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RESUMO

A pandemia da COVID-19 levou a sistemas de saude bem estruturados ao colapso devido ao aumento exponencial
das hospitalizagdes, em decorréncia do alto potencial de transmissibilidade do virus. Devido a inespecificidade de
sintomas de muitos pacientes com COVID-19, o desenvolvimento de diagnésticos, e sua aplicagdo em larga escala é
uma ferramenta essencial na contencao da pandemia e de surtos como a COVID-19. Recentemente, foi padronizado
no laboratério de saude do SENAI CIMATEC, a expressao da proteina Spike e suas variantes e a sua purificagdo por
afinidade. Essa proteina serviu de base para a padronizacdo e a validagdo de um teste de ELISA, e para constituir
colaboragdes com outros laboratdrios, contribuindo para o desenvolvimento de outros testes soroldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Proteina Spike; COVID-19; Proteina recombinante; Imunodiagndstico.

1. INTRODUGAO

Devido a inespecificidade de sintomas de muitos pacientes com COVID-19, o desenvolvimento de
diagndsticos, e sua aplicagdo em larga escala é uma ferramenta essencial na contengéo da pandemia e de
surtos como a COVID-19.1, 2, 3 Os diagndsticos podem ser divididos em dois grandes grupos: o diagnéstico
direto do virus a através da detecgdo do acido nucleico (RNA) ou de uma proteina (antigeno) viral; e o
indireto que consiste na detecgéo de anticorpos.

O principal componente de um kit de teste soroldgico € o alvo para reconhecimento de anticorpos
durante o ensaio, geralmente sendo uma proteina recombinante ou fragmentos do polipeptideo completo.
A proteina Spike ou proteina S é uma proteina estrutural do coronavirus e possui fungdes essenciais na
infecgdo viral e na patogénese, uma vez que reconhece e se liga aos receptores do hospedeiro,
permitindo que a membrana viral se funda com a membrana da célula hospedeira. 4 Diante do surgimento
de novas variantes do virus, diretamente ligados a proteina spike, sdo necessarios estudos para
avaliagdo da continuidade da resposta imunoldgica frente a essas mutagdes, ocasionadas por infecgao
natural ou vacinagdo e a pesquisa de anticorpos para essas alteragdes.; Para isso, a expressao
recombinante de proteinas € uma técnica amplamente difundida em laboratérios de pesquisa, e para a
produgcdo da proteina spike, linhagens de células eucaridticas, como a HEK293F tem se mostrado
eficientes.

Dessa forma, ela € amplamente utilizada em testes imunolégicos, como ELISA e fluxo lateral,
para a determinagdo dos niveis de imunoglobulinas, como IgM, IgG e IgA. Portanto, a expressao
recombinante da proteina Spike é Util para o desenvolvimento de tais testes no laboratério.

Recentemente, protocolos tém sido padronizados para a expressao recombinante da proteina S e
a sua purificagdo por afinidade, no laboratério do Instituto de Tecnologia de Saude do SENAI CIMATEC.
Essa proteina servira de base para a padronizagao e a validagdo de um teste de ELISA, assim como para
constituir colaboragbes com outros laboratérios, contribuindo para o desenvolvimento de outros testes
sorolégicos. Com isso, o objetivo desse projeto de pesquisa é expressar a proteina S recombinante de
diferentes variantes do SARS-CoV-2, com importancia clinico-epidemiolégica e padronizar testes de
ELISA usando essas proteinas, para o diagnostico da COVID-19.

2. METODOLOGIA

O estudo experimental foi desenvolvido no Laboratério de Saude do SENAI CIMATEC no periodo
de janeiro de 2022 a dezembro de 2022. Bactérias Escherichia coli (DE3)pRARE2 foram transformadas por
choque térmico com os plasmideos recombinante contendo o gene otimizado da proteina Spike de
SARS-Cov-2 (a proteina recombinante foi produzida ligada a uma cauda de histidina C-terminal (6-his)).
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Transformantes selecionados foram induzidos ao crescimento e seu DNA foi extraido e purificado e
posteriormente transfectado em células HEK293F. A expressdo da proteina foi induzida com a adigéo de
lipofectamina. As variantes da Spike de SARS-CoV-2 foram purificadas por cromatografia liquida por
afinidade, utilizando microesferas de agarose contendo niquel e eluigdo com imidazol. As amostras
coletadas na purificagdo foram analisadas por SDS-PAGE e por Western Blot utilizando anticorpos
monoclonais anti-6-his que detectaram a presenca da proteina e a cauda de histidina. Para validar a
proteina purificada, ensaios de ELISA foram padronizados usando a proteina Spike D614G recombinante e
soluvel (0,1ug por pogo) com base na necessidade de desenvolver um ensaio imunologico altamente
especifico e sensivel para detectar anticorpos o mais cedo possivel no soro do paciente. Um limite rigoroso
foi derivado da meédia mais trés desvios padrao dos valores de densidade optica (DO) detectada nas
amostras de soro provenientes de individuos RT-gPCR negativo para o SARS-CoV-2.

O estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes da Declaragcao de Helsinque e aprovado pelo
Comité de Etica do campus integrado de fabricacdo e tecnologia (CIMATEC — Salvador, BA, Brasil) (nimero
de aprovagao 4.334.505). Esta pesquisa recebeu financiamento do Departamento Nacional do SENAI
(SENAI DN — Bolsa n°® 329266).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A mostra o SDS-PAGE contendo as fragdes sollveis obtidas da purificagdo da proteina
Spike da variante D614G. A primeira incubagao (E1) das microesferas com a solugdo de imidazol 300 mM
elui boa quantidade de proteina recombinante em torno de 180-200 kDa. No entanto, uma significativa
quantidade da proteina foi eluida na segunda lavagem com solugéo de imidazol 300 mM (E2). A eluigéo 3
(E3) removeu a proteina remanescente ainda aderida a superficie das microesferas de agarose. Ao final,
todas as aliquotas referentes as eluigbes foram reunidas e submetidas a concentragéo e troca de tampéo (C
(1)), seguida de armazenamento a -80° C. A troca de tampao é fundamental para a estabilizagdo da
proteina em solugédo, uma vez que congelar e descongelar na auséncia de glicerol tornou a proteina de
baixa qualidade, com base no imunoensaio realizado (dados ndo mostrados).

Para confirmar a presenca de uma proteina recombinante ligada a 6-his, foi realizado um western
blotting utilizando o anticorpo anti cauda de histidina direcionado ao marcador de histidina na extremidade
C-terminal. Conforme mostrado na Figura 1B, as amostras eluidas foram detectadas em torno de 180-200
kDa.

Figura 1. Amostras da proteina Spike D614G de SARS-CoV-2 em SDS-PAGE e Westtern Blotting
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Para validar a proteina purificada, ensaios de ELISA foram padronizados usando a proteina Spike
D614G recombinante e soluvel, com base na necessidade de desenvolver um ensaio imunoldgico altamente
especifico e sensivel para detectar anticorpos 0 mais cedo possivel no soro do paciente. Um limite rigoroso
foi derivado da média mais trés desvios padrao dos valores de densidade 6tica (DO) detectada nas
amostras de soro provenientes de individuos RT-qPCR negativo para o SARS-CoV-2. Os valores de DO de
amostras de soro provenientes de pessoas com diagnostico positivo para SARS-CoV-2 foram
significativamente maiores do que DO de amostras negativas (Figura 2). Usando o ponto de corte de 0,05
foi possivel detectar IgG em 70 das 70 amostras positivas selecionadas para o primeiro ensaio, resultando
em uma sensibilidade de 100%, assim como no segundo ensaio, em que houve distingdo em todas as 8
amostras positivas. Em relacdo a especificidade dos ensaios, o primeiro, que contou com 14 amostras
negativas, alcangou 92%, enquanto o segundo ensaio obteve 94% de especificidade, contando com 39
amostras negativas. Esses dados demonstram a possibilidade de producdo e aplicacdo de variantes da

ISSN 0805-2010 — Anudrio de resumos expandidos apresentados no VIII SAPCT - SENAI CIMATEC, 2023

PELO FUTURD DA INOVAGAGR_



 DESAFIOSE

o :
" VIII SAPCT VII ICPAD 0 :
‘%, £ Eunozanagon: TR gﬁg:gcgcfﬁ;&g! A Sistema FIEB Citnaree

DA ECOHOMIA AZUI_ PELO FUTURD DA INO!

proteina spike em métodos diagndstico, através de metodologia simples, além de servir de base para
futuras pesquisas, e para a producao de outras proteinas de interesse, com diversas aplicagoes.

Figura 2. Ensaios ELISA com amostras positivas e negativas para SARS-CoV-2 para determinar
especificidade e sensibilidade do teste utilizando a proteina Spike D614G para a detecgao de
anticorpos especificos em amostras soropositivas.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O diagnéstico indireto por deteccdo de anticorpos € importante para compreender a resposta
imunolégica contra o patégeno e a disseminagdo de COVID-19. Desta forma, sao necessarios
desenvolvimentos de diagnosticos capazes de identificar individuos positivos e negativos para a COVID-19
€ que sejam acessiveis para a populagido. As proteinas purificadas demonstraram grande potencial para
aplicacdo em testes soroldgicos, e outras técnicas que podem auxiliar na luta contra COVID-19. Diante dos
resultados, é possivel perceber que o sistema de expressao utilizando células HEK293F é efetivo para a
produgcdo da proteina Spike de SARS-CoV-2 recombinante, entretanto, algumas dificuldades devem ser
contornadas para a produgéo de algumas variantes desta proteina, uma vez que sdo de grande importancia
para imunodiagnéstico e na identificagdo destas variantes e consequente controle da disseminagao da
doenca.
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