncia contendo os
primeiros 16 residuos N-terminais da proteina E mais Linker-S, acrescidos da sequéncia
hibridizavel com a regido 5’ do dominio RBD. No primer reverse, foi adicionada um sitio de
reconhecimento para a enzima de restricdo de Sall, seguido da sequéncia hibridizavel do
dominio RBD, acompanhados de um Linker-S, ligando a um conjunto de epitopos presente na
proteina E, e um sitio TEV-protease para posterior retirada da his-tag.

Para os primers RBD-M-fw ¢ RBD-M-rv, no primer foward foi adicionado um sitio de
reconhecimento para a enzima de restricdo de Ncol, seguido da sequéncia contendo os
primeiros 19 residuos N-terminais da proteina M mais Linker-S, acrescidos da sequéncia
hibridizdvel com a regido 5 do dominio RBD. No primer RBD-M-rv, um sitio de
reconhecimento para a enzima de restricdo de Sall foi adicionado, seguido da sequéncia
hibridizavel do dominio RBD mais Linker-S, ligando a dois conjuntos de epitopos presentes
na regido C-terminal da proteina M, e um sitio TEV-protease para posterior retirada da
his-tag.

Esses pares de primers foram utilizados em combinacdes diferentes nas reacdes de
PCR, que codificaram a sequéncia de oito proteinas de fusdo além do proprio RBD. Todas as
construgdes possuem a sequéncia do dominio RBD, se distinguindo nas fusdes com os
fragmentos génicos e os epitopos E e M. As fusdes construidas a partir dessas combinacdes

estdo exemplificadas na tabela 2 e na figura 9.
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Tabela 2. Combinacdo de primers utilizados para construcdo das sequéncias codificantes

Fusdes Primers
RBD-E RBD - epitopo E RBD-fw + RBD-E-rv
RBD-M RBD - epitopos C-terminais M RBD-fw + RBD-M-rv
E-RBD-E 16 residuos N-terminais da proteina E - RBD - epitopo E RBD-E-fw + RBD-E-rv
E-RBD 16 residuos N-terminais da proteina E - RBD RBD-E-fw + RBD-rv
E-RBD-M 16 residuos N-terminais da proteina E - RBD - epitopos RBD-E-fw + RBD-M-rv
C-terminais M
M-RBD-M 19 residuos N-terminais da proteina M -RBD - epitopos RBD-M-fw + RBD-M-rv
C-terminais M
M-RBD 19 residuos N-terminais da proteina M - RBD RBD-M-fw + RBD-rv
M-RBD-E .
19 residuos N-terminais da proteina M - RBD - epitopo E =~ RBD-M-fw + RBD-E-rv
(A) N- i -c
(B) N- i || - c
(C) N-| [ [ [-c
) N-| [ I -c
€ N-| | [ i B -c
F N-| || || |
() N- | -
(H) N- [ | [ ¢
[] RBD Proteina Spike [HEpitopo Proteina de Envelope [ ] Linker
] Proteina de Envelope [CJEpitopo Proteina de Membrana [ sitio de clivagem TEV protease

] Proteina de Membrana

[B-c

Figura 9. Esquema dos cassetes das proteinas de fusio. (A) RBD-E; (B) RBD-M; (C) E-RBD-E; (E) E-RBD;
(E) E-RBD-M; (F) M-RBD-M; (G) M-RBD; (H) M-RBD-E.
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Para a constru¢do das sequéncias codificantes das fusdes, foram amplificadas por PCR
(Polymerase Chain Reaction), a partir do cDNA completo de SARS-CoV-2, referente a cepa
selvagem (Wuhan-1), o qual foi cedido pelo grupo do Professor Dr. Glaucius Oliva, do
Instituto de Fisica da USP, em Sao Carlos. Utilizando os primers forward Ncol-RBD-fw,
Ncol-RBD-M-fw, Ncol-RBD-E-fw; ¢, reverse Sall-RBD-rv, Sall-RBD-M-rv, Sall-RBD-E-rv,
com sitios de restricdo para as enzimas Ncol e Sall para expressao em Escherichia coli Rosetta
(DE3). Para obtencao das fusdes foram realizadas as seguintes combinacdes de primers como

constam na tabela 3.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo das fusdes

Pares de primers Sequéncia (5°-37)
TATACCATGGGCCCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTG

AAAGTCGACACCTTGAAAGTACAGGTTTTCCTCAAGTGTCTGTG
Sall-RBD-R GATCACGGAC

Ncol-RBD-F

Ncol-RBD-E-F  TATACCATGGGCATGGCTGATTCTAACGGTACTATTACTG

Sall-RBD-E-R ~ AAAGTCGACACCTTGAAAGTACAGGTTTTCGTAAGCACACAGT
CTCAGAGCAGTCAGAGAACCACCACCACCCTCAAGTGTCTGTG
GATCACGGAC

Ncol-RBD-M-F  TATACCATGGGCATGTACTCTTTTGTTTCTGAAGAAACTG

Sall-RBD-M-R AAAGTCGACACCTTGAAAGTACAGGTTTTCAACCAGCAGAGCA
ATGTTATCAGAAGAAGAACCACCACCACCGTAGTAAGACAGAGT
TCTAGAAGTAGCAGAACCACCACCACCCTCAAGTGTCTGTGGAT
CACGGAC

Em negrito os sitios para as enzimas de restri¢do Ncol e Sall.

As amplificagdes das fusdes RBD foram realizadas em um volume de 25 pL. Para isso
foram utilizados, 0,2 mM de dANTP (Promega), 1x tampao Taq High Fidelity (Cellco), 10 uM de
cada primer e 2,5 U da enzima Taq High Fidelity Polymerase (Cellco). O protocolo de
amplificacdo foi realizado no termociclador Veriti (Applied Biosystems), e os ciclos utilizados na
reacdo seguiram os seguintes parametros: 95 °C por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C de
desnaturagdo por 1 minuto, 45 °C de hibridizacao por 1:30 minuto, 72°C por 2:30 minutos de
extensdo e 72 °C por 7 minutos finais. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio e purificados do gel utilizando

Agarose Gel Extraction Kit (Cellco).
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2.4.2. CLONAGEM DOS VETORES DE EXPRESSAO

Os fragmentos purificados foram clivados com as enzimas Ncol e Sall, assim como o vetor
de expressdao pET28a. A reacdo de clivagem foi realizada utilizando 1 pg de DNA, 1x tampao
Tango, 10 U de cada enzima de restrigao (Thermo Fisher Scientific), em um volume de 30 puL. A
reagdo foi incubada a 37°C por 2 horas. Apds a reagdo de clivagem para obtencdo de
extremidades coesivas, os fragmentos de DNA foram ligados ao vetor pET-28a em uma
proporcao 3:1 (plasmideo/inserto), utilizando 1x tampao T4 ligase e 2,5 U da enzima T4 DNA
ligase (Cellco) em uma reacgao de 20 uL por 16 horas a 15°C.

Apds esse periodo, 20 puL da reagdo foram utilizados para transformagdo por choque
térmico em células quimiocompetentes de E. coli da linhagem DHS5a. A transformacdo por
choque térmico ocorreu pela incubagao por 90 segundos a 42°C e 3 minutos no gelo, seguidos da
adicao de 800 pL de meio LB e incubagdao a 37°C por 1 hora. Dado esse periodo, foram
plaqueados 100 uL das células transformadas em meio LB Agar com canamicina 25 pg/mL, e as
placas incubadas por 16 horas a 37°C.

Os clones recombinantes foram identificados por PCR de coldnia, utilizando os primers
especificos do gene descritos na tabela 3. Como DNA molde, uma pequena quantidade de colonia
foi picada utilizando palitos estéreis adicionados a uma reacdo contendo: 0,4 mM dNTP
(Promega), 2,5 mM MgCl, (Thermo), 1x tampao da Taq DNA Polymerase (Thermo), 10 uM de
cada primer, em uma reacdo de 20 pL. A reacdo foi submetida a 95°C de desnaturagdo por 3
minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturacao 94°C por 40 segundos, hibridizagdao 50°C por 50
segundos, extensdo 72°C por 1:30 minutos. Os produtos da amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Os clones recombinantes
selecionados por PCR de colonia foram isolados e purificados seguindo o método de lise alcalina
descrito por Sambrook et al., (2001).

Os plasmideos contendo as fusdes RBD foram confirmados através da analise de restrigdo.
Foram utilizados na reacdo 100 ng de DNA, 1x tampdo Tango, 5 U das enzimas Ncol e Sall
(Thermo Fisher Scientific), em um volume de 15 pL. A reacdo foi incubada por 2 horas a 37°C e,
posteriormente, analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Para uma confirmacao efetiva dos clones recombinantes, foi realizado o sequenciamento Sanger,
utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, com os primers T7 promoter

(5> TAATACGACTCACTATAGGG 3’) e T7 terminator (5 TAGTTATTGCTCAGCGG 3°).



37

2.4.3. INDUCAO DA EXPRESSAO DAS FUSOES COM O RBD

Para expressdo das proteinas, 1 pg dos plasmideos recombinantes (pET28a-RBD;
pET28a-RBD-E; pET28a-RBD-M; pET28a-E.RBD.E; pET28a-E-RBD; pET28a-E-RBD-M;
pET28a-M-RBD-M; pET28a-M-RBD; pET28a-M-RBD-E) foi utilizado para transformag¢ao em
células de E.coli quimiocompetentes, da linhagem Rosetta DE3. As células foram transformadas
por choque térmico e incubadas a 37°C por 1 hora. Posteriormente, S0uL. da transformagao foi
inoculado em 10 mL de LB liquido contendo canamicina e cloranfenicol 25 pg/mL. O indculo foi
incubado a 37°C por 16 horas, sob agitacdo a 250 rpm.

Passadas as 16 horas, foi realizada uma dilui¢do 1:100 da cultura em 100 mL de LB liquido
contendo canamicina e cloranfenicol 25 pg/mL. A cultura foi incubada a 37°C, 250 rpm até que a
densidade optica atingisse DOgy,m 0,4 - 0,6. Em seguida, foi adicionado as culturas 0,4 mM do
indutor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo). A indu¢ao foi mantida a 37°C, 250 rpm por
4 horas, e aliquotas de 1 mL foram tiradas a cada hora para posterior analise em SDS-PAGE

12%.

2.4.4 SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO COM UREIA E PURIFICACAO DO
RBD E FUSOES

Apo6s a inducdo da expressdo, as culturas foram centrifugadas a 4.500 rpm, a 4°C, por 10
minutos, utilizando a centrifuga Sorvall®, para separar as fragdes soliveis e insoluveis. A fragdo
insoluvel foi entdo ressuspendida em tampao de lise pH 8 contendo 50 mM de NaH,PO, e 300
mM de NaCl, com adi¢ao de 0,5% de Triton X-100. As células ressuspendidas foram submetidas
a lise por sonicag¢ao utilizando o equipamento Sonic Dismembrator 500 (Fisher Scientific) com os
seguintes parametros: 6 pulsos de 1 minuto, intercalados com intervalos de 30 segundos, a
poténcia de 20%. A suspensdo lisada foi posteriormente centrifugada a 10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos, utilizando o rotor 28 da Sorvall®, e o sobrenadante foi descartado. O pellet
resultante foi novamente ressuspenso nas mesmas condi¢des anteriores € submetido a sonicacao
seguindo os mesmos parametros. A suspensdo foi entdo centrifugada novamente nas mesmas
condigdes e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi entdo ressuspenso em tampao de
solubilizagao (composto por 50 mM de NaH,PO,, 300 mM de NaCl, 0,1% de Triton X-100, 10
mM de DTT e 10 mM de Imidazol) e incubado a 37°C por 2 horas. Apds este periodo, a

suspensdo foi homogeneizada por sonicacdo seguindo os mesmos pardmetros mencionados
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anteriormente. O lisado resultante foi entdo centrifugado a 13.000 rpm, a 4°C, durante 20
minutos, utilizando o rotor 28 da Sorvall®, e o sobrenadante foi coletado e filtrado através de
membranas de nitrocelulose com poros de 0,45 um (Millipore).

As fusdes foram purificadas por cromatografia de afinidade, utilizando colunas carregadas
com 5 mL de resina Ni-NTA Superflow (Qiagen). Antes da purificacdo, as colunas foram lavadas
com 25 mL de 4gua Milli Q autoclavada e equilibradas com 25 mL de tampao de ligacao
composto por 50 mM de NaH,PO,, 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol e 8 M de uréia. O
sobrenadante contendo as proteinas foi entao passado pela coluna, seguido por uma lavagem com
25 mL de tampao de lavagem (50 mM de NaH,PO,, 300 mM de NaCl, 20 mM de imidazol) e 8
M de uréia, e ambas as fracdes foram coletadas. A proteina foi eluida com gradientes de
concentracdo de imidazol e uréia, variando de 50 mM a 500 mM, e as fracoes resultantes foram
coletadas para andlise em gel de poliacrilamida a 12%. As fracdes contendo as proteinas puras
foram submetidas a didlise em membranas (Pierce) de 3500 MW utilizando tampao PBS
(composto por 1,37 mM de NaCl, 10 mM de Na,HPO, e 2 mM de NaH,PO,) a pH 8 e pH 9, por
um periodo de 3 horas a 4°C. Durante o processo de dialise, o tampao foi trocado a cada hora,

com redugdo gradual da concentragdo de uréia (2 M, 1 M e 0 M).

2.5. AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DAS FUSOES

2.5.1. ENSAIO DE DOT BLOT
Os ensaios de dot blot foram realizados a fim de averiguar a reatividade das proteinas de
fusdo, assim como o RBD expresso em Escherichia coli, e selecionar a fusdo que melhor
reagisse. Para que com essa fosse realizado a validagdo dessa proteina como imunogeno para
testes de diagnostico e para imunizacgdo. Desta forma foi utilizado nos ensaios o soro de coelhos
IgG anti-RBD, e, como controle negativo, foi utilizado o soro do grupo controle da imunizacao.
Também foi utilizado um pool de soros de individuos infectados com a cepa selvagem (Wuhan-1)
do SARS-CoV-2, em estado moderado e grave, com alta titulacdo de IgG. Estes soros foram
coletados no Hospital de Infectologia Emilio Ribas no periodo de pré vacinagao. Como controle
negativo foi utilizado um pool de soros de individuos pré-pandemia.
Para os ensaios de Dot Blot foi utilizado 1 pg de cada proteina revestindo a membrana de

0,22 pm (Hybond, Amersham, Reino Unido). Apos a aplicagdo a membrana foi seca a vacuo no
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aparelho Bio-Dot (Bio-Rad). A transferéncia das proteinas para membrana foi verificada pela
coloracdo com ponceau, ¢ em seguida foi realizado o bloqueio da membrana (PBS + 0,1% Tween
20 suplementado com 5% de leite desnatado) por 1 hora a 25°C.

Apds o bloqueio, a membrana foi lavada trés vezes com PBST 0,1%. Os soros foram
diluidos em PBST suplementado com 2,5% de leite desnatado, nas diluigdes de 1:1250, 1:2500,
1:5000, 1:1000, e adicionados a membrana, que em seguida foi incubada por 1 hora a 25°C. Em
seguida, a membrana foi lavada trés vezes com PBST 0,1% e entdo incubada com IgG de cabra
anti-coelho marcada com HRP (enzima peroxidase de rabano) (1:5000, Santa Cruz
Biotechnology™), e IgG de cabra anti-humana marcada com HRP (1:5000, Sigma Aldrich), por

1 hora em temperatura ambiente.

2.6. SOLUBILIZACAO EM ALTA PRESSAO HIDROSTATICA E CARACTERIZACAO

2.6.1 SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO EM ALTA PRESSAO
HIDROSTATICA

Como alternativa ao método de solubilizagao com uréia, para obtengdo das proteinas soluveis,
os agregados proteicos foram solubilizados sob condi¢do ndo desnaturante, em condi¢des
alcalinas em alta pressdo hidrostatica. A principio, os pellets foram ressuspendidos em tampao
Caps 100 mM pH 10, contendo 5 mM de EDTA, 1 mM de PSMF e lisozima 50 pg/mL. As
suspensdes foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos, seguidas de sonicagdo na
presenca de 0,1% de deoxicolato de sddio, com ciclos de 1 minutos e intervalos de 30 segundos,
utilizando uma frequéncia de 60 Hz, até¢ a homogeneizagao dos corpos de inclusio.

ApoOs essa etapa, as suspensoes foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a
4°C, e os sobrenadantes foram descartados. Os precipitados insoluveis foram entao
ressuspendidos em tampao Caps 100 mM pH 10, contendo 5 mM de EDTA, 1 mM de PSMF e
0,1% de deoxicolato de sddio. Novamente, as suspensdes foram submetidas a sonificacdo e
centrifugacdo nas mesmas condi¢des mencionadas anteriormente, € o processo de lavagem foi
repetido mais uma vez. E, apds a conclusdo das lavagens, os corpos de inclusdo foram
ressuspendidos em tampao Caps 50 mM pH 10 contendo 1 mM de EDTA e 1 mM de PSMF. A
suspensdo foi submetida a sonificagdo e centrifugacdo por mais trés vezes, € os corpos de

inclusdo foram ressuspendidos em 10 mL de tampao do mesmo tampao.
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Um volume de 1 mL de cada suspensao contendo 1 mg de proteina foi introduzido em sacos
plasticos, que foram selados e colocados em um saco plastico maior, também selado a vacuo. As
proteinas foram pressurizadas a 2,5 kbar em uma bomba de alta pressdo (modelo PS-50,
equipamento de alta pressao dos EUA) a 25°C. A compressao foi realizada por 90 minutos. Apos
a descompressao, as amostras foram retiradas dos sacos plasticos e centrifugadas a 12.000 g por

10 minutos para a remocgao de agregados insoliveis, e o sobrenadante foi coletado.

2.6.2 FLUORESCENCIA INTRINSECA DO TRIPTOFANO

Os espectros de emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano das proteinas foram
obtidos utilizando o espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian), com uma cubeta de quartzo 1,0 de
caminho Optico. Os parametros experimentais utilizados no desenvolvimento do procedimento se
mantiveram constantes, correspondendo as janelas de emissao e excitagdo em 5 nm e submetidas
a varredura espectrofotométrica de 300 a 400 nm, com excitacio em 280 e 295 nm. Os
experimentos foram realizados utilizando uma suspensio aquosa de 1 ml de cada proteina apos a

compressdo em alta pressdo hidrostatica e como controle foi utilizado as mesmas proteinas

desnaturadas com Guanidina HCI 6 M (GndHCI).

2.7. IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGOS

Para a imunizagdo, foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c com
idades entre 8 e 10 semanas, pesando em média 25 g. Os camundongos foram distribuidos em
quatro grupos da seguinte forma: dois grupos de controle, cada um com quatro animais. Um
grupo foi tratado apenas tampao Caps, enquanto o outro grupo foi tratado apenas com adjuvante
completo de Freund (CFA). Além disso, dois grupos de tratamento foram formados, cada um com
seis animais. Esses grupos receberam duas doses de 10 pg de cada proteina, diluidas em uma
solugdo de Caps estéril, a qual foi adicionado 50% (v/v) de adjuvante CFA. Os animais receberam
duas doses de imunizacdo por via intramuscular com um intervalo de 21 dias entre as doses.
Amostras de sangue foram coletadas por pun¢ao da veia submandibular no dia 0 (pré-imune) e
novamente ap6s 21 dias, antes da segunda dose.

Os camundongos foram submetidos a eutandsia 21 dias ap6s a segunda dose, utilizando
anestesia profunda com uma combinacdo de quetamina e xilazina (nas doses de 140 mg/kg e 10

mg/kg, respectivamente). As amostras de sangue foram coletadas via veia cava e, posteriormente,
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foram submetidas a uma centrifugacdo a 3000 x g, por um periodo de 15 minutos, em
temperatura ambiente, com o objetivo de separar o soro. Os soros contendo os anticorpos
anti-RBD e anti-E-RBD-M foram entdo armazenados a -20 °C para analises posteriores (figura

10).

N
Coleta da 1*
imunizagao e 2° dose
de 10 ug de proteina +
CFA .
DIAO T Dia 42
Coleta da pré- . Coletada2*
. o Dia 21 . - .
imunizacao e 1° dose 2 imunizacao, eutanasia
de 10 ug de proteina + * dos animais e coleta
CFA \ dos érgaos

L I
Figura 10. Esquema de imunizagdo (imagem gerada pela autora no BioRender)

2.8. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR

2.8.1 DETECCAO DE IgG E AVALIACAO DA AVIDEZ

Os ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) foram conduzidos para avaliar a
reatividade dos soros IgG anti-RBD e anti-E-RBD-M em camundongos, com o objetivo de
determinar a antigenicidade das proteinas RBD e E-RBD-M. Além disso, para avaliar o
potencial uso dessas proteinas em sistemas de imunodiagndstico, foram realizados ensaios
para detectar IgG anti-RBD em um conjunto de 64 amostras de pacientes. Esse conjunto de
inclui soros positivos e negativos para COVID-19, abrangendo também amostras de
individuos vacinados. As amostras de soros positivos foram coletadas durante a primeira onda
da pandemia de pacientes que testaram positivo para SARS-CoV-2 e estiveram internados no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas antes da vacinag@o. As amostras de soros de individuos
vacinados e as amostras de soros negativos (coletadas antes de 2019) foram obtidas a partir de

coletas realizadas no Instituto Adolfo Lutz.
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Para conduzir os ensaios, foram utilizadas placas de 96 pocos de alta ligacdo (Nunc
MaxiSorp™ flat-bottom, Thermo Fisher Scientific™). Para isso, as placas foram revestidas
com 1 pg/mL de cada antigeno, incluindo RBD e E-RBD-M, bem como RBD expresso em
cé¢lulas HEK. Todos esses antigenos foram diluidos em tampao carbonato com pH 9,6, com
um volume de 50 puL/poco, e posteriormente incubamos as placas a 4°C durante a noite.

Na segunda etapa, as placas foram lavadas quatro vezes com 100 pL de PBS
suplementado com Tween 20 a 0,5% (PBST 0,5%). Em seguida, fo1 realizado o bloqueio das
placas utilizando 150 uL de uma solucdo de bloqueio composta por leite em p6 desnatado a
5%, diluido em PBST 0,5%, e as placas foram mantidas em incuba¢do por 2 horas a 25°C.
Apo6s o bloqueio, foi repetida a etapa de lavagem com PBST 0,05%, e em seguida, as placas
foram incubadas com 100 pL/poco de uma dilui¢do 1:100 dos soros de camundongos
imunizados com RBD e E-RBD-M, em PBST 0,5% suplementado com 1% de leite desnatado,
por 1 hora a 25°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBST 0,05%.

Neste ponto, as placas foram divididas ao meio: metade recebeu 100 pl/poco de
tiocianato de potassio (KSCN) a 1,5 M, enquanto a outra metade recebeu 100 puL/pogo de
PBST 0,05%. As placas foram entdo incubadas por 20 minutos a 25°C. Apo6s a incubacao, foi
realizada a lavagem com PBST 0,5% e, em seguida, as placas foram incubadas com 50
uL/pogo de uma diluicao de 1:5000 de anticorpo secundario conjugado anti-mouse IgG-HRP
(Santa Cruz Biotechnology) em PBST 0,5% suplementado com 1% de leite desnatado, por 1
hora a 25°C.

Dado o tempo de incubagdo com o anticorpo secundario, lavamos novamente as placas
quatro vezes com PBST 0,5%. A seguir, foi adicionado 50 pL/pogo da solu¢ao One Step-TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) (Scienco). As placas foram incubadas no escuro por 15 minutos.
A reacao foi interrompida pela adigdo de 50 uL/pogo de acido sulfirrico 1 N. A absorbancia a
450 nm, com 630 nm como referéncia, utilizando um leitor de placas Multiskan MS
(Labsystems).

Para estabelecer o ponto de corte, foi determinada a média das absorbancias dos soros
pré-imunizagdo e trés vezes o desvio padrdao. O TA foi calculado como o valor médio da
absorbancia da amostra tratada com KSCN dividido pelo valor médio da absorbancia das
amostras ndo tratadas, multiplicado por 100%. O seguinte critério foi utilizado para determinar

a avidez: avidez alta acima de 50%, avidez intermediaria entre 31-49%, e avidez baixa para
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valores abaixo de 30%. Para os ensaios utilizando amostras de soros humanos, o ponto de
corte foi calculado a partir das amostras negativas, e o valor determinado foi utilizado para

determinar o indice de ELISA das amostras.

2.8.2. DETERMINACAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES E COMPETICAO POR
AFINIDADE AO ACE2

Para avaliar tanto a capacidade de neutralizacio dos anticorpos anti-RBD e
anti-E-RBD-M, quanto a afinidade de ligagdo das proteinas RBD e E-RBD-M ao ACE2,
empregou-se o kit cPASS SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection (GenScript),
conforme as instru¢des do fabricante. Em resumo, foram realizados ensaios em duplicata,
diluindo os soros anti-RBD e anti-E-RBD-M em uma diluicao de 1:10 no tampao de diluigao
fornecido pelo kit. Para os ensaios de competi¢ao, foram utilizados 12 ug de RBD e
E-RBD-M nas diluigdes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128, utilizando o tampao de
dilui¢do fornecido pelo kit. As amostras foram entdo incubadas com RBD conjugado com com
HRP (HRP-RBD) por 30 minutos a 37°C, visando a neutralizacdo do antigeno pelos
anticorpos presentes na amostra.

Ap6s a incubagdo, 100 uL de cada solugdo foi transferida para uma placa de captura
revestida com ACE2, e a reacdo foi incubada por 15 minutos a 37°C. Dado esse tempo, a placa
foi lavada quatro vezes com o tampao fornecido pelo kit, para a remog¢ao dos complexos
gerados pela neutralizacao, de modo que ficasse aderido a placa apenas RBD-HRP nao ligadas
a anticorpos. E, no caso das proteinas recombinantes, que ficasse aderido apenas a proteina
que foi ligada ao ACE2. Em seguida, foi adicionado 100 uLL de TMB como substrato,
incubado por 15 minutos e para interromper a reagdo foi adicionado 50 ulL da solucdo de
parada. A leitura da placa foi realizada em 450 nm utilizando leitor de Microplacas AccuSkan
GO (Thermo Scientific). Para a interpretacdo dos resultados a taxa de inibi¢ao foi calculada

utilizando a equacgado 1.

Valor da 0D da amostra
— 0,
(1 Valor da OD do controle negativo ) X 100%

1
O ponto de corte utilizado para indicar a presenca de anticorpos neutralizantes foi
definido como igual ou superior a 20%, conforme recomendado pelo kit. Resultados inferiores

a 20% foram considerados negativos para a presenga de anticorpos neutralizantes. Os mesmos
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parametros e calculos de taxa de inibi¢do foram empregados para determinar a afinidade das

proteinas recombinantes na competi¢do com o HRP-RBD pelo ACE2.

2.8.3. REESTIMULO IN VITRO DOS ESPLENOCITOS

Os esplendcitos de camundongos foram isolados por maceracao do bago através de um
filtro, seguido de tratamento em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS) para lise de
eritrocitos. O numero de células foi ajustado para 20x10° células/pogo e entdo estimulado com
5 pg/mL de RBD e E-RBD-M. Como controle positivo foi utilizado a concanavalina A
(Sigma, 5 pg/mL). Apds 48 horas da estimulagdo, os sobrenadantes foram coletados para
determinagdo dos niveis IFN-y por ELISA, enquanto as células foi colocadas em TRIzol para

extracao do RNA total.

2.8.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS POR PCR EM TEMPO REAL
(RT-gPCR)

A extracio do RNA total foi realizada a partir dos esplenocitos previamente
estimulados com as proteinas no qual cada animal foi imunizado, assim como concanavalina
A, utilizando o mini kit PureLink RNA (Thermo Scientific), seguindo as instru¢des do
fabricante. Em seguida, foi realizada a transcriptase reversa para obtencdo do cDNA
empregando o kit GoScript Reverse Transcription System (Promega), conforme as instrugdes
do fabricante.

Apo6s a obtencdo do cDNA referente a cada cultura, foi realizado qPCR (Quantitative
Polymerase Chain Reaction), para analisar a resposta celular através da quantificagdo relativa
da expressdo génica de citocinas. Para isso o experimento foi realizado em triplicatas o kit
GoTaq qPCR Master Mix (Promega), utilizando primers especificos. A expressao gé€nica
relativa foi normalizada em relagdo a expressdo endogena do gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) em cada controle basal representativo.

O protocolo de RT-qPCR foi realizado no termociclador de PCR em tempo real ABI
7500 Fast (Applied Biosystems), e os ciclos utilizados na reacao seguiram os seguintes
parametros: 95 °C por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C de desnaturagdo por 15
segundos, 60°C de hibridiza¢cdo por 1 minuto, 72°C por 2:30 minutos de extensdo e 72 °C por

7 minutos finais. A fluorescéncia foi registrada durante as etapas de alongamento em cada
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ciclo. Para a interpretacdo dos resultados, foi considerada a quantificagdo relativa de um gene

alvo em relacdo ao gene de referéncia, calculado utilizando a equagao 2.

Eficiéncia do alvo ACt
Eficiénciadareferéncia ACt

RQ =
@
2.8.5. MEDICOES DE IFN-y

Para determinar a concentragdo de citocinas nos sobrenadantes dos esplenocitos de
camundongos estimulados, foi utilizado o kit IFN-y ELISA Ready-SET-Go (eBioscience, Inc)
para a dosagem de IFN-y. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as instrugdes dos
fabricantes.

Resumidamente, as placas foram revestidas com o anticorpo de captura (Anti-Mouse
IFN-y) diluido em solugdo diluente fornecida pelos kits e incubadas a 4°C durante a noite. No
dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com PBST 0,05% e, em seguida, incubadas
com 200 uL da solu¢do de bloqueio fornecida pelo kit por 1 hora a 25°C. As placas foram
novamente lavadas e incubadas com 100 uL de amostra de sobrenadantes por 2 horas a 25°C,
seguidas de nova lavagem.

Em seguida, foi adicionado 100 uL de anticorpo de deteccdo diluido na solugdo
fornecida pelo kit e incubado por 1 hora a 25°C. Apds outra lavagem, 100 uL da dilui¢ao de
Avidina-HRP foram adicionados a cada poco e incubados por 30 minutos. Por fim, as placas
foram lavadas cinco vezes e, em seguida, adicionados 100 uL de TMB a cada poco, com
incubagdo de 15 minutos na auséncia de luz. Para interromper a reacdo, foram adicionados 50
uL de solucdo de parada. A leitura das placas foi realizada em 450 e 520 nm, e a concentracao
de cada citocina foi determinada através da média das duplicatas e foram calculadas pela

equacdo gerada pela curva padrao do kit.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISES IN SILICO
3.1.1 MONITORAMENTO DAS VARIANTES DE PREOCUPACAO

Durante o desenvolvimento deste trabalho, muitas variantes surgiram carregando novas
mutagdes, particularmente no dominio RBD da proteina spike, juntamente com algumas
mutagdes adicionais em outras partes do genoma do virus (LAM, et al., 2022). O surgimento
dessas mutagdes causou certa preocupagdo, devido ao seu potencial impacto na construgdo das
fusdes. Os alinhamentos realizados entre o genoma de referéncia das proteinas estruturais
utilizados na construcdo das fusdes, e as principais VOCs circulantes evidenciou as mutagdes

que afetaram a sequéncia de referéncia nos ultimos anos, como mostrado na figura 11.

Alinhamento RBD

Alinhamento de maltiplas sequéncias CLUSTAL O(1.2.4)

Reference PNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRIS SASFSTFKCYGVSPTKLND 60
R Alpha (B.1.1.7) PNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRIS SASFSTFKCYGVSPTKLND 60
R Beta (B.1.351) PNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRIS SASFSTFKCYGVSPTKLND 60
R Delta (B.1.617.2) PNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRIS SASFSTFKCYGVSPTKLND 60
R Gama (B.1.1.28.1) PNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRIS SASFSTFKCYGVSPTKLND 60
R Omicron_ (BA.5) PNITNLCPFDEVENATRFASVYAWNRKRIS FAPFFAFKCYGVSPTKLND 60
ko ok kkokk hhkkhhkhkkkhhkhhkhhkkkhkkhhkhkhk K Kk 2chkkkkk kkkhk kK
Reference LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGOTGKIADYNYKLPDDFTGVIAWNSNNLDSKVGGNY 120
R Alpha (B.1.1.7) LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGOTGKIADYNYKLPDDEFTGVIAWNSNNLDSKVGGNY 120
R Beta (B.1.351) LCFTNVYADSEFVIRGDEVRQIAPGQTGNIADYNYKLPDDFTGVIAWNSNNLDSKVGGNY 120
R Delta (B.1.617.2) LCFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGVIAWNSNNLDSKVGGNY 120
R Gama (B.1.1.28.1) LCFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGTIADYNYKLPDDFTGVIAWNSNNLDSKVGGNY 120
R Omicron_(BA.5) LCFTNVYADSEVIRGNEVSQIAPGQTGNIADYNYKLPDDFTGVIAWNSNKLDSKVGGNY 120
Hok ko ok ok k ok Ak ko gk ok Ak k ok k ok ko ok Kk A Ak Ak ok k ok ok ok ok ok ko k ok k ok ks Ak ok ko
Reference NYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYR 180
R Alpha (B.1.1.7) NYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLOSYGFQPTYGVGYQPYR 180
R Beta (B.1.351) NYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLOSYGFQPTYGVGYQPYR 180
R Delta (B.1.617.2) NYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPCNGVEGFNCYFPLOSYGFQPTNGVGYQPYR 1BO
R Gama (B.1.1.28.1) NYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVKGFNCYFPLOSYGFQPT¥GVGYQPYR 1BO
R Omicron_ (BA.5) NYRYRLFRKSNLKPFERDI STEIYQAGNKPCNGVAGVNCYFPLOSYGFRPTYGVGHQPYR 180
dokkokkkkkkkkkkkkkkkhkokkokkokdkk | kkkkk Kk kokkkkokkkkkk kk Kk kko.kokkk
Reference VVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDI 240
R Alpha (B.1.1.7) VVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVEKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDI 240
R Beta (B.1.351) VVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVENKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLEFQQFGRDI 240

R Delta (B.1.617.2)
R Gama (B.1.1.28.1)
R Omicron_(BA.5)

VVVLSFELLHAPATVCGPKESTNLVENKCVNFNFNENGLTGTGVLTESNKKFLEFQQFGRDI 240
VVVLSFELLHAPATVCGPKESTNLVENKCVNFNFNENGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDI 240
VVVLSFELLHAPATVCGPKESTNLVENKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDI 240
ok ok ok ok ok ok h ok Ak ko k Ak ok hk Ak ok Ak kkhkkh Ak kA Ak Ak khhkhkkhkkhd hhkhkhkrkk
ADTTDAVRDPQTLE 254
DDTTDAVRDPQTLE 254
ADTTDAVEDPQTLE 254
ADTTDAVEDPQTLE 254
ADTTDAVEDPQTLE 254
ADTTDAVREDPQTLE 254

Reference

R Alpha (B.1.1.7)

R Beta (B.1.351)

R Delta (B.1.617.2)
R Gama (B.1.1.28.1)
R Omicron_ (BA.5)
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Alinhamento Proteina E

Alinhamento de maltiplas sequéncias CLUSTAL O(1.2.4)

Reference MYSFVSEETGTLIVN: LELAFVVFLVVTLATIRENARFSNGCCNIVNVSLVKPSFYVYSRVENLNS SRVPDLLV 75
E_Alpha (B.1.1.7) |MYSFVSEETGTLIVN LEFLAFVVFLVVT LATIAENARESNGCCNTVNVS LVKPSFYVYSRVKNLNS SRVPDLLV 75
E Beta (B.1.351) MYSFVSEETGTLIVN: LELAFVVFLVVTLATIRRNARFSNICCNIVNVSLVKPSFYVYSRVKNLNS SRVLDLLYV 75
E Delta (B.1.617.2)MYSFVSEETGTLIVN LELAFVVFLVVTLATIRENARFESNICCNIVNVS LVKPSFYVYSRVKNLNS SRVPDLLYV 75
LEFLAFVVFLVVT LATIANARESNGCCNTVNVS LVKPSFYVYSRVKNLNS SRVPDLLV 75
LELAFVVFLVVTLATIRRNARFSNICCNIVNVSLVKPSFYVYSRVKNLNS SRVPDLLYV 75

Alinhamento Proteina M
Alinhamento de miltiplas sequéncias CLUSTAL O(l.2.4)

M Alpha (B.1.1.7) [MADSNGTITVEELRRLLEQWNLVIGFLFLTWICLLQFAYANRNRFLYIIKLIFLWLLWEV 60
M Beta (B.1.351) MADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGFLFLTWICLLQFAYANRNRFLYT IKLIFLWLIWEV 60
M Delta (B.1.617.2)MADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGFLFLTWICLLOQFAYANRNRFLYIIKLIFLWLLWEV 60
M Gama_ (B.1.1.28.1)MADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGFLFLTWICLLQFAYANRNRFLYIIKLIFLWLLWEV 60
M Omicron_(BA.5) MANSNGTITVEELKKLLEEWNLVIGFLFLTWICLLQFAYANRNRFLYT IKLIFLWLLWEV 60

Fok 3 ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok g kb ok ok Kk ok ok ok kK ok ok sk ok ok k bk ko ko kR e ek ok Sk ok ko ko

reference TLACFVIAAVYRINWITGGIATAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL 120
M Alpha (B.1.1.7) TLACFVLAAVYRINWITGGIATAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL 120
M Beta (B.1.351) TLACFVLAAVYRINWITGGIAIAMACLVGLMWLSYEFIASFRLFARTRSMWSENPETNILL 120

M Delta (B.1.617.2) TLACEVILAAVYRINWITGGIATAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL 120
M Gama (B.1.1.28.1) TLACFVLAAVYRINWITGGIAIAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSENPETNILL 120

M Omicron_ (BA.5) TLICFVIAAVYRINWITGGIATAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL 120
hk o khkkkh Ahkh Ak Ak Ak hhkkhkhk kA kA AR A A A Ah A A Ak Ak A

reference NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKE ITVE 180

M Alpha (B.1.1.7) NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKEITVE 180

M Beta (B.1.351) NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKE ITVE 180

M Delta (B.1.617.2)NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKE ITVk 180

M Gama (B.1.1.28.1)NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKE ITVE 180

M Omicron_(BA.5) NVPLLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKE ITVE 180
dkkkkhhkhhhkkkhkhkkhkhhk kA hhkkhkhhkhhhhk kb hhkkkhkhk hhhhk kb brk

reference KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHS SEEIRMSNARY O 223

M Alpha (B.1.1.7) KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHSSEEIMMSNARYD 223

M Beta (B.1.351) KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHS SEEIRcRNARYD 223

M Delta_ (B.1.617.2)KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRTIGNYKLNTDHSSSEEINENARYO 223
M Gama (B.1.1.28.1)KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHSSSERIMIEENARYO 223

M Omicron (BA.5) KLGASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHS SR RNARY O 223
ok kk ko ko ko Kk ok ok k Kk k kk ok ok k ok kk ko k

Figura 11: Alinhamento entre a sequéncia referéncia do RBD e das proteinas E e M com as principais
VOC:s. Destacado em preto os epitopos referentes a cada sequéncia utilizada na construgdo das fusdes. As caixas
em preto indicam os residuos utilizados na construcdo das fusdes. Em azul estdo destacadas as mutagdes.

De acordo com o esperado, a maioria das mutagcdes acometeram o RBD da proteina
spike, com frequéncias diferentes entre as variantes. A Omicron BA.5 e suas outras
subvariantes apresentaram duas mutagdes de substituicdo na proteina E, sendo uma delas na
posicao TII (Treonina - Isoleucina), presente nos fragmentos génicos que compdem as fusdes.
O mesmo ocorreu com a proteina M, na qual duas substituigdes ocorreram na regido
N-terminal, nas posi¢des D3N (Acido aspartico - Asparagina) e QI19E (Glutamina - Acido

glutdmico). Apesar de alguns estudos analisarem a frequéncia das mutac¢des e como isso afeta
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a tendéncia de evolug¢do da patogenicidade do virus, ainda sdo escassos os resultados em
relacio a evasdo pela resposta imunologica do hospedeiro. Além disso, as mutagdes
apresentadas pelas proteinas E ¢ M ndo sdo comuns nas variantes do SARS-CoV-2.

Em contrapartida, as mutagdes ndo afetaram as regides dos epitopos, tanto o epitopo
interno do RBD, como os da proteina E e M, preditos por Wagqas et al., (2020), indicando que

essas regides antigénicas podem corresponder a sequéncias conservadas do genoma viral.

3.1.2. PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DAS FUSOES

As proteinas de fusdo ao RBD se diferem entre si devido aos antigenos que as compdem
no N e/ou C-terminal. Devido a isso, as sequéncias referente a cada fusdo foram submetidas a
analise da ferramenta Protparam do software Expasy, para a andlise de algumas de suas
propriedades bioquimicas. E para realizar a predicao da antigenicidade das fusdes foi utilizado
a plataforma VaxiJen, considerando como provavel antigeno valores superiores a 0,4. A tabela

4 contém informagdes referentes as analises bioquimicas realizadas.

Tabela 4. Propriedades bioquimicas das fusoes

Numero de Massa molecular  Ponto isoelétrico Cocficiente de Indice de Antigenicidade
aminoacidos teorica (kDa) (pD extingdo (M'cm™)  instabilidade
RBD-E 2901 32,5 8,35 42,45 19,82 0,54
RBD-M 305 33,7 8,17 43,82 23,66 0,58
E-RBD-E 311 34,6 7,83 43,32 22,35 0,55
E-RBD 298 33,2 7,32 41,83 22,35 0,51
E-RBD-M 326 35 7,31 45,31 25,80 0,61
M-RBD-M 329 36,4 7,31 43,82 25,18 0,60
M-RBD 301 33,7 7,32 40,84 21,71 0,49
M-RBD-E 315 34,2 7,84 42,45 21,70 0,54

Os parametros fisico-quimicos das proteinas, como composi¢do de aminodacidos,
coeficiente de extingdo, indice de instabilidade, pl teodrico, e peso molecular permitem

entender a estabilidade, atividade e natureza das proteinas (GARG, et al., 2016). Esses sao
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determinados de acordo com o nimero e composi¢ao de aminodcidos. No geral, dependendo
da constituicdo de aminoacidos de cada fusdo, elas possuem de 32 a 36 kDa, com pl teérico
variando de 7,31 a 8,35. O indice de instabilidade varia entre aproximadamente 19,82 a 25,80,
podendo ser considerados estdveis em solugdo considerando indice inferior a 40 (SAHAY,
PIPRODHE, PISE, 2020), e o coeficiente de extingdo de 40,84 a 45,31. As fusdes também
podem ser consideradas como provavel antigenos, pois apresentaram boa antigenicidade
superior a 0,4.

A predigao das estruturas do RBD e das proteinas de fusdo foram feitas através do
software Colab AlphaFold 2. Esse sistema prevé a estrutura tridimensional da sequéncia de
proteinas com estrutura desconhecida, gerando modelos tdo precisos e confiaveis quanto
estruturas determinadas experimentalmente (GUPTA, GAUR, SONI, 2022; CRAMER, 2021).
A andlise da estrutura secundaria foi realizada utilizando o software PSIPRED.

A estrutura do RBD que compdem as fusdes ¢ composta de 19,6% de alfas-hélice,
44,8% de folhas-beta e 67,2% de coils. A fusdo com os fragmentos da proteina E no
N-terminal (E-RBD-E; E-RBD; E-RBD-M), inclui uma folha beta no N-terminal dessas
proteinas, diferente do RBD sozinho e das outras fusdes. Enquanto as proteinas com fusao
com fragmentos da proteina M, no N-terminal (M-RBD-M; M-RBD; M-RBD-E), possuem a
formac¢ao de uma alfa-hélice, resultado da adi¢do dos residuos M.

As fusdes com epitopo E no C-terminal (RBD-E; E-RBD-E; M-RBD-E), promove a
formacgdo de uma folha beta, e em sequéncia regido que contém o sitio para TEV protease ¢ a
cauda de histidinas, formam uma alfa-hélice. Quanto as fusdes com epitopo M no C-terminal
(RBD-M; E-RBD-M; M-RBD-M), o primeiro epitopo forma uma folha-beta na estrutura,
enquanto o segundo permanece da forma de um coil. Assim, como as fusdes com epitopo E,
nessas também ha a formacao de uma alfa-hélice, com um coil nas duas ultimas histidinas. A
formagdo dessa alpha hélice, sugere ser resultado das fusdes no C-terminal, visto que a
estrutura das proteinas, com fusdes apenas no N-terminal (E-RBD; M-RBD), assim como o
RBD sozinho, nao hé formag¢ao de hélices nesta regido.

A figura 12 apresenta os modelos gerados para cada proteina pelo Colab Alphafold 2

destacando as regides contendo a sequéncia das fusdes ao RBD.
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Figura 12. Predicio da estrutura tridimensional das fusdes com o RBD. As representagdes graficas estdao
apontando na estrutura do RBD em azul: (a) na regido C-terminal epitopo da proteina E (em roxo); (b) os dois
epitopos da proteina M no C-terminal (em rosa); (¢) fragmentos da proteina E no N-terminal (em vermelho; (d)
fragmentos da proteina M no N-terminal.

3.2. CONSTRUCAO E EXPRESSAO RECOMBINANTE DAS FUSOES

3.2.1. AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS CODIFICANTES
Os primers projetados para amplificar os genes das proteinas de fusdo foram eficazes na

amplificacdo dos fragmentos de DNA com os tamanhos esperados a partir do cDNA viral.
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Cada fragmento obteve o tamanho previsto, levando em consideragdo as bases adicionadas
pelos primers em cada fusdo: RBD (760 pb); RBD-E (836 pb); RBD-M (878 pb); E-RBD-E
(899 pb); E-RBD (857 pb); E-RBD-M (942 pb); M-RBD-M (950 pb); M-RBD (866 pb);
M-RBD-E (908 pb). Os resultados estdo demonstrados pela presenca de fragmentos

correspondentes no gel de agarose a 1% na figura 13.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

kb

1000
750

Figura 13. Amplificaciio dos fragmentos codificantes para fusdoes RBD. Gel de agarose 1% mostrando em M:
Marcador molecular GeneRuler (Thermo Scientific); 1: RBD (760 pb); 2: RBD-E (836 pb); 3: RBD-M (878 pb);
4: E-RBD-E (899 pb); 5: E-RBD (857 pb); 6: E-RBD-M (942 pb); 7: M-RBD-M (950 pb); 8: M-RBD (866 pb);
9: M-RBD-E (908 pb).

Como mostra a figura, além das bandas de amplificacdo correspondentes as fusdes, o gel
apresenta bandas espurias maiores, resultantes de hibridizag¢des inespecificas dos primers. No
entanto, essas bandas ndo atrapalharam os processos seguintes de clonagem, devido a excisao

das bandas de interesse do gel.

3.2.2 CLONAGEM NOS VETORES DE EXPRESSAO

Para clonagem das regides codificadoras para a expressao do RBD e suas fusdes foi
utilizado um sistema de expressao em E. coli na linhagem Rosetta (DE3), com o vetor de
expressao pET-28a. Essa decisdo foi motivada pela rapidez e economia desse sistema quando
comparado a expressdo em eucariotos. O vetor pET ¢ amplamente reconhecido como uma
escolha popular para a expressdo de genes heterdlogos em E. coli, devido ao alto rendimento
alcancado sob o controle do promotor T7 lac (GAO et al., 2022). Estudos anteriores também
reforcaram a eficacia desse sistema, demonstrando que proteinas de fusdo podem ser expressas

em niveis elevados em E. coli (XU et al., 2021), além disso, ja foi confirmado que o RBD da
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proteina spike, assim como as fusdes relacionadas a ele, podem ser superexpressos com
sucesso usando células da linhagem Rosetta (DE3) (MALTONI et al., 2022).

Os oligonucleotideos iniciadores permitiram a criacao de sitios para enzimas de restrigao
dos fragmentos amplificados. A partir disso, os produtos PCR foram digeridos com as enzimas
Ncol e Sall, criando extremidades coesivas que foram utilizadas em uma reagao de ligacdo ao
vetor de expressio pET-28a clivado com as mesmas enzimas. As ligacdes foram
transformadas por choque térmico em células de E.coli DH5a. As sequéncias de DNA foram

confirmadas por restricdo, com as mesmas enzimas utilizadas na clonagem (figura 14).

Figura 14. Confirmacio da clonagem pela clivagem do plasmideo pET28a+inserto. Gel de agarose 1%
mostrando em M: Marcador molecular GeneRuler (Thermo Scientific); (A) 1: M-RBD-E; 2: RBD-M; 3:
M-RBD; 4: M-RBD-M; 5: E-RBD; 6: E-RBD-E; 7: E-RBD-M; 8: (B) RBD; 9: RBD-E. O plasmideo pET28-a
(5369 pb) linearizado esta indicado pela seta.

Foram considerados positivos aqueles que apresentaram tamanho esperado para cada
sequéncia apds a restrigdo, e que apresentaram a sequéncia correta de nucleotideos pelo
sequenciamento Sanger. Um clone de cada fusdo foi selecionado para mini preparagdo
plasmidial e, posteriormente, foram transformados por choque térmico em células de E.coli

Rosetta (DE3), para indugdo da expressdo dos genes das proteinas de fusao.

3.2.3. INDUCAO DA EXPRESSAO DAS FUSOES RBD

Os plasmideos recombinantes, contendo o gene das fusdes, foram transformados por
choque térmico em E.coli Rosetta (DE3), e a indugdo da expressao foi promovida pelo indutor
IPTG. Através das analises de eletroforese SDS-PAGE 12%, foi possivel observar o perfil da
expressao das proteinas ao longo das horas de indugdo, assim como a solubilidade dos lisados

celulares (figura 15).
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Figura 15. Analise da expressido recombinante do RBD e das fusdes. SDS-PAGE 12% mostrando a expressao
heter6loga das proteinas em FE.coli, apos 4h de indu¢do com IPTG. M: Prestained Protein (BioRad); amostras
coletadas antes da indug@o (1), apos 1 hora (2), 2 horas (3), 3 horas (4), 4 horas (5), das fragdes soluveis (6) e
insoluveis (7) e da solubilizacdo (8). A seta indica a banda referente as proteinas de interesse.

Como apresentado na figura 15, o processo de inducao das fusdes ao longo de 4 horas,
utilizando 0,4 mM de IPTG em 100 mL de cultura, possui perfil de expressdo similares; bem
expressas na primeira hora de indugdo, e auséncia de aumento significativo nas horas
seguintes. Como esperado, na canaleta “ndo induzido”, antes da adi¢cdo do indutor IPTG, nao
houve a expressdo das proteinas de interesse. As nove proteinas apresentaram bandas de
expressdao com tamanhos proximos a massa molecular tedrica predita nas andlises in silico,
como mostra a tabela 4.

A solubilidade das proteinas foi observada quanto a separagdo das fracdes soluveis e

insoluveis, provenientes da lise celular. Todas as proteinas encontraram-se majoritariamente na
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fragdo insoluvel do lisado na forma de corpos de inclusdo. A solubilidade das fusdes expressas
jé& era prevista, visto que o citoplasma de E.coli ¢ um ambiente altamente redutor, e a carga
metabolica imposta pela producdo recombinante faz com que proteinas superexpressas se
agreguem em particulas dobradas incorretamente. Além disso, a sequéncia de aminoacidos
também favorece a formacgdo de corpos de inclusdo em proteinas altamente hidrofdbicas,
tendo mais chances de se agregar em corpos de inclusio (HUMER, SPADIUT, 2018; SINGH,
et al., 2015). A quantidade de aminoacidos, como cisteinas na sequéncia, também pode
favorecer a agregacdo dessas proteinas. Especificamente o RBD, possui nove residuos de
cisteina, estando assim, suscetivel a ambientes redutores, devido a existéncia de quatro
ligagdes dissulfeto que, por sua vez, podem levar ao dobramento incorreto da proteina e a

formacgao dos corpos de inclusao (TANTIWIWAT, et al., 2022).

3.2.4. SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO E PURIFICACAO DO RBD E
FUSOES

Inicialmente, foram feitas tentativas de obter as fusdes soluveis utilizando uréia e DTT no
tampao de lise para dissolver e desnaturar os corpos de inclusdo. Posteriormente as proteinas
foram purificadas por coluna de Ni-NTA, e as fragdes eluidas, foram dialisadas em gradientes
decrescentes da uréia. O método de purificacdo por afinidade ao niquel funcionou bem para as
proteinas RBD, RBD-E, E-RBD-E e E-RBD, obtendo grau de pureza satisfatério com tampao
de eluicdo contendo 500 mM de imidazol e 4M de uréia (como mostra a figura 15 indicada
pela seta na canaleta 8).

No entanto, as fusoes RBD-M, M-RBD, M-RBD-M, M-RBD-E ¢ E-RBD-M mostraram
fraca afinidade pela coluna de Ni-NTA. Apods a purificacdo, observou-se que uma grande
quantidade dessas proteinas permaneceu retida na coluna e nao foi eluida com o tampao de
imidazol. Embora a sequéncia de nucleotideos estivesse correta, com a cauda de histidina na
regido C-terminal, essas proteinas ndo aderiram efetivamente a coluna de afinidade ao niquel,
sugerindo a presenca de um problema ndo investigado que afetou sua purificacao.

Para lidar com os desafios associados a purificagcdo, optou-se por realizar o aumento do
nimero de lavagens com tampao de lise e sonicagdo dos corpos de inclusdo antes da
solubilizagdo, com objetivo remover contaminantes bacterianos. Ressalta-se, que embora o

aumento do numero de lavagens tenha se mostrado eficaz na obtencdo de proteinas soltuveis,
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essas proteinas ndo alcangaram o mesmo nivel de pureza obtido por cromatografia de Ni-NTA.
Além disso, durante o processo de dialise, ocorreu a reagregacdo das proteinas apds a
diminui¢do da concentracao de uréia, o que afetou a obtencao das proteinas soltiveis por esse
método, exigindo a ressuspensao dos agregados em solugao antes de sua aplicagao.

O célculo de rendimento das proteinas obtida por litro de cultura de indugdo, e para
determinar a quantidade de proteina utilizada nos ensaios posteriores, foi realizada a
quantificagdo por analise de bandas pelo programa Imagel, utilizando BSA (Bovine Serum
Albumin) em concentracdo conhecida, em SDS-PAGE 12%. O rendimento aproximado obtido

para cada proteina consta na tabela 5.

Tabela 5. Rendimento da producio das fusdes por litro de cultura

RBD RBD-E RBD-M E-RBD-E E-RBD E-RBD-M M-RBD-M M-RBD M-RBD-E

20mg/mL  15mg/mL 10mg/mL  15mg/mL 15mg/mL 15 mg/mL 6 mg/mL 6 mg/mL 6 mg/mL

Foram obtidos rendimentos diferentes para cada proteina de fusdo. Notavelmente, as
proteinas RBD, RBD-E, E-RBD-E, E-RBD e E-RBD-M obtiveram maior rendimento quando
comparadas as proteinas RBD-M, M-RBD-M, M-RBD e M-RBD-M. Isso pode decorrer da
produtividade particular de cada proteina em E.coli, além de outros fatores como a capacidade

de retengdo da proteina na coluna de Ni-NTA.
3.2. AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DAS FUSOES

3.2.1 DOT BLOT

Os ensaios de dot blot foram conduzidos para avaliar a imunogenicidade das fusdes em
soros anti-RBD. Além disso, esses ensaios tiveram como objetivo selecionar a fusdo que
apresentasse resultados mais promissores para ser utilizada nos esquemas de imunizagdo
subsequentes. Para isso, os ensaios foram estabelecidos utilizando as oito proteinas de fusdo e
o RBD expressos em E. coli. As fusdes foram utilizadas como antigeno para a detec¢ao de IgG
anti-RBD nos soros de coelhos imunizados com vacina de DNA-RBD, bem como em um
conjunto de soros humanos confirmados como positivos para infeccao por SARS-CoV-2

durante a primeira onda da pandemia. As amostras de soros utilizadas foram previamente
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caracterizadas e validadas por ELISA, e continham uma alta titulagdo de IgG anti-RBD. Para
comparar a reatividade das proteinas expressas em FE.coli, utilizou-se o RBD expresso em
células HEK 293 como controle. E, como controle negativo na reacao, foi utilizado BSA. Os
ensaios foram realizados em diferentes dilui¢des de soros (1:1.250, 1:2.500, 1:5.000 e

1:10.000) (figura 16).
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Figura 16. Reatividade de anticorpos séricos contra RBD e fusdes expressas em E.coli por ensaios de dot
blot. (A) Reatividade de proteinas com soro IgG Anti-RBD de coelhos; (B) Controle negativo de reatividade com
soro de animais imunizados com PBS; (C) Reatividade das proteinas com soro humano IgG anti-RBD; (D) e
controle negativo de reatividade com soro humano negativo para COVID-19. (P1) RBD; (P2) RBD-E; (P3)
RBD-M; (P4) E-RBD-E; (P5) E-RBD; (P6) E-RBD-M; (P7) M-RBD-M; (P8) M-RBD; (P9) M-RBD-E. (C+)
Células RBD HEK, (C-) BSA. Diluigéo dos soros, (1) 1:1250, (2) 1:2500, (3) 1:5000 e (4) 1:10000.

As analises por dot blot, de forma geral, demonstraram que as fusdes foram eficazes na
deteccdo de anti-RBD nos soros testados. Esses resultados preliminares confirmam a
imunogenicidade das fusdes. E importante ressaltar que observou-se um padrio de reagdo
semelhante das proteinas nos dois tipos de soros utilizados. Isso sugere que a vacina de DNA
provavelmente desencadeia uma resposta imunoldgica semelhante aquela observada em
infecgdes naturais por SARS-CoV-2, ou seja, a apresentagdo do RBD deve desencadear as
mesmas rotas imunoldgicas.

A maior reatividade para todos os antigenos foi observada na diluicao de 1:1.250, ¢ a

medida que a diluicdo aumentou, notou-se que as fusdes que apresentaram maior reatividade
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foram aquelas que incluiam o RBD fusionados com fragmentos e/ou epitopos da proteina M
(P3 - RBD-M; P6 - E-RBD-M; P7 - M-RBD-M; P8 - M-RBD; P9 - M-RBD-E). No soro de
coelhos, todas as proteinas contendo fragmentos da proteina M demonstraram forte
reatividade. Embora um padrao de reatividade semelhante tenha sido observado em ambos os
soros, quando testadas no soro de humanos, as proteinas que apresentaram melhores resultados
foram aquelas contendo epitopos da proteina M no C-terminal (P3 - RBD-M; P6 - E-RBD-M;
P7 - M-RBD-M). Em relagdo as outras fusdes contendo fragmentos e/ou epitopos da proteina
E (P2 - RBD-E; P4 - E-RBD-E; P5 - E-RBD), elas exibiram uma reatividade mais fraca em
ambos os soros. Para essas proteinas, ¢ recomendavel conduzir novos testes com variagao de
parametros, como concentracdo dos antigenos e diluicdes do soro, a fim de otimizar as
condi¢gdes para uma avaliagdo mais precisa de seu desempenho nos ensaios. Destaca-se que
nenhuma das proteinas, incluindo os controles RBD de eucarioto ¢ BSA, demonstrou
reatividade no conjunto de soros negativos para COVID-19 (pré-pandemia).

E importante mencionar que, apesar de todas as fusdes conterem o RBD, mesmo que
desnaturado, houve uma diferenga significativa na reatividade contra os soros anti-RBD. As
proteinas com o RBD fusionado com fragmentos M apresentou uma reatividade mais elevada
em comparagdo ao RBD ndo fusionado a outros antigenos, demonstrando um padrao de reagao
semelhante a0 RBD de eucariotos, que também foi utilizado nos ensaios. Sugerindo que existe
a possibilidade das fusdes com epitopo M aumentar a reatividade do RBD.

Com base nesses resultados, a escolha para prosseguir com o esquema de imunizagao foi
direcionada para uma das quimeras que continham os epitopos da proteina M na regido
C-terminal do RBD, pois essas apresentaram os resultados preliminares mais promissores.
Além disso, considerando as dificuldades relatadas na solubilizag¢do, optou-se por selecionar
aquela que apresentou o melhor rendimento na expressao. Portanto, a proteina E-RBD-M foi
escolhida para dar continuidade as etapas de solubilizagao ¢ ao desenvolvimento dos esquemas

de imunizagao.
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3.3. SOLUBILIZACAO E CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS EXPRESSAS
3.3.1. SOLUBILIZACAO EM ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Apesar do rendimento satisfatorio obtido pela solubilizacdo com ureia, devido aos
problemas relatados em relagdo a esse método, optou-se por explorar uma alternativa na
solubilizacdo das proteinas utilizadas no esquema de imunizagdo de animais. Esta alternativa
envolveu o uso de alta pressao hidrostatica e pH alcalino.

A solubilizagdo em alta pressao hidrostatica ¢ um método eficaz em obter corpos de
inclusdo soluveis, pois, ela solubiliza agregados de proteinas enfraquecendo as ligagdes
hidrofobicas e i0nicas. E, para alcancar uma solubilizagdo sem desnaturacao total da proteina a
o método ¢ realizado em pH alcalino promovendo a solubilizagdo por repulsdo eletrostatica
(KACHHAWAHA, et al., 2023). Essa metodologia vem sendo empregada em alguns estudos
para solubilizagdo de proteinas estruturais do SARS-CoV-2, como no trabalho de
Chura-Chambi, et al., (2022), no qual foi realizada a solubilizacdo da proteina do
nucleocapsideo do SARS-CoV-2 a partir de corpos de inclusdo, em alta pressao hidrostatica a
2,4 kbar ¢ pH 9. A proteina foi obtida em um alto grau de pureza e se apresentou adequada

como antigeno para testes in vitro na determinagdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2.

O RBD e E-RBD-M foram solubilizados utilizando a associagdo da alta pressao
hidrostatica e pH alcalino. Para isso os corpos de inclusdo foram ressuspendidos em tampao
Caps 50 mM na presenga de 1 mM EDTA, em duas condi¢des com 0,5 M de arginina e sem a
presenca do mesmo aminodcido, a fim de verificar se a solubilidade da proteina seria mantida
nas duas condigdes. Desta forma, inicialmente, foram conduzidas testes de solubilidades em
diferentes faixas de pH, para isso os corpos de inclusdo foram ressuspendidos em Caps 50 mM
em pH 10, 10,5, 11 e 11,5 com o intuito de estabelecer o pH para a solubilizagdo das proteinas.
A solubilidade das proteinas foram confirmadas por SDS-PAGE 12% utilizando amostras dos

sobrenadantes.

De acordo com a andlise realizada, a solubilidade das proteinas aumentaram
concomitantemente com o aumento do pH, e o RBD e E-RBD-M foram solubilizados com
maior eficiéncia em pH 11,0 e 11,5. E essas condi¢des de alcalinidade foram escolhidas para a
solubilizacdo das proteinas. Foi obtido 1,23 mg/mL e 4,74 mg/mL dos corpos de inclusdo de

RBD e E-RBD-M respectivamente, e apos a solubilizacao foi obtido um rendimento final de
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0,93 mg/mL e 1,24 mg/mL das duas proteinas em rela¢do a quantidade nos corpos de inclusdo,
conforme determinado por SDS-PAGE e por medi¢des de absorbancia a 280 nm. O RBD e
E-RBD-M apo6s a solubilizagdo foram obtidos com uma pureza de aproximadamente 91% e
80%, respectivamente, conforme determinado por andlise de bandas em SDS-PAGE utilizando

o programa ImageJ (figura 17).
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Figura 17. Lavagem dos corpos de inclusio e solubilizacio em alta pressdo e pH alcalino. SDS-PAGE 12%
mostrando os tratamentos realizados para a solubilizagdo dos corpos de inclusdo. M: BenchMark™ Pre-stained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific); (A) RBD solubilizado sem arginina; RBD solubilizado com a adicao
de 0,5 M de arginina; Corpos de inclusdo (CI), apos as lavagens para remocao dos contaminantes. E-RBD-M
solubilizado sem arginina; E-RBD-M solubilizado com a adi¢do de 0,5 M de arginina; corpos de inclusdo (CI),
apos as lavagens para remogdo dos contaminantes. As setas indicam a banda de interesse.

Apods a descompressao nao foi observado reagregacao e precipitagdo das proteinas em
ambos os tratamentos com e sem arginina. Devido ao rendimento e a pureza obtida, e também
as dificuldades na purificagdo das fusdes como ja descritas anteriormente neste trabalho, nao
foram realizadas etapas de purificagdo por cromatografia. Também ndo foi realizada didlise
para diminui¢do do pH, devido as chances de reagregacdo das proteinas, ¢ o pH foi mantido
em onze para o esquema de imunizacdo dos animais. Apesar de ndo existirem muitos relatos
na literatura que utilizam antigenos em pH basico, os resultados deste trabalho demonstraram
que as doses utilizadas de suspensdo protéica em tampao Caps pH 11,0 ndo causaram nenhum

efeito adverso nos animais imunizados.
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3.3.2. CARACTERISTICAS CONFORMACIONAIS IDENTIFICADAS POR
FLUORESCENCIA INTRINSECA DO TRIPTOFANO

Os ensaios de fluorescéncia intrinseca do triptofano, foram realizados para avaliar as
caracteristicas conformacionais como o grau de desdobramento das proteinas geradas pelo
processo de solubilizacdo. Para isso, foi utilizado 1 mL de cada proteina utilizando como
controle cada qual desnaturada com Guanidina HCI 6 M (GndHCI), submetidas a excitacao
em 280 e 295 nm, nas janelas de emissdo e excitacdo em 5 nm e a varredura foi lida de 300 a

400 nm (figura 18).
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Figura 18. Espectros de fluorescéncia do RBD e E-RBD-M apés solubiliza¢do. (A) e (B) Espectros de
emissdo de fluorescéncia de triptofano e tirosina em 280 nm, de RBD ¢ E-RBD-M solubilizados com ¢ sem
arginina em alta pressdo hidrostatica e desnaturados com GndHCl 6 M. (C) e (D) espectros de emissdo de
fluorescéncia de triptofano em 295 nm, de RBD e E-RBD-M solubilizados com e sem arginina em alta pressao
hidrostatica e desnaturados com GndHC1 6 M.

A sequéncia do RBD que constitui as proteinas possuem 3 residuos de triptofano e 11
residuos de tirosina. Esses residuos possuem absor¢ao méaxima em 280 nm e quando a proteina

¢ excitada em 295 nm a fluorescéncia ¢ emitida seletivamente a partir do triptofano
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(MUNHOZ, et al., 2022; GARIDEL, et al., 2008). As amostras excitadas em 280 ¢ 295 nm,
apresentaram um perfil de emissdo muito similar. Com um comprimento de onda maximo
(Amay) €m 342 e 344 nm para o RBD, e para E-RBD-M, 341 e 344 nm, os resultados indicados
sdo para as amostras solubilizadas sem arginina e tratadas com 0,5 M de arginina,
respectivamente. Enquanto as amostras desnaturadas com GndHCl 6 M apresentaram um
deslocamento de cerca de 10 nm para regido do vermelho em 354 nm em comparacdo as nao

tratadas com agentes desnaturantes.

O deslocamento para regido do vermelho ¢ caracteristico de desnaturaco, as proteinas
tratadas com arginina 0,5 M apresentaram um deslocamento maior em relagdo as que foram
solubilizadas sem o inibidor de reagregacao. Em ambos os ensaios, as amostras tratadas com
arginina apresentaram um A, maior em cerca de 2 a 3 nm. Isso provavelmente ocorreu
devido as caracteristicas espectrais da fluorescéncia do triptofano serem altamente sensiveis ao
ambiente local que envolve cada residuo (RU{Z, GOMEZ, GARCIA, 2022). O que sugere que
adicao de agentes como arginina podem contribuir para alteragdes significativas no meio que

interferem nas propriedades de fluorescéncia do triptofano.

Os maximos de emissdo do triptofano refletem a exposicdo média dos seus residuos na
conformacdo da proteina a regido hidrofilica, seu espectro de absor¢do maxima em agua ¢ de
345 nm (LAKOWICZ, 2006; RUIZ, GOMEZ, GARCIA, 2022). Os resultados apresentados
neste trabalho demonstram uma exposi¢ao substancial dos residuos de triptofano em solugao,
indicando que RBD e E-RBD-M na presenca de arginina apresentam maior grau de
desnaturac¢do, enquanto as mesmas proteinas solubilizadas sem o uso de arginina os residuos
de triptofano devem estar pelo menos parcialmente retidos no nucleo hidrofobico. Apesar
desses resultados obtidos pelos espectros de fluorescéncia, ndo ¢ possivel obter informagdes
sobre estrutura nativa, visto que nao foram realizadas as etapas de redobramento para a

formag¢do adequada de ligagdes dissulfeto.
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3.4. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR

3.4.1. DETECCAO DE IgG E AVALIACAO DA AVIDEZ

ApoOs a conclusao do esquema de imunizagdo, foram realizados ensaios de ELISA com
o objetivo de detectar a presenca de IgG anti-RBD e anti-E-RBD-M, bem como avaliar a
imunorreatividade e a afinidade dos soros de cada camundongo dos grupos pos-imunizagao.
Além disso, buscou-se verificar o potencial das fusdes para aplicagcdes em imunodiagnostico.
Deste modo, foram utilizadas as proteinas RBD, E-RBD-M de procarioto € o RBD expresso
em células HEK como antigenos de revestimento. A leitura da placa foi realizada na
absorbancia a 450 e 630 nm, e o IA foi calculado dividindo o valor médio da absorbancia da
amostra tratada com KSCN pelo valor médio da absorbancia das amostras nao tratadas e, em
seguida, multiplicado por 100%.A figura 19 representa graficamente os indices de avidez
calculados para os soros de cada um dos animais dos grupos imunizados com RBD e

E-RBD-M apos 21 dias da segunda imunizagao.
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Figura 19. indice de avidez dos soros anti-RBD e anti-E-RBD-M. Avaliagio da imunorreatividade de
anti-RBD e anti-E-RBD-M e avidez contra RBD expresso em E.coli como proteina de revestimento; anti-RBD e
anti-E-RBD-M e avidez contra E-RBD-M expresso em E.coli como proteina de revestimento; anti-RBD e
anti-E-RBD-M e avidez contra RBD expresso em células HEK como proteina de revestimento.
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Optou-se por realizar as analises soroldgicas individualmente para cada animal
imunizado, a fim de avaliar o qudo especifica foi a resposta imune contra as proteinas
recombinantes. Nos primeiros 21 dias apds a primeira imunizagdo nao foram observados
producao significativa de IgG total, aumentando apods 42 dias apos a primeira imunizagao, €
com duas doses administradas. Os soros anti-RBD e anti-E-RBD-M apresentaram reatividade
contra os trés antigenos de revestimento testados. No entanto, em todos os testes, foi
demonstrado um padrao heterogéneo de reacdo. Em média, os indices de avidez calculados
para cada grupo foram de 80,71% e 80,36% para RBD e E-RBD-M, respectivamente, quando
testados contra o RBD expresso em E. coli. Para E-RBD-M como antigeno, 72,14% e 71,68%
para RBD e E-RBD-M, respectivamente. Ja para o RBD de eucarioto, foram 81,98% e 66,60%
para RBD e E-RBD-M, respectivamente. Em todos grupos pelo menos trés animais
apresentaram avidez acima da média e trés abaixo. Em geral, a maioria dos soros testados,
apresentaram uma alta avidez (>50%), apenas dois animais apresentaram uma baixa avidez
(<30%). Estes resultados demonstram que tanto o RBD recombinante quanto E-RBD-M
associada ao CFA sdo imunogénicos, induzindo altos niveis de anticorpos nos soros dos

camundongos imunizados.

Quanto ao padrao heterogéneo observado, ele pode ser atribuido a diversos fatores,
tornando dificil determinar a causa da variacdo na resposta individual de cada animal a
imunizagdo. Alguns estudos referem-se a resposta heterogénea diretamente relacionada a
composicdo quimica do antigeno proteico, bem como a sua via de administragdo, que
direciona a reacdo imunoldgica para padroes preferenciais de mudanga de IgG (VIDARSSON,
DEKKERS, RISPEN, 2014). Sabendo disso, futuramente seria interessante realizar a
caracterizacdo da resposta no soro dos animais imunizados, conduzindo uma analise das
subclasses de IgG para verificar os subtipos de IgG que a imunizacdo desencadeia, a partir do

que foi observado na andlise de IgG total em cada animal dos grupos imunizados.

Para avaliar o potencial uso da fusdo no imunodiagndstico, foram conduzidos ensaios
de ELISA utilizando RBD e E-RBD-M, assim como RBD expressos em células HEK como
antigenos de revestimento para detectar IgG em amostras de soros humanos. Para isso, foram
realizados dois ELISAs independentes, analisando um total de 64 amostras de soros,
compostas por 12 amostras coletadas na primeira onda da pandemia de pacientes positivos

para SARS-CoV-2 internados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (pré-vacinagdo), 44
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amostras de soro de pacientes vacinados, e 12 amostras de soro negativas do Instituto Adolfo

Lutz, coletadas antes de 2019. Para as analises foi obtida a média dos dois ensaios de cada

proteina, e o desempenho foi determinado por meio da curva ROC (Receiver Operating

Characteristic). A curva foi construida com base em dados quantitativos considerando as

taxas de sensibilidade (fracdo de verdadeiros positivos) e especificidade (fracdo de falsos

positivos). A figura 20 ilustra o indice ELISA (IE) para cada antigeno de revestimento e

variacao da sensibilidade e especificidade para cada ponto de corte da curva ROC.
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Figura 20. Deteccio de IgG no soro de individuos com SARS-CoV-2 utilizando RBD e E-RBD-M
(procarioto) em comparacio com RBD eucarioto. Os graficos de pontos mostram valores do indice de ELISA
para cada um dos antigenos de detec¢@o; A linha tracejada indica o ponto de indeterminag@o no valor de corte
considerando positivo IE >1. As diferengas estatisticas entre RBD e E-RBD-M. As curvas ROC mostram o
desempenho de imunodiagnoéstico do RBD e E-RBD-M IgG-ELISA.
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O RBD (procarioto) reagiu com 52 das amostras positivas, sendo que 4 delas ficaram na
zona de indeterminacdo na linha de corte. No entanto, houve 2 resultados falso-positivos entre
as 12 amostras negativas, resultando em uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
83%. A E-RBD-M reagiu com 50 das amostras positivas, das quais 5 ficaram na zona de
indeterminacdo e 1 apresentou resultado falso-negativo. Em relag@o as amostras negativas, ndo
ocorreu nenhum falso-positivo; no entanto, todas as amostras ficaram na zona de
indeterminagdo, resultando em uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 50%.
Quanto ao RBD (eucarioto), observou-se uma sensibilidade de 100%, com reatividade em
todas as 56 amostras testadas. Entre as 12 amostras negativas testadas, ndo houve resultados
falso-positivos, resultando em uma especificidade de 100%.

Os valores da AUC foram notavelmente proximos nos ensaios: 0,97 para o RBD
procarioto, 0,95 para E-RBD-M procarioto e 0,99 para RBD eucarioto. Esses resultados
sugerem alta precisdo e reprodutibilidade dos ensaios, uma vez que o limiar ideal se aproxima
de 1, conforme definido na literatura (RODER et al., 2023).

O RBD expresso em cé€lulas eucaridticas apresentou o melhor desempenho em
comparacdo com o RBD e E-RBD-M expressos em procariotos. Esse resultado pode ser
atribuido as mudancas na sequéncia, ao dobramento molecular e as modificagdes
pos-transdugdo (AYON-NUNEZ et al., 2022). Além disso, a proteina expressa em células de
mamiferos ¢ mais semelhante & proteina encontrada em infec¢des naturais, tornando-a ideal
para fins de imunodiagnostico.

No entanto, o RBD de procarioto também apresentou resultados satisfatorios,
alcangando 100% de sensibilidade e 83% de especificidade. Tornando promissor o uso de
sistema procariotico para expressao de antigenos de diagnostico, visto a facilidade e rapidez na
geragdo de proteinas recombinantes em FE.coli, que também oferecem uma relagdo
custo-beneficio vantajosa em comparag¢do com sistemas eucarioticos (GAO et al., 2022).

No caso do E-RBD-M, seu desempenho inferior pode ser justificado pela falta de
informagdes em relagdo a sua conformagdo. Apesar da fusdo conter bons epitopos de células
B, regides antigénicas cruciais do RBD podem estar sendo mascaradas pelas fusdes. Embora
haja relatos na literatura sobre o uso de proteinas quiméricas para o diagndstico da COVID-19
(FERNANDEZ et al., 2023; GOMES et al., 2021; RAMOS et al., 2023), os resultados deste

estudo indicam que a quimera E-RBD-M ndo ¢ o alvo ideal em termos de especificidade e
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sensibilidade quando comparado ao RBD sem fusdo associada. Entretanto, pesquisas futuras
podem explorar a adequagdo dessa quimera em outras plataformas de diagndstico para melhor
avaliar seu desempenho.

Em resumo, as proteinas recombinantes de procarioto demonstram ser uma op¢ao
interessante devido as vantagens custo-efetivas, incluindo maior produtividade e custos
reduzidos em comparag¢do com sistemas eucarioticos (BAGNO et al., 2022). Demonstrando
que RBD tém um potencial significativo no contexto do imunodiagnostico ¢ E-RBD-M, ainda

pode ser melhor explorada para sua adequacgdo nesse sistema.

3.4.2. DETERMINACAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES E COMPETICAO POR
AFINIDADE AO ACE2

Um ELISA competitivo foi realizado para determinar a atividade inibitéria dos soros
anti-RBD e anti-E-RBD-M na ligacdo das placas revestidas com ACE2 a um conjugado
RBD-HRP, utilizando o kit cPass™. Para isso os ensaios foram conduzidos em duas etapas:
inicialmente, os soros contendo anticorpos anti-RBD e anti-E-RBD-M foram incubados com o
RBD recombinante acoplado ao HRP, visando neutralizar o antigeno. Em seguida, a solugao
foi transferida para uma placa de ELISA com ACE2 imobilizado. Nessa etapa, apenas o RBD
que nao foi bloqueado pelos anticorpos permaneceu ligado a placa.

Paralelamente, foram realizados ensaios para avaliar a afinidade das proteinas pelo
ACE2, seguindo as mesmas etapas mencionadas anteriormente, no final permanecendo ligado
a placa apenas a proteina que melhor competiu pelo ACE2. O sinal de densidade optica foi
interpretado, estabelecendo uma correlagdo inversa com a quantidade de anticorpos
neutralizantes presentes, o que refletiu o grau de inibicdo do processo (HOFMANN et al.,
2022). Os resultados referentes a neutralizagao e competigao estao apresentados na figura 21 a

eb.
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Figura 21. Ensaios de neutralizacio e competicio do RBD com o0 ACE2. A: Taxa de inibicdo de anticorpos
neutralizantes >20% para anti-RBD e anti-E-RBD-M no titulo de 1:10, controle soro dos animais imunizados
com CFA; B: taxa de inibi¢do medida pela competicdo de RBD e E-RBD-M com RBD-HRP pelo ACE-2, nas
diluigbes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128. As diferencas estatisticas foram verificadas através do teste t
ndo pareado sendo considerados estatisticamente significativo p<0,05. ns (ndo significativo).

Nos ensaios realizados, foi observado uma inibi¢do de >20% no titulo de 1:10 para a
maioria das amostras anti-RBD e anti-E-RBD-M testadas (figura 20, a). Entre os 12 soros
analisados (seis de cada proteina), foi notado que o soro de um animal imunizado com RBD e

trés animais imunizados com E-RBD-M ndo conseguiram gerar anticorpos neutralizantes.
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Além disso, também foi considerado um limite de inibicdo de >30%, que est4 correlacionado
com a capacidade de neutralizacdo do virus em sua forma ativa. Nesse aspecto, cinco
amostras, entre elas 3 anti-RBD e 2 anti-E-RBD-M, apresentaram valores de inibi¢cao acima de
>30%.

Os ensaios de competicio com o ACE2 demonstraram que ambas as proteinas
competem de maneira significativa em diluicdes mais baixas, demonstrando a capacidade de
interagir com o ACE2 e inibir a ligagdo do RBD-HRP (figura 21, b). Isto levanta a hipotese da
possibilidade das proteinas ligadas serem estruturalmente ativas que apos os processos de
solubilizacdo, ndo houve alteragdes significativas que possam resultar na perda de possiveis
epitopos chave em torno do motivo de ligagdo com o ACE2 (POLLET, et al., 2021,
LIMONTA-FERNANDEZ, et al., 2021). Para avaliar possiveis diferencas estatisticas na
capacidade de neutralizagdo entre os soros anti-RBD e anti-E-RBD-M, bem como na afinidade
de ligacdo ao receptor ACE2, foi aplicado o teste t ndo pareado. A andlise resultante ndo
revelou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).

E importante destacar que o teste cPass utilizado neste trabalho é validado e
comercializado e foi desenvolvido com base na cepa D614 do SARS-CoV-2. Este teste
mensura a magnitude do bloqueio mediado por anticorpos na intera¢do entre o ACE2 e o RBD
do virus. Sendo considerado um teste tdo especifico e sensivel quanto os ensaios
convencionais com o virus para deteccdo de anticorpos neutralizantes (GABITZSCH, et al.,
2021; YEO, et al., 2022).

Assim, considerando a precisdo do teste, apesar de ndo terem sido encontradas
diferencas significativas entre a capacidade de neutralizacdo promovida pela imuniza¢do com
RBD ¢ E-RBD-M, a fusdo demonstrou ser igualmente imunogénica e capaz de induzir a
producao de anticorpos neutralizantes nos soros de camundongos imunizados, comparavel ao

RBD sozinho.

3.4.3. EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS POR PCR EM TEMPO REAL (RT-gPCR)
Para avaliar a resposta imune celular, ap6és a administracio de duas doses de

imunizagao no dia 42, os animais foram eutanasiados. Os esplendcitos de dois animais de cada

grupo foram reestimulados com RBD e E-RBD-M. Como controle em cada experimento,

foram utilizados esplendcitos ndo estimulados e esplendcitos estimulados com concanavalina
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A (ConA), para analisar a expressdo génica de mRNA e a produ¢do de citocinas, incluindo o
IFN-y e o fator estimulador de colonias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) por qPCR.

Os resultados podem ser visualizados na Figura 22.
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Figura 22. Perfis de expressdo de citocinas de esplenécitos de camundongos BALB/c estimuladas com as
proteinas RBD e E-RBD-M in vitro. O grafico de barras esta representando o perfil de expressdo de mRNA de
GM-CSF e IFN-y para cada grupo de imunizagdo sendo: esplenocitos dos animais imunizados apenas com
imunizante sem estimulo (CFA s/e); estimulado com ConA (CFA ConA); estimulado com E-RBD-M (CFA c/e)
e esplenocitos dos animais imunizados com E-RBD-M sem estimulo (E-RBD-M s/e); estimulado com ConA
(E-RBD-M ConA) e estimulados com E-RBD-M (E-RBD-M c/e). Os dados foram expressos como a alteragdo de
uma expressdo génica alvo em comparagdo com a expressdo génica de referéncia de mRNA de GAPDH para
cada controle basal representativo.

Os resultados da RT-qPCR revelaram que os niveis de expressao de GM-CSF e IFN-y
foram detectados em todos os grupos. Observou-se uma expressao mais elevada de GM-CSF
no grupo tratado com ConA, o que era esperado devido a potente capacidade da ConA em
estimular células T por meio de sua ligagdo as glicoproteinas de superficie (ABU-RISH, et al.,
2020). Nos grupos de tratamento estimulados com E-RBD-M, tanto nos esplendcitos de

animais imunizados com CFA quanto com a proteina, os niveis de expressdo foram

comparaveis aos observados na presenca de concanavalina A. Quanto a expressao de IFN-y,
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ndo foi possivel distinguir diferencas significativas entre os grupos de imunizagdo com e sem
tratamento, uma vez que todos os grupos demonstraram niveis de expressao semelhantes.

Embora os esplenocitos ndo estimulados geralmente ndo apresentem altas concentragdes
de citocinas, algumas varidaveis podem estar relacionadas a detec¢do significativa destas. Essas
variaveis incluem niveis basais de expressdo, estresse celular e contaminagdo, que podem
resultar na deteccao das citocinas. Além disso, ¢ importante considerar a influéncia do préprio
CFA, um adjuvante altamente potente que contém substancias micobacterianas. O CFA tem o
potencial de impactar a imunidade celular e estimular a resposta Thl, levando a sintese de
citocinas, como o IFN-y (JAVADI et al., 2022). Portanto, os niveis significativos observados
nos grupos sem tratamento podem ser atribuidos a resposta imune desencadeada pela propria
imunizagdo, tanto nos animais imunizados apenas com CFA quanto nos imunizados com
CFA+E-RBD-M.

A expressdo de genes de citocinas, geralmente ¢ um indicativo da ativagdo da imunidade
celular, e no caso do GM-CSF demonstrou ser mais elevada nos grupos que receberam
tratamento. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na expressao entre os
grupos tratados e nao tratados. Isso sugere a necessidade de uma investigacdo mais
aprofundada dos niveis detectaveis nos grupos controles para garantir a reprodutibilidade dos
experimentos. Em geral, os resultados apresentados sugerem que a imuniza¢cdo com E-RBD-M

pode induzir a imunidade celular.

3.4.4. MEDICOES DE IFN-y

A expressdo de IFN-y confirmada por RT-qPCR foi quantificada utilizando o
sobrenadante da cultura de esplendcitos apds o reestimulo de cada um dos grupos de
imunizagdo através da técnica de ponto absorvente imunologico ligado a enzima (ELISpot). A
a concentragao da D.O 450 nm referente a cada amostra foi calculada através da equacao da
curva padrdo fornecida pelo kit. Os resultados expressos em pg/mL estdo apresentados na

figura 23.
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No caso do RBD, os grupos estimulados com ConA apresentaram concentragdes
significativamente mais elevadas de IFN-y em comparagdo com aqueles tratados com RBD
(p>0,01). Além disso, observou-se um aumento significativo na concentragdo de IFN-y nos
grupos que receberam tratamento com estimulacdo com RBD em relagdo aos grupos nado
estimulados (p<0,05). Por outro lado, no caso do E-RBD-M, altas concentragdes também
foram observadas nos grupos com e sem tratamento, € ndo foram observadas diferencas
significativas de IFN-y entre os grupos estimulados e nao estimulados.

A estimulagdo in vitro tanto com RBD quanto com E-RBD-M induziu a produgao de niveis
muito elevados de IFN-y, sugerindo que os animais imunizados com essas proteinas estao
direcionando uma resposta do tipo Thl. Isso estd em concordidncia com o papel bem
conhecido do IFN-y como a principal citocina produzida pelos linfocitos Thl (CASTRO, et
al., 2022), estando de acordo com a literatura visto que células T especificas para antigenos de
SARS-CoV-2 exibem um fendtipo de memoria central com produgdo dominante de citocinas
do tipo Thl (TOOR, et al., 2021).

No geral os resultados demonstraram um nivel notavel de resposta imune celular, como
evidenciado pela concentragdo de IFN-y, apds 42 dias do inicio do esquema de imunizagao.
Isso sugere a indu¢do de uma resposta imune de longo prazo com o uso das duas proteinas
recombinantes, tanto o RBD quanto o E-RBD-M, demonstrando que ambos podem
desencadear respostas celulares apds a administra¢ao. Indicando que E-RBD-M assim como

RBD tem o potencial de ser utilizado como um imundgeno vacinal.
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CAPITULO 4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseados nos epitopos e fragmentos génicos das proteinas E ¢ M fusionados no RBD, os
primers construidos foram capazes de amplificar as sequéncias codificantes, a partir do cDNA
viral. A expressdo das fusdes e do RBD, utilizando o vetor pET28-a na cepa de E.coli Rosetta
(DE3) se mostrou bastante eficiente. Além disso, ¢ um método simples e mais econdmico
quando comparado a expressao de proteinas em células de mamiferos.

Apesar das proteinas serem expressas de forma insoluvel, a re-solubilizacao dos corpos
de inclusdo com ureia demonstrou eficiéncia em um primeiro momento. Entretanto, a
reagregacao das proteinas pos dialise e as dificuldades relacionadas ao método de purificagdo
por cromatografia de afinidade, levou a realizar a solubilizacao dos corpos de inclusdo por alta
pressdo hidrostatica. Este método possibilitou a obtencdo de quantidades significativas de
proteinas, com alto grau de pureza eliminando a necessidade de etapas de purificagao.

A imunogenicidade das fusdes foram testadas junto ao RBD em um ensaio de dot blot, e
todas as fusdes foram reconhecidas pelo soro anti-RBD de coelho e pelo pool de soros
humanos infectados, em diferentes graus de eficiéncias, nas quais as proteinas portadoras de
epitopos M apresentaram melhores resultados. Além disso, nesse ensaio o RBD expresso no
apresentou menor reatividade, demonstrando que as fusdes aumentaram o seu reconhecimento
pelos anticorpos.

Em sequéncia para a imunizagdo dos camundongos foi selecionada a fusao que se
demonstrou mais promissora no dot blot, (E-RBD-M), junto ao RBD, e sua imunogenicidade
foi validada pelos ensaios posteriores de imunidade humoral e celular. Apés 42 dias e duas
doses de proteinas administradas, o soro dos animais foram coletados e as células do bago
reestimuladas com as proteinas.

A imunizagdo gerou a producdo de anticorpos de alta avidez, além disso os soros
gerados pela imunizagdo com ambas as proteinas demonstraram a capacidade de gerar
anticorpos neutralizantes, comprovada por ensaios de inibi¢do da ligagdo do RBD com ACE2.
Quanto a capacidade de diagndstico, o RBD e a fusdo foram testados em soros de pacientes
com COVID-19 e vacinados, bem como em soros negativos para a infeccdo. A fusdo
E-RBD-M, embora sensivel, mostrou-se menos especifica em comparagdo com o RBD. A

resposta imune celular foi avaliada por qPCR e ELISA, revelando a expressao de altas
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quantidades IFN-y ap6s a imunizacdo e reestimulo de esplendcitos, sugerindo uma resposta
celular robusta.

Em conclusdo, as proteinas expressas em E. coli apresentam vantagens custo-efetivas,
além de ser um método simples, podendo obter a proteina purificada em poucos dias. O
método de solubilizagdo por alta pressao hidrostética, foi capaz de gerar proteinas com alto
grau de pureza, eliminando o uso de agentes desnaturantes e etapas de purificagdo. Portanto,
os métodos utilizados neste trabalho foram capazes de produzir antigenos em fusdao com o
RBD com imunogenicidade comparavel ao RBD também expresso neste trabalho, tendo
potencial aplicacdo em plataformas de diagnostico e imunizacao.

Até o presente momento, os objetivos de expressdo das proteinas, solubilizagdo e validagao
destas foram alcangados com sucesso. Além dos resultados ja gerados por este trabalho a
ainda prevé a realizacdo de ensaios para melhor caracterizar as proteinas assim como a
resposta imune, € que para isso contara com: i) caracterizagdo biofisica para averiguar a
conformacdo das fusdes; ii) caracterizar a resposta imune com ensaios como: subtipo de IgG e
citometria de fluxo; iii) solubilizagdo e imunizagdo de animais, e avaliacdo da
imunogenicidade particular com as demais fusdes expressas neste trabalho. Entre outros testes

que ainda podem ser desenvolvidos pensando no potencial das proteinas de fusdo com o RBD.
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APENDICE A

RBD

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTT
ATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCAT
TTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGC
AGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCT
GATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATT
CTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGA
GAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTT
ACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAG
TACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTA
AAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAA
AAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAC
AGACACTTGAGGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCAC
CACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFK
CYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD
FTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTP
CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKK
STNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDP
QTLEENLYFQGVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em cinza Sequéncia do RBD; em negrito sitio da TEV-protease; grifado em

amarelo fragmento oriundo do plasmideo; sublinhado a sequéncia de histidinas
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RBD-E
Sequéncia de nucleotideos

CCATGGGCAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTT
ATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCAT
TTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGC
AGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCT
GATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATT
CTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGA
GAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTT
ACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAG
TACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTA
AAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAA
AAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAC
AGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTCTGACTGCTCTGAGACTGTGTGCTTACGAAAACCTGTACT
TTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTG
CTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFK
CYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD
FTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTP
CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKK
STNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDP
QTLEGGGGSLTALRLCAYENLYFQGVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em cinza Sequéncia do RBD; sublinhado linker; grifado em azul epitopo E; em
negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento oriundo do plasmideo

sublinhado em sengrito a sequéncia de histidinas
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RBD-M

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTT
ATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCAT
TTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGC
AGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCT
GATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATT
CTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGA
GAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTT
ACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAG
TACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTA
AAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAA
AAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAC
AGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTGCTACTTCTAGAACTCTGTCTTACTACGGTGGTGGTGGTT
CTTCTTCTGATAACATTGCTCTGCTGGTTGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCG
GCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFK
CYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD
FTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTP
CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKK
STNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDP
QTLEGGGGSATSRTLSYYGGGGSSSDNIALLVENLYFQGVDKLAAALEH
HHHHH

Legenda: Em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker; grifado em roxo epitopos M; em
negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento oriundo do plasmideo;

sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas
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E-RBD-E

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGTACTCTTTTGTTTCTGAAGAAACTGGTACTCTGATTGTTAACTCTGGTGGTGG
TGGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTA
TGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATT
TTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCA
GATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTG
ATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTC
TAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAG
AGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTA
CTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGT
ACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTA
AAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAA
AAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAC
AGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTCTGACTGCTCTGAGACTGTGTGCTTACGAAAACCTGT
ACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGG
CTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMYSFVSEETGTLIVNSGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRK
RISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEYV
RQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFR
KSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPY
RVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKK
FLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEGGGGSETALRLCAYENLYFQGVDKL
AAALEHHHHH

Legenda: Em laranja fragmentos proteina E; Em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker;
grifado em azul epitopo E; em negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento

oriundo do plasmideo; sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas.
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E-RBD

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGTACTCTTTTGTTTCTGAAGAAACTGGTACTCTGATTGTTAACTCTGGTGGTGGT
GGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTAT
GCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATTT
TCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAG
ATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTGAT
TATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTA
AGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAG
ATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACT
TTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGTAC
TTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTAAA
AACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAAAA
AGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCACAG
ACACTTGAGGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCA
CCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMYSFVSEETGTLIVNSGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRK
RISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEV
RQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFR
KSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPY
RVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKK
FLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEENLYFQGVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em laranja fragmentos proteina E; Em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker;
em negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento oriundo do plasmideo;

sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas.
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E-RBD-M

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGTACTCTTTTGTTTCTGAAGAAACTGGTACTCTGATTGTTAACTCTGGTGGTGG
TGGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTA
TGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATT
TTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCA
GATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTG
ATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTC
TAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAG
AGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTA
CTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGT
ACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTA
AAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAA
AAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAC
AGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTGCTACTTCTAGAACTCTGTCTTACTACGGTGGTGGTGG
TTCTTCTTCTGATAACATTGCTCTGCTGGTTGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTG
CGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMYSFVSEETGTLIVNSGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRK
RISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEYV
RQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFR
KSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPY
RVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKK
FLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEGGGGSATSRTLSYYGGGGSSSDNIA
LLVENLYFQGVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em laranja fragmentos proteina E; Em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker;
grifado em roxo epitopos M; em negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento

oriundo do plasmideo; sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas.
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M-RBD-M

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGGCTGATTCTAACGGTACTATTACTGTTGAAGAACTGAAGAAGCTGCTGGAACA
AGGTGGTGGTGGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTT
GCATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAAT
TCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTA
ATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGA
AAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACA
ATCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACC
TTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTT
TTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAG
AGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTA
ATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAG
TCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCG
TGATCCACAGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTGCTACTTCTAGAACTCTGTCTTACTACGGT
GGTGGTGGTTCTTCTTCTGATAACATTGCTCTGCTGGTTGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCG
ACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMADSNGTITVEELKKLLEQGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRG
DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLY
RLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVG
YQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTE
SNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEGGGGSATSRTLSYYGGGGSSS
DNIALLVENLYFQGVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em azul fragmentos proteina M; Em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker;
grifado em roxo epitopos M; em negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento

oriundo do plasmideo; sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas.
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M-RBD

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGGCTGATTCTAACGGTACTATTACTGTTGAAGAACTGAAGAAGCTGCTGGAACA
AGGTGGTGGTGGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTT
GCATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAAT
TCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTA
ATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGA
AAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACA
ATCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACC
TTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTT
TTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAG
AGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTA
ATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAG
TCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCG
TGATCCACAGACACTTGAGGAAAACCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCG
AGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMADSNGTITVEELKKLLEQGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRG
DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLY
RLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVG
YQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTE
SNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEENLYFQGVDKLAAALEHHHH
HH

Legenda: Em azul fragmentos proteina M; em cinza sequéncia do RBD em negrito sitio da
TEV-protease; grifado em amarelo fragmento oriundo do plasmideo; sublinhado em negrito a

sequéncia de histidinas.
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M-RBD-E

Sequéncia de nucleotideos
CCATGGGCATGGCTGATTCTAACGGTACTATTACTGTTGAAGAACTGAAGAAGCTGCTGGAACA
AGGTGGTGGTGGTTCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTT
GCATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAAT
TCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTA
ATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGA
AAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACA
ATCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACC
TTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTT
TTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAG
AGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTA
ATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAG
TCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCG
TGATCCACAGACACTTGAGGGTGGTGGTGGTTCTCTGACTGCTCTGAGACTGTGTGCTTACGAAAA
CCTGTACTTTCAAGGTGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG
ATCCGGCTGCTAA

Sequéncia de aminoacidos
PWMADSNGTITVEELKKLLEQGGGGSNITNLCPFGEVFNATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRG
DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLY
RLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVG
YQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTE
SNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEGGGGSLETALRLCAYENLYFQ
GVDKLAAALEHHHHHH

Legenda: Em azul fragmentos proteina M; em cinza sequéncia do RBD; sublinhado linker;
em azul escuro epitopo E; em negrito sitio da TEV-protease; grifado em amarelo fragmento

oriundo do plasmideo; sublinhado em negrito a sequéncia de histidinas.
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ANEXO 1
Mapa do pET-28a

HindIII (173)

(166) Eagl - Notl
(158) PaeR7I - PspXI - Xhol [ sall (179)
6xHis |/ Eco53kI (188)
[/ / Ssac (190)
(80) BlpI |/ / /  EcoRI (192)
(5127) DralIl . [/ BamHI (198)
(4999) Psil N N / / / IT7 tag
N ' " _NheT (231)
D AN “Bmtl (235)
A . _NdeI (238)
™ N . -
™ . — thrombin site
___—— —|bxHis
Ncol (296)

“[ATG

"~ Xbal (335)

‘lac operator

"[T7 promoter

(4426) AsiSI - Pvul
T BgIII (401)

(4300) Smal
(4298) TspMI - Xmal
" SgrAl (442)
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