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RESUMO

O coronavirus SARS-CoV-2, agente etioldgico responsavel pela pandemia de COVID-
19, reconhece a Enzima Conversora da Angiotensina 2 (ECAZ2) expressa na membrana celular
como receptor para ligacdo a célula humana, iniciando assim a infecgdo viral. Até 0 momento
ndo existe tratamento especifico para a doenca e os métodos diagndsticos disponiveis possuem
custos, sensibilidades e especificidades variados. Assim, a producdo de anticorpos
monoclonais especificos contra 0 SARS-COV-2 ainda apresenta grande relevancia, sendo
imprescindivel verificar sua capacidade neutralizante a cada nova variante emergente. Neste
estudo, foi produzida ECA2 recombinante sollvel por expressao transiente em células de
mamiferos HEK 293F e ExpiCHO para utilizacdo no desenvolvimento de anticorpos
monoclonais humanos com finalidade terapéutica e diagnostica da COVID-19. A proteina
expressa apresentou boa produtividade nas duas linhagens celulares (1,8 mg/mL e 3,4 mg/mL,
respectivamente), porém com diferentes padrbes de glicosilacdo. A ligacdo da proteina
recombinante a proteina Spike do virus original e das variantes Alfa e Gama foi confirmada
em ensaios de ELISA e citometria de fluxo. E a utilizacao da proteina recombinante em ensaios
de inibigdo da ligacdo a proteina viral de duas variantes, Alfa e Gama, por scFv foi validada

por citometria de fluxo, com inibicdo superior a 90% por trés diferentes anticorpos.

Palavra- chave: Expressdo transiente; células de mamiferos; proteina recombinante; enzima

conversora da angiotensina 2; anticorpos monoclonais; COVID-19.



ABSTRACT

Expression of recombinant Angiotensin-converting Enzyme 2 for human monoclonal

antibody development aiming therapeutic and diagnostic approaches

SARS-CoV-2 is the etiologic agent of COVID-19 pandemic, which binds to cell surface
receptor Angiotensin-converting Enzyme 2 (ACE2) to begin viral replication. Until the
moment, there is no specific treatment for the disease and available diagnostic methods vary in
costs, sensibility, and specificity. In this context, specific anti-SARS-CoV-2 monoclonal
antibodies development is still of great relevance and to test their neutralization capacity for
each new variant will continue to be essential. In this study, we have transiently expressed
soluble recombinant ACE2 in different mammalian cell lines HEK293F and ExpiCHO to apply
in development of human monoclonal antibodies to therapeutic and diagnostic uses in COVID-
19. The productivity of recombinant protein was high for both cell lines (1,8 mg/mL and 3,4
mg/mL, respectively), but they showed different glycosylation patterns. The binding capacity
of the expressed protein to Spike protein of original virus and variants was confirmed in ELISA
and flow cytometry. And the applicability of recombinant protein in inhibition assays with
Alpha and Gama variants was validated by flow cytometry, with inhibitory capacity superior

of 90% for three scFv clones.

Keywords: Transient expression; mammalian cells; recombinant protein; angiotensin-

converting enzyme 2; monoclonal antibodies; COVID-19
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, surgiu em Wuhan, na China, uma nova doenga com sintomas
inicialmente respiratorios, que podiam progredir rapidamente para um quadro de Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS). Pesquisadores locais isolaram o agente infecioso e o
identificaram como pertencente ao grupo dos coronavirus (ZHOU et al., 2020). A similaridade
com o Coronavirus causador de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV),
responsavel por um surto em 2002, foi determinante para que o novo virus fosse posteriormente
denominado SARS-CoV-2 e a doenca causada, Coronavirus Disease-2019 (COVID-19).

A doenca viral se espalhou rapidamente por diversos paises com um nimero espantoso
de casos e 6bitos, sendo decretada pandemia pela Organizacdo Mundial de Saide em 11 de
marc¢o de 2020. Devido a enorme sobrecarga dos servicos de salde e a progressdo alarmante
do nimero de casos e mortes, medidas sanitarias foram adotadas na tentativa de minimizar o
contagio. Varios paises fecharam suas fronteiras e seus comércios, sendo a circulagcdo de
pessoas foi restrita nas cidades. Desta forma, surgiram mundialmente prejuizos na salde,
econdmicos e sociais sem precedentes, tornando a pandemia de COVID-19 grande foco dos
estudos cientificos para busca de métodos eficazes de diagnostico, prevencéo e tratamento da
doenca.

Cientistas do mundo inteiro direcionaram seus estudos para formas de controlar o
avanco da COVID-19, bem como vacinas e tratamentos (DUAN et al., 2020). Diante do
cenario mundial, diversos centros de pesquisas nacionais também se dedicaram a busca por
métodos de prevencao, de diagnostico e de terapia da doenga. Na Universidade de Brasilia, por
medidas de seguranca sanitarias, a circulacdo de pessoas também foi restrita e somente projetos
relacionados a COVID-19 puderam continuar, ainda com limite de pesquisadores dentro dos
laboratérios. O Laboratério de Microbiologia, Imunologia e Biotecnotologia (LabMIB), sob a
coordenacdo do professor André Moraes Nicola, devido a sua expertise na area de anticorpos
monoclonais, também direcionou seus trabalhos em resposta as demandas mundiais por
estudos para o desenvolvimento de tecnologias relacionadas a COVID-19.

Neste contexto, o LabMIB, junto com outras instituicdes de Brasilia, como a Fundagéo
Hemocentro, o Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e o Hospital Regional da Asa Norte
(HRAN) - nomeado hospital de referéncia para o tratamento de pessoas com COVID-19,
iniciou o Projeto de Pesquisa intitulado “Anticorpos na terapia da COVID-19: estudo clinico

de fase lla com plasma de convalescentes e geracdo de anticorpos monoclonais humanos” em
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abril de 2020 (registro na plataforma Brasil CAAE 30931820.3.0000.5558), ao qual nesta
dissertacdo sera referido como amplo Projeto. Foi neste momento que o professor André
Nicola, sabendo do meu interesse em colaborar com as pesquisas em Imunologia, convidou-
me a unir esforcos ao grupo. Inicialmente, como pesquisadora voluntaria, participei da
aplicacdo dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e selecdo de doadores de
plasma convalescentes, juntamente com a enfermeira Ana Catarina Vasconcelos, da Agéncia
Transfusional do HUB e com a farmacéutica Adrielle Veloso, aluna de doutorado do Programa
de Patologia Molecular. Em agosto de 2020, participei do processo de sele¢do para o mestrado
no Programa de Patologia Molecular, com o projeto intitulado “Correlagéo entre os titulos de
anticorpos no soro de doadores e os desfechos clinicos do uso terapéutico de plasma
convalescente na COVID-19”, sob a orientacdo do professor André Nicola.

Diversos desafios foram enfrentados desde o inicio do Projeto. O ndmero restrito de
pessoas nos laboratdrios, as dificuldades logisticas para compra e entrega de materiais ou
reagentes, 0 pouco conhecimento do virus e seus mecanismos patogénicos, o que gerou
inmeros estudos com descobertas e publicacdes cientificas em uma velocidade sem
precedentes, sdo alguns exemplos. Além disso, a dificuldade do diagnostico precoce da doenga
era um grande limitador para a captagédo de voluntarios receptores do plasma de convalescentes
dentro da janela terapéutica proposta no Projeto. Este fator contribuiu para uma inclusdo um
pouco mais lenta de individuos no grupo tratamento, apesar de uma razoavel captacdo de
doadores. No decorrer dos meses, o estudo foi incluido em um consorcio internacional de
estudos com plasma de convalescentes (COMPILE) e a andlise interina dos dados conjuntos
mostrou pouco beneficio do uso do plasma de convalescentes conforme desenhado no Projeto
inicial, levando a suspensdo das aplicacdes do plasma. A segunda etapa do Projeto, a qual
envolve a geracdo de anticorpos monoclonais humanos, entdo seguiu seu desenvolvimento com
os trabalhos da pesquisadora visitante Verenice Paredes, o aluno de doutorado Juan Fernando
Fiasco, a aluna de doutorado Adrielle Veloso, o pesquisador Kaio César Gorgonha, a aluna de
mestrado Nathdlia Freitas, os entdo alunos de Iniciacdo Cientifica Alessandra Pérez e Luiz
Stenzel, e eu.

Assim, tais desafios forcaram a adaptacdo do meu projeto de Pds-Graduacgdo a nova
realidade. Entdo o estudo aqui apresentado faz parte do amplo Projeto conduzido no LabMIB,

coordenado pelo professor André Nicola.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A COVID-19 inicialmente era conhecida como uma doenca respiratdria, que em sua
evolugdo para quadros graves resultava em Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS, do
inglés Severe Acute Respiratory Syndrome). Com o passar dos meses, novos sintomas foram
identificados como relacionados a infeccdo pelo SARS-CoV-2. As caracteristicas clinicas
variam desde individuos assintomaticos ou oligossintomaticos, individuos com sintomas
moderados como cefaleias, mialgias, fadiga, febre, tosse seca, até casos mais graves evoluindo
com insuficiéncia respiratoria, lesdo miocardica aguda, lesbes do sistema nervoso central e
periférico, disfungdes vasculares e de coagulacao, podendo levar & morte por faléncia orgéanica
resultante de uma reposta imune exacerbada (WIERSINGA et al., 2020). A variedade dos
sintomas vivenciados estd relacionada a condi¢des individuais como sexo, idade e
comorbidades, bem como a carga viral adquirida pelo individuo. Casos graves podem alcancar
uma carga viral 60 vezes maior que casos moderados (ROTONDO et al., 2021-).

A transmissdo do virus ocorre por meio de goticulas de saliva de individuos
sintomaticos (WIERSINGA et al., 2020). A transmissdo por individuos assintomaticos ou
durante o periodo de incubacdo da doenca, bem como por tocar superficies contaminadas e
depois tocar olhos, nariz ou boca também é apontada como possivel (ROTONDO et al., 2022).
Desta forma o uso de méascaras e medidas de higiene sanitaria foram orientadas e incentivadas
como forma de controle da propagacao da doenca

(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019).

Estudos genéticos do SARS-CoV-2 mostraram que este pertence ao género dos [3-
coranavirus, subgénero Sabercovirus. Assim como os demais coronavirus, é envelopado e
possui material genético organizado em uma fita simples de RNA, sentido positivo, com
comprimento entre 26 a 33 kbs (ZHU et al., 2021). Os coronavirus possuem o maior material
genético dentre os virus de RNA e possuem uma cauda de poliadenosina com cerca de 30
nucleotideos (HATMAL et al., 2020; SALLEH; DERRICK; DERIS, 2021).

O SARS-CoV-2 possui 80% de similaridade genética com 0s demais coronavirus
humanos. O RatG13, apesar de ser encontrado em morcegos, € 0 coronavirus mais préximo,
com 93,1% de similaridade génica (HATMAL et al., 2020). O genoma do SARS-CoV-2 possui
aproximadamente 29,7kbs (ZHU et al., 2021) e 14 Regides Abertas de Leitura (ORF, do inglés
Open Reading Frame) que codificam 27 proteinas, sendo 4 estruturais. Conforme
esquematizado na Figura 1, na extremidade 5°, hda a ORFlab e a ORF 1a, as quais codificam

proteinas ndo estruturais. Ja na extremidade 3’, ha os genes que codificam as 4 proteinas


https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019
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estruturais: Envelope (E), Membrana (M), Nucleoapsideo (N) e Spike (S) e mais 8 proteinas
acessorias (3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b e ORF14) (HATMAL et al., 2020). As proteinas E, M, N
e S sdo responsaveis pela estrutura externa do virus, sendo a proteina S, que confere a
caracteristica aparéncia de coroa dos coronavirus, responsavel pela ligagdo do virus a célula
humana. Composta por 1.273 aminoacidos e aproximadamente 128kDa (KUMAWAT et al.,
2022; ZHU et al., 2021), a proteina S do SARS-CoV-2 possui aproximadamente 76% de
similaridade de aminoécidos com a proteina S do SARS-CoV (HOFFMANN et al., 2020) e
98%, com a proteina S do RatG13 (WRAPP et al., 2020). Apesar de grande similaridade entre
0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2, algumas mutag6es de aminoacidos, especialmente na proteina
S e RBD, como a insercdo de “RRAR” no sitio de clivagem em S1/S2 por furina (KUMAWAT
et al., 2022) conferem diferencas na estrutura terciaria e na funcionalidade da proteina (CHEN
et al., 2021; HATMAL et al., 2020; SHANG et al., 2020; WRAPP et al., 2020; ZHU et al.,
2021).

Figura 1 - Esquema da organizacdo gendmica do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2021)

Semelhante ao SARS-CoV (KUHN et al., 2004), o SARS-CoV-2 inicia sua infeccdo
celular pela interacdo da proteina S ao receptor de membrana celular, a Enzima de Conversao
da Angiotensina 2 (ECA2) (HOFFMANN et al., 2020; WALLS et al.,, 2020), uma
metaloprotease de zinco transmembrana tipo | expressa em diversos tipos celulares humanos,
dentre eles, células epiteliais e pneumécitos do tipo Il (KUMAWAT et al., 2022; SHANG et
al., 2020). A ECAZ2 pode ser clivada em sua porcao extracelular originando a ECA2 soltvel a
qual é liberada para circulacdo sanguinea (SCIALO et al., 2020). A forma soltvel da ECA2 é
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uma proteina dimérica que possui massa molecular de 85kDa e, por ser densamente glicosilada,
atinge massa molecular de aproximadamente 110kDa (KUHN et al., 2004).

O estudo estrutural da proteina S mostrou que esta é uma glicoproteina homotrimérica,
conforme visto na Figura 2, composta por duas subunidades S1 e S2, as quais se ligam de forma
ndo-covalente em um estado metaestdvel antes da interagdo com o receptor celular e
desempenham diferentes fungdes na patogénese (HATMAL et al., 2020; ZHU et al., 2021). A
regido S1 € responsavel pela ligacdo do virus ao receptor celular e a regido S2, pela fusdo das
membranas viral e celular (SHANG et al., 2020). Apo6s a ligacdo de S1 ao receptor, o sitio
S1/S2 é clivado por uma protease do hospedeiro (a furina ou a enzima transmembrana serina
protease 2 - TMPRSS2) (HOFFMANN et al., 2020; SHANG et al., 2020) o que permite uma
modificacdo tridimensional da regido S2 passando para uma conformacdo mais estavel,
ocorrendo a fusdo das membranas viral e celular (WRAPP et al., 2020). Ap6s a fusdo das
membranas, o material genérico do SARS-CoV-2 é transportado para dentro da célula
iniciando o processo de replicagéo viral (HATMAL et al., 2020).

Apesar de haver grande de similaridade entre os aminoacidos do SARS-CoV e do
SARS-CoV-2, a subunidade S1 do SARS-CoV-2 possui divergéncias, mantendo apenas 63,3%
de identidade, enquanto a subunidade S2 apresenta-se mais preservada, mantendo 90% de
similaridade dos aminodcidos (ZHU et al., 2021). A insercdo de “RRAR” no sitio de clivagem
por furina da regido S1/S2 foi demonstrado ser importante para aumentar a viruléncia do
SARS-CoV-2 comparado aos demais B-coronavirus (HATMAL et al., 2020; KUMAWAT et
al., 2022).

A subunidade S1 é composta por duas regiées, o Dominio N-terminal (NTD) e o
dominio C-terminal (CTD), ambos responsaveis pelo processo de ligagcdo ao receptor, por meio
do Dominio de Ligacdo ao Receptor (RBD). O RBD é uma importante regidao do CTD, a qual
engloba a regido do Motivo de Ligacdo ao Receptor (RBM) onde esté localizada a maioria dos
residuos de ligacao da proteina S e o receptor ECA2 celular (ZHU et al., 2021).

Figura 2 - Desenho representativo da estrutura homotrimérica da proteina S do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2021)
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O modelo estrutural do RBD do SARS-CoV-2 e da ligagdo RBD-ECA2 mostrou grande
similaridade ao SARS-CoV (Figura 3) com preservacédo dos residuos principais para a ligacéo
ao receptor. Porém, seis residuos mostraram ser importantes para o reconhecimento e ligacdo
ao receptor, sendo cinco deles diferentes entre 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2 (L455, F486,
Q493, S494, N501, Y505), todos eles favorecendo a interagdo do virus com a ECA2 (ZHU et
al., 2021). A afinidade de ligagdo do RBD a ECA2 é um ponto crucial para a infectividade do
virus e, em estudos com Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR), Shang et al. (2020) e
Wrapp et al. (2020) relataram que o SARS-CoV-2 apresenta afinidade de ligagédo de 10 a 20

vezes maior ao receptor quando comparado ao SARS-CoV.

Figura 3 - (B) Estrutura molecular por cristalografia do complexo da ligagdo da ECA2 ao RBD da proteina S do
SARS-CoV-2. (C) Sobreposicéao das estruturas moleculares do complexo de ligagdo da ECA2 ao RBD da
proteina S do SARS-CoV em amarelo e do SARS-CoV-2 em verde
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Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2021)

Algumas diferencas no RBD do SARS-CoV-2 podem explicar tal alteracdo funcional.
Dois residuos na ECA2 ja foram demonstrados serem importantes para a estabilizacdo da
ligacdo ao virus (Lys31 e Lys353). O estudo do SARS-CoV-2 original mostrou que ele evoluiu
de forma a estabilizar a ligacdo a esses aminoacidos com GIn493 e Leu455 para a Lys31 e
Asn501 para a Lys353. Sendo assim, tais aminoacidos podem ter papel importante no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e profilaticas. Além disso, 0 SARS-CoV-2 possui
estrutura mais compacta da regido de ligacdo com a ECA2, tornando-a mais estavel (ZHU et
al., 2021).

Werapp et al. (2020), utilizando criomicroscopia eletronica em nivel atbmico do SARS-
CoV-2, mostraram que este, assim como 0 SARS-CoV, possui ao menos duas conformacoes

tridimensionais da proteina S antes da fusdo celular. Uma conformacdo aberta expde um ou
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mais RBD e os torna acessiveis ao receptor e outra, fechada, com os trés RBD voltados para o
centro do trimero, tornando-os inacessiveis ao receptor (KUMAWAT et al., 2022). Tais
conformacdes parecem impactar ndo apenas a afinidade de ligagdo ao receptor, mas também a
imunogenicidade do virus, podendo ser a conformacéo fechada uma estratégia de escape imune
(Figura 4). Estudos verificaram que o0 SARS-CoV-2 apresenta a conformacgédo aberta com
menor frequéncia que o SAR-CoV (SHANG et al., 2020; WALLS et al., 2020; WRAPP et al.,
2020). Além disso, alguns estudos relataram uma terceira conformacéo da proteina S, sendo
ela a “trancada”. Nessa conformacdo, favorecida por meios acidos, a proteina S adota
conformacdo tridimensional compacta, estabilizada por ligacdes de ponte dissulfeto,
impedindo a exposicdo do RDB, o qual fica totalmente inacessivel ao receptor (QU et al.,
2022).

Figura 4 - (A) Esquema da mudanga conformacional do RDB durante a ligacdo com a ECA2 na membrana
celular. (B) Tabela comparativa de caracteristicas do RDB do SARS-CoV-2 com do SARS-CoV
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Fonte: Adaptado de Shang et al. (2020)

Apos a ligacdo da proteina S a ECA2 celular, ocorre a clivagem do sitio S1/S2 pela
furina ou pela TMPRSS2, e a proteina S adquire conformacdo mais estavel, expondo a
subunidade S2, responsével pela fusdo do virus a celula. Esta subunidade é composta pelo
peptideo de fusdo (FP), pelo sitio de clivagem S2°, por dois dominios de repeticao heptal (HR1/
HR2), por um dominio transmembrana (TM) e por um dominio citoplasmético (CD). Grande

similaridade de aminoacidos entre o0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2 foi observada nessa
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subunidade, sendo as poucas divergéncias favoraveis a patogenicidade do SARS-CoV-2 (ZHU
etal., 2021).

Conforme esquematizado na Figura 5, ap0s a clivagem no sitio S2°, o FP, um peptideo
de natureza hidrofdbica, é exposto para se inserir na membrana da célula hospedeira iniciando
0 processo de fusdo celular. Os dominios HR1 e HR2, chamados de regido central de fuséo,
entdo interagem de forma a gerar um complexo trimérico que facilita a ligacdo do FP a
membrana celular e forma uma ponte para aproximar o TM, o qual ancora a proteina S ao
envelope viral, da célula hospedeira. O TM interage com o FP, promovendo a fusdo celular e
formando o poro de fusdo, por fim transferindo o material genético viral a célula. Na regido C-
terminal da subunidade S2 h4d o CD, uma pequena porcdo intracelular do peptideo, a qual é

relacionada a producdo viral, transporte intracelular e fuséo célula-célula (ZHU et al., 2021).

Figura 5 - Desenho esquematico das mudancas conformacionais da proteina S durante a liga¢do ao receptor e
fusdo a membrana celular
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Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2021)

A medida que os mecanismos de infecgéo viral e patogénese foram sendo desvendados,
pesquisadores se concentraram na busca por diferentes formas de inibicao da interacdo do virus
com a célula humana e da progressdo da doenca. Diversas pesquisas com 0 uso de anticorpos
foram e continuam a ser desenvolvidas, desde o uso de plasma convalescente e reacdo cruzada
com anticorpos neutralizantes de outros virus como 0 SARS-CoV (TAl et al., 2020; ZHENG
et al., 2020), até a producéo e engenharia de anticorpos monoclonais (mAb) para SARS-CoV-
2 (LIU et al., 2020).

Historicamente, o primeiro relato do uso de anticorpos para tratamento de doencas
infecciosas data de 1890, quando von Behring e Kitasato utilizaram soroterapia para tratamento
de tétano e difteria, sendo desenvolvida antitoxina de difteria, quatro anos depois (CORTI et
al., 2021).
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Desde o inicio da pandemia de COVID-19, o uso de plasma de convalescente foi
considerado como estratégia para mitigar o avanco de casos e, possivelmente, a progressdo
para quadro graves (RAZUMIKHIN et al., 2022). Assim, diversos centros de pesquisa
iniciaram estudos clinicos para verificar a eficiéncia e seguranga do seu uso na COVID-19
(DUAN et al., 2020; JOYNER et al., 2020; SENEFELD et al., 2021), visto ser esta uma doenca
infeciosa com grande potencial inflamatoério, associado aos casos criticos resultantes de
resposta imune exacerbada.

O uso de plasma de convalescentes, também chamado de terapia passiva com
anticorpos, consiste na transfuséo de plasma coletado ap6s a resolucéo da doenca de individuos
previamente infectados com determinado agente infecioso, com o objetivo da transferéncia de
anticorpos produzidos contra aquele antigeno. A transfusdo de plasma de convalescente pode
ser estratégia Util em situaces de surtos de doencas infecciosas, quando ndo ha tempo para o
desenvolvimento de outras terapias como Imunoglobulina Hiperimune ou farmacos e
anticorpos monoclonais. Historicamente, plasma de convalescentes foi utilizado em diversas
doencas como caxumba, raiva, poliomielite, catapora (BLOCH et al., 2020), e mais
recentemente em surtos de doencas virais como Ebola, SARS-CoV (2003), Influenza A (2009)
e Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) em 2012, com
resultados positivos tanto em parametros laboratoriais e como clinicos (BLOCH et al., 2020;
MAIR-JENKINS et al., 2015).

Na terapia passiva com anticorpos, o mecanismo de acdo é pela agdo direta de
neutralizacdo do virus pelos anticorpos, ou por a¢des indiretas como a a¢do citotdxica mediada
por anticorpos (ADCC, do inglés Antibody-dependent cellular cytotoxicity), a ativagdo do
sistema complemento, a fagocitose mediada por anticorpos (BLOCH et al., 2020). Os
anticorpos neutralizantes sdo aqueles capazes de se ligar ao virus e impedir sua interagdo com
o0 receptor, por fim impossibilitando a replicacdo e a propagacao viral, logo, a progressédo da
doenca. Apesar de a agdo do plasma de convalescente ndo ser exclusiva por acdo de anticorpos
neutralizantes, estudos mostraram correlagdo entre os titulos de 1gG contra 0 SARS-CoV-2 e a
capacidade de neutralizacao do virus (ROBBIANI et al., 2020; WANG, Y. etal., 2020). Assim,
o FDA recomendou uso de plasmas de convalescentes com titulos de IgG maiores que 1:160
(LARKEY et al., 2022). A vantagem da terapia passiva de anticorpos € sua disponibilidade
quase imediata em situacdes de epidemias, ou como no contexto atual uma pandemia, visto o
plasma de convalescentes precisar de pouco processamento se comparado a outros produtos
imunoterapéuticos, como a Imunoglobulina Hiperimune e os anticorpos monoclonais (MAIR-

JENKINS et al., 2015). A principal desvantagem € a acdo por um curto periodo, devido a
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degradacéo natural dos anticorpos apds cerca de 21 dias, ndo conferindo imunidade prolongada
aos individuos tratados (SHEPARD et al., 2017). Em recente revisdo sistematica e meta-analise
de 32 estudos clinicos randomizados e controlados, totalizando 21.478 individuos, Qian et al.
(2022) concluiram ndo haver efeito positivo sobre os desfechos redugdo da mortalidade no dia
28 e resolucdo dos sintomas com uso de plasma de convalescentes em pacientes de COVID-
19.

J& os anticorpos monoclonais (mAb) séo definidos como os anticorpos produzidos por
um unico clone de linfécito B, apds este ser sensibilizado por determinado antigeno. Assim,
0s mADb séo anticorpos especificos, de alta afinidade e com maior capacidade de neutralizagdo
do antigeno comparado ao soro policlonal (CORTI et al., 2021). A origem da tecnologia de
desenvolvimento dos mAb data de 1975, quando o bidlogo alemdo Georges Kohler e o
bioguimico argentino Cesar Milstein conseguiram isolar anticorpos monoclonais produzidos
em hibridomas, uma linhagem celular imortalizada desenvolvida a partir da fusdo de células
de mieloma e linfocitos B, em camundongos. A descoberta foi publicada na revista Nature e
rendeu o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina a Kohler, Milstein e o0 médico dinamarqués
Niels Kaj Jerne, em 1984. O primeiro mAb com finalidade terapéutica foi o0 OKT3, langado
pela empresa Ortho Biotech ainda em 1984. Em 1986, o OKT3 foi aprovado para uso pelo
FDA e renomeado muronomab-CD3 (YAMADA, 2011).

Os primeiros anticorpos monoclonais produzidos eram de origem murina 0 que
resultava em efeitos imunogénicos indesejados. Buscando minimizar tais efeitos,
pesquisadores desenvolveram nos anos seguintes técnicas para humanizar cada vez mais 0s
mADb, passando pela producdo de anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, até enfim
desenvolverem anticorpos totalmente humanos (

Figura 6). Em 2006, foi lancado no mercado o Vectibix™, uma Imunoglobulina G subclasse 2
(1gG2), o primeiro mAb totalmente humano produzido em camundongos transgénicos
(YAMADA, 2011).

Figura 6 - Esquema da humanizacéo dos anticorpos monoclonais e seu potencial imunogénico adverso
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Fonte: Adaptado de Sherpard et al. (2017)

Os anticorpos monoclonais lideram os biofarmacos produzidos pela inddstria
farmacéutica gerando diversas pesquisas para seu desenvolvimento. Uma das desvantagens dos
anticorpos monoclonais humanos é o alto custo do processo produtivo. Assim, alternativas para
reduzir os custos de producdo sdo constante foco de pesquisa e desenvolvimento. Com o
objetivo de minimizar os custos e aumentar a produtividade, foram desenvolvidos fragmentos
de anticorpos como opcdo aos anticorpos completos produzido, mais comumente a
imunoglobulina G subclasse 1 (IgG1l) (KANG; SEONG, 2020). Exemplos de alternativas
desenvolvidas sdo os fragmentos de ligacdo do antigeno (Fab) e os fragmentos variaveis de

cadeia Unica - scFv (Figura 7).

Figura 7 - llustracdo das diferentes formas de apresentagdo dos anticorpos monoclonais
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O uso de anticorpos monoclonais também foi considerado uma opcéo terapéutica
promissora para a COVID-19, incialmente sendo estudados os mAb j& aprovados para uso
terapéutico, especialmente os desenvolvidos contra 0 SARS-CoV a partir de 2003 (TAl et al.,
2020; ZHENG et al., 2020). Porém, apesar de razoavel similaridade gendmica entre os

coronarivus, 0 SARS-CoV-2 apresentava escape a maioria dos anticorpos monoclonais
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testados. Em maio de 2020, Wang et al. (2020a) publicaram a descoberta de um anticorpo
monoclonal humano anti-SARS-CoV com capacidade neutralizante do SARS-CoV-2, o
47D11. Em julho de 2020, outro anticorpo monoclonal humano contra o SARS-CoV, 0 mAb
S309, foi identificado como neutralizante do virus SARS-CoV-2 (PINTO et al., 2020). Outros
anticorpos neutralizantes com reagdo cruzada entre os coronavirus foram identificados (JIANG
et al., 2021) e outros estudos apontaram também promissores anticorpos neutralizantes
isolados de pacientes que haviam se recuperado da infec¢édo pelo SARS-CoV-2 (JU et al., 2020;
ZOST, S.J. et al., 2020; ZOST, Seth J. et al., 2020). Assim, ensaios clinicos com o0 uso dos
anticorpos monoclonais em pacientes de COVID-19 comecaram em diversos paises (CORTI
et al., 2021). Atualmente sete mAb estdo aprovados para uso ha COVID-19 em paises como
Estados Unidos da América (EUA), Japdo, China, Reino Unido, Austrélia, além de paises da

Unido Europeia, e diversos outros estdo em fases de teste. (COVID-19 Biologics Tracker - The

Antibody Society). No Brasil, dois mAb possuem autorizagédo pela Agéncia Nacional de
Vigilancia  Sanitaria  (ANVISA) para uso em casos de COVID-19

(https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/paf/coronavirus/medicamentos).

Apesar do avancgo cientifico e de desenvolvimento de vacinas em tempo recorde, um
novo desafio surgiu com a evolucdo do virus a partir de mutagdes génicas nao homoénimas, isto
é, com alteracdo de aminodcidos de sua sequéncia peptidica. Tais mutagfes ocorreram em uma
velocidade considerada ndo alarmante e em sua maioria deletérias ao virus ou neutras. Estudos
de predicdo mostraram que cerca de 8% das possiveis muta¢des de um Unico aminoacido do
RBD séo favoraveis ao virus (STARR et al., 2020). Porém algumas mutagdes foram capazes
de alterar a proteina S, especialmente em sua regido de RBD, gerando repercussdes tanto na
expressao do RBD como em sua ligacdo ao receptor, assim modificando a interacdo patégeno-
hospedeiro e podendo resultar no escape viral de anticorpos antes neutralizantes, tanto do
plasma de convalescentes como anticorpos monoclonais, além de poderem diminuir a eficacia
das vacinas ja desenvolvidas (WANG et al., 2021). A OMS juntamente com diversos 0rgaos
de pesquisa e saude, bem como autoridades de paises de todo o mundo faz o monitoramento
do SARS-CoV-2 desde janeiro de 2020, e com o surgimento de variantes passaram, entdo, a
monitorar as Variantes de Interesse e as Variantes Preocupantes (VOC, do inglés Variants of
Concern), assim classificadas as que possuem maior afinidade ao receptor celular ou maior
transmissibilidade .

A primeira VOC foi identificada no Reino Unido, em setembro de 2020, denominada
Alfa pela OMS. A variante foi classificada na linhagem PANGO como foi B.1.1.7 (https://cov-

lineages.org/lineage_list.html). Estudos mostraram que a variante Alfa possui apenas uma
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mutacdo no RBD, N501Y. Ainda no més de setembro de 2020 uma nova VOC foi declarada
pela OMS, sendo nomeada entdo Beta (B.1.351 da linhagem PANGO), identificada pela
primeira vez em maio de 2020 na Africa do Sul. O sequenciamento genético da variante
apontou trés mutagdes na regido do RDB, sendo elas K417N, E484K e N501Y (Figura 8) A
terceira VOC, Gama, (P.1 na linhagem PANGO), foi identificada pela primeira vez em
novembro de 2020, no Brasil. Esta variante também possui trés mutacdes no RBD, K417T,
E484K e N501Y, muito semelhantes as mutagdes da variante Beta, com a diferenca de uma
Treonina no sitio 417, ao invés de uma Asparagina (WOZNEY et al., 2022).

Figura 8 - Lista de mutacdes das variantes Alfa, Beta, Gama, Delta, Eta e Kappa

Evolution of Stronger SARS-CoV-2 Variants as Revealed Through the Lens of Molecular Dynamics. ..
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Starr et al. (2020) realizaram amplo estudo experimental, com mapeamento de 3.804
das 3.819 possiveis mutacdes Unicas de aminoacidos do RDB e a relacdo de cada uma delas
com aumento de afinidade na ligagdo ao receptor ou com a expressao do RBD. Dentre as
observadas nas VOC, as mutagdes N501Y e E484K estéo relacionadas ao aumento da afinidade
de ligagdo do virus ao receptor, sem alterar a expressédo do RBD. Enquanto as mutagdes K417N
ou K417T foram neutras quanto a afinidade de ligacdo e impactaram positivamente a expressao
do RBD. Quando avaliadas em conjunto, por mecanica molecular de area de superficie
generalizada Born (MM-GBSA) e por Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR) (Figura
9), as trés mutacGes das variantes Beta e Gama apresentaram aumento de afinidade ao receptor
ECA2 quando comparadas ao SARS-COV-2 original (CHEN et al., 2021; GOBEIL et al.,
2021). Todavia, em outros estudos computacionais com simula¢des de dinamica molecular
(WOZNEY et al., 2022) e mecéanica molecular de area de superficie Poisson-Bolztman (MM-
PBSA) (BURATTO et al., 2021), os autores verificaram reducdo da afinidade de ligagdo das
variantes Beta e Gama, quando comparadas ao virus original. Apesar de resultados divergentes
nos estudos com diferentes métodos, 0 monitoramento genémico dos virus circulantes mostrou
que logo as variantes se espalharam por todo o mundo e se tornaram mais prevalente que o

SARS-CoV-2 original, sugerindo maior transmissibilidade (Figura 10).

Figura 9 - Ligacdo da ECAZ2 as variantes virais por Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

C
ACE2
500
400 [ ps14G
=) _ AFV
& 300 [
il W17
o D614G-K417N-
Q
3 200 B cioaknsory
[ P-1-like
100
[]B.1.351*
0- =

Fonte: Adaptado de Gobeil et al. (2021)

Figura 10 - Grafico da frequéncia cada variante registrada em funcéo dos meses desde o inicio da
pandemia de COVID-19
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Além disso, Gobeil et al. (2021) estudaram a estrutura da proteina S das VOC Alfa,
Beta e Gama por criomicroscopia eletrénica e observaram que as duas Ultimas adotavam a
conformacdo do RDB aberto em 88% das capturas, em contraste com a variante Alfa que
mantinha o RDB exposto em apenas 65% dos registros. Esta diferencga pode resultar em maior
capacidade de ligacéo ao receptor (Figura 11).

Figura 11 - Estruturas moleculares por cristalografia da proteina S de variantes do SARS-CoV-2
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Em maio de 2021 a OMS declarou VOC, a Delta (B.1.617.2) uma variante
primeiramente identificada na india em outubro de 2020. O sequenciamento genético desta
variante evidenciou duas mutagdes no RDB, sendo elas L452R e T478K. Conforme os dados
do mapeamento de Starr et al. (2020), a primeira mutagéo correlaciona-se a um aumento da
expressdo do RBD, sem alterar sua afinidade de ligacao ao receptor em relagdo ao SARS-CoV-
2 original. Ja a segunda mutacao, isoladamente, ndo causaria altera¢Ges tanto na expressao
quanto na afinidade de ligacdo do RBD. Estas analises foram congruentes com o estudo
computacional de Wozney et al. (2022), no qual a afinidade de ligacdo da variante Delta ao
receptor ECA2 foi compativel com a do SARS-CoV-2 original. Quanto a transmissibilidade da
variante, o estudo do monitoramento genémico dos virus circulantes mostrou que rapidamente
a variante Delta se tornou mais prevalente que as demais variantes e que 0 SARS-CoV- 2
original, sugerindo alta transmissibilidade (Figura 10).

A (ltima variante declarada VOC pela OMS, até o momento, é a Omicron. Esta possui
31 mutacdes na proteina S, sendo 15 delas no RBD, conforme apresentado na Figura 12. Shah
e Woo (2022) estudaram o impacto destas mutacdes na afinidade de ligacdo ao receptor por
mutagénese computacional e avaliacdo da energia livre. Os autores observaram que apesar de
individualmente cada mutacéo causar pequena alteracdo na afinidade ao receptor, o resultado
conjunto de todas as mutagdes foi extremamente favoravel a ligacéo do virus a célula, com um
aumento de 2,5 vezes da afinidade de ligacdo, estimada por mecanica molecular de area de
superficie generalizada Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) quando comparado ao SARS-CoV-2
original. A alta transmissibilidade da variante Omicron também pode ser observada por sua
rapida prevaléncia em relacdo as demais variantes Figura 10.

Figura 12 - Quadro das mutagdes ocorridas na regifo do RBD da variante Omicron
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Diversos pesquisadores investigaram se as alteracdes moleculares resultantes das
mutacGes seriam capazes que interferir na capacidade neutralizante dos anticorpos
monoclonais aprovados para uso ou em diferentes fases de teste. Wang et al. (2021)
demonstraram que, de 12 anticorpos monoclonais anti- RBD com capacidade neutralizante do
SARS-CoV-2 original, 2 tiveram redugdo da capacidade neutralizante da variante Alfa
enguanto 5 tiveram sua capacidade neutralizante quase abolida contra a variante Beta. Quanto
a capacidade de neutralizacdo do plasma de convalescentes, ndo houve reducdo da
neutralizacdo da variante Alfa, porém para variante Beta houve reducdo de mais de 9 vezes
quando comparado ao virus original. Os autores demonstraram resultados semelhantes com o
soro de individuos vacinados com duas doses, dos grupos de estudo clinico de fase I, das
vacinas Moderna SARS-CoV-2 mRNA 1273 e Pzifer BNT162b2. O soro de vacinados
apresentou pequena reducao da capacidade neutralizante para a variante Alfa, enquanto houve
grande reducdo da capacidade neutralizante da variante Beta, sendo de 12 vezes para 0s
vacinados com a vacina Moderna e 10 vezes para os vacinados com a vacina Pfizer, comparado
a neutralizacdo do SARS-COV-2 original.

A capacidade de escapar aos anticorpos monoclonais terapéuticos e ao soro de
individuos vacinados ou convalescente pelas variantes Alfa, Beta e Gama também foi estudada
por Hoffmann et al. (2021). A analise das respostas de mAb aprovados para uso terapéutico
nos EUA mostrou reducdo contra as variantes Beta e Gama, assim como a capacidade de
neutralizacdo do plasma de convalescente e o soro de individuos vacinados com Pzifer
BNT162b2. Entretanto, alguns inibidores biol6gicos em pesquisa mantinham sua capacidade
de impedir a interacdo do virus com o receptor, como por exemplo a ECA2 solvel e o inibidor
de TMPRSS2.

Planas et al. (2021), em estudo experimental analisou a sensibilidade da variante Delta
aos anticorpos monoclonais aprovados para uso terapéutico, bem como ao plasma de
convalescentes e ao soro de individuos imunizados com as vacinas da Pfizer, Moderna e
AstraZeneca. Os resultados mostraram que de quatro mAb terapéuticos ja aprovados, apenas
um perdeu seu potencial neutralizante para a variante. Quanto aos anticorpos monoclonais
isolados de individuos previamente infectados, os autores verificaram que de quatro anticorpos
anti-RBD, trés mantiveram capacidade neutralizante a variante Delta, enquanto, dos 4
anticorpos anti-NTD testados, apenas um manteve alguma capacidade de neutralizar a variante.
Ao analisar a resposta ao soro de individuos convalescentes ou individuos vacinados, os autores
encontraram que o soro de individuos convalescentes ndo vacinados apresentava capacidade

neutralizante ap6s 6 meses da infeccdo, porém perdiam a capacidade ap6s 12 meses da
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infeccdo. Ja o soro de individuos previamente infectados que haviam tomado apenas uma dose
do imunizante mantinha total capacidade de neutralizagdo da variante Delta. Ao estudar o soro
de individuos vacinados, sem infeccao prévia, foi verificado que a imunizacdo com apenas uma
dose ndo conferia capacidade neutralizante da variante ao soro destes individuos, porém essa
capacidade era alcancada apds a segunda dose da vacina. Assim, os autores concluiram que a
variante possui alguma resisténcia a terapia com anticorpos monoclonais.

Em seu estudo sobre o impacto das mutacdes da variante Omicron na afinidade de
ligacdo ao receptor, Shah e Woo (2022) também investigaram o efeito das mudancas na
capacidade neutralizantes de oito anticorpos monoclonais, sendo seis até entdo aprovados para
uso emergencial nos EUA e 2 em estudos clinicos de fase I1l. Os autores demonstraram por
simulacdes de dinamica molecular que as mutacdes presentes na variante Omicron causaram
reducédo significativa na capacidade neutralizante de 7 dos 8 mAb estudados. Ao calcularem a
energia de ligacéo livre pelos métodos MM-PBSA e MM-GBSA, o0s autores verificaram que
a reducéo da afinidade de ligacdo ao receptor foi resultante em grande escala da redugéo do
potencial eletrostatico de ligacdo entre os mAb e a variante, quando comparado ao potencial
eletrostatico de ligagdo ao SARS-CoV-2 original.

O surgimento de variantes e a consequente possibilidade de escapar das vacinas e
terapias conhecidas, ou até mesmo de testes diagndsticos, preocupam as autoridades mundiais.
Diante deste fato, pesquisas com o objetivo de desenvolver métodos de profilaticos e de
diagnostico, bem como tratamento medicamentoso para a COVID-19, continuam a liderar o
cenario cientifico mundial. E primordial que o diagndstico da doenca seja simples, rapido e
preciso, além de economicamente vidvel, para que as medidas de contencdo do avanco dos
casos sejam mais efetivas, que haja maior controle das variantes e que novos surtos possam ser
mitigados.

Até o momento, o diagndstico laboratorial da COVID-19 se baseia na detec¢do do
antigeno ou de anticorpos gerados contra 0 SARS-CoV-2. De modo geral, os métodos de
deteccdo do antigeno em sua maioria utilizam amostras de swab de nasofaringe ou orofaringe
e saliva, e podem detectar a presenca do virus por técnicas moleculares ou imunologicas. Ja
os métodos de verificacdo de anticorpos utilizam amostras de sangue ou soro dos individuos e
técnicas imunoldgicas.

Dentre os exames moleculares, também chamados de métodos de amplificacdo de
acidos nucleicos, a Reacdo em Cadeia da Polimerase por Transcri¢cdo Reserva em Tempo Real
(RT-PCR, do inglés Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) € a técnica
considerada atualmente o padrdo ouro para o diagnéstico da COVID-19. O método utiliza
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amostra de swab de nasofaringe ou orofaringe e detecta 0 RNA viral com grande especificidade
e sensibilidade, em um tempo relativamente curto, entre duas e quatro horas (ROTONDO et
al., 2022). Entre suas limitacOes estdo a necessidade de equipamento e pessoal especializados,
a necessidade de procedimentos de biosseguranga mais rigorosos devido & manipulacéo de
material biol6gico com potencial infecioso, 0 que em conjunto eleva o custo do exame, sendo
inacessivel para varias localidades em todo o mundo (WU et al., 2022). Além disso, o método
ndo permite a identificacdo de novas variantes do virus, até que kits de deteccdo especificos
para cada variantes sejam desenvolvidos para a técnica, o que pode resultar em casos falso-
negativos (RAI et al., 2021).

Outros métodos moleculares utilizados ainda com menor frequéncia sdo a PCR Digital
de Goticulas, a Amplificacdo Isotérmica, os sistemas baseados em ferramentas de edicdo
génica como o CRISPR/Cas. Apesar de cada método possuir vantagens especificas, ndo sao
amplamente utilizados para diagnostico da COVD-19 na pratica clinica, com poucos
exemplares aprovados disponiveis no mercado (RAI et al., 2021; ROTONDO et al., 2022).

Os métodos de sequenciamento genético também tém papel fundamental no
diagnostico e monitoramento do SARS-CoV-2 (RAI et al., 2021). O Next-Generation
Sequencing, ou NGS, foi utilizado desde o inicio da pandemia para o sequenciamento completo
do material genético do SARS-CoV-2, o que permitiu a geracdo de bases de dados e
posteriormente o desenvolvimento de primers e sondas necessarios em metodos moleculares
de identificacdo viral, como a propria RT-PCR. Além disso, a partir do mapeamento completo
do genoma viral, foi possivel avancar em pesquisas de biologia estrutural das proteinas e de
mecanismos de interacdo do virus a célula, resultando em avangos no desenvolvimento de
métodos diagnosticos e terapéuticos (RAI et al., 2021; ROTONDO et al., 2022). O NGS possui
a vantagem de sequenciar material genético ainda desconhecido, tendo assim extrema
importancia na identificagdo de novas variantes do SARS-CoV-2. Os dados de sequenciamento
genético do SARS-CoV-2 sdo disponibilizados gratuitamente em bases de dados internacionais
e disponiveis na internet, como por exemplo o GenBank do National Center Biotechnology
Informational (NCBI), Centro de informac@es biotecnoldgicas dos EUA, e a Global Iniciative
on Sharing Avian Influenza Information (GISAID), base de dados mundial criada em 2008 para
compartilhar informacbes da Gripe Aviaria (H5N1) que atualmente também compartilha
informacdo de COVID-19 (ROTONDO et al., 2022).

Além dos métodos moleculares, os baseados em técnicas imunoldgicas para a deteccéo
tanto do antigeno como de anticorpos produzidos sdao amplamente utilizados nos controles

clinico e sanitario da COVID-19. Os testes imunoldgicos sdo divididos em dois grupos, os de
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deteccdo do antigeno e os de identificacdo de anticorpos, principalmente IgM e IgG (WU et
al., 2022). Atualmente diversos testes ja estdo aprovados para uso e disponiveis no mercado

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Santidria — ANVISA (https://www.gov.br/anvisa/pt-

br/assuntos/paf/coronavirus/autotestes) e pelo 6rgdo responsavel norte-americano, Food and

Drug Administration - FDA (https://www.fda.gov/consumers/consumer-updates/covid-19-

test-basics) e sdo baseados em uma ou mais técnicas tanto imunoldgicas como uma combinacédo
de técnicas imunoldgicas e moleculares. Geralmente, estdo divididos em trés categorias, 0s
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), os imunoensaios de fluxo lateral (LFIA do
inglés Lateral Flow Immunoassay) e os imunoensaios quimioluminescentes (CLIA, do inglés
Chemiolumunescent Immunoassay) (WU et al., 2022). Ha ainda os ensaios de neutralizacao
viral, que na prética clinica sdo menos utilizados, sendo seu uso mais frequente na pesquisa
(ROTONDO et al., 2022).

Os testes imunoldgicos de deteccdo de anticorpos utilizam amostras de sangue. Os
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) se baseiam na imobilizacdo do antigeno, ou de
proteinas imunogénicas como a proteina S ou N do SARS-CoV-2, em uma superficie sdlida,
para a deteccao de anticorpos especificos para o antigeno de interesse na amostra testada. Apos
aadicdo e incubacdo da amostra com o antigeno imobilizado, um segundo anticorpo conjugado
a uma enzima é adicionado. Na sequéncia é adicionado o substrato especifico da enzima para
que ocorra a reacao enzimatica e seja produzida luz. A leitura do resultado é feita por um
espectrofotdbmetro que ira ler a absorbancia em um comprimento de onda especifico para tal
reacao enzimatica. Caso haja o anticorpo especifico de interesse na amostra, ocorrera a reacao
enzimatica e maior absorbancia sera observada na leitura do espectrofotémetro (ALHARBI et
al., 2022; RAI et al.,, 2021). No imunoensaio de quimioluminescéncia, o principio €
semelhante, porém o antigeno conjugado a um fluoréforo é imobilizado em microesferas
magneéticas e entdo incubado com a amostra em investigacdo. Em seguida, as microesferas sao
removidas por separagdo magnética e entdo incubadas com o substratro quimioluminescente.
Caso haja na amostra os anticorpos especificos contra o antigeno pesquisado, havera a
producdo de luz e sua quantificacdo podera ser feita em um lumindmetro. O ensaio de
qguimioluminescéncia possui as vantagens de menor tempos de realizacdo e maior sensibilidade
que 0s ensaios enzimaticos, além de maior estabilidade e auséncia de interferéncias no sinal
(ROTONDO et al., 2022). H& ainda inimeros métodos de imunoensaios de fluxo lateral
aprovados para uso na investigacao de anticorpos produzidos contra 0 SARS-CoV-2. A maioria
destes tambem se baseia no principio de imobilizar o antigeno e fazer a deteccdo com um

anticorpo secundario conjugado a uma enzima. Porém, exames de deteccdo de anticorpos tém
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sua maior sensibilidade apenas ap6s duas semanas do inicio dos sintomas, devido a prépria
fisiologia da producéo de anticorpos, dificultando assim o diagnéstico precoce da COVID-19

por estes testes (Figura 13).

Figura 13 - llustracdo da probabilidade da detec¢éo viral ou de anticorpos em funcéo das semanas de infeccdo
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Fonte: Adaptado de Rotondo et al. (2022)

Os ensaios de deteccdo do antigeno se baseiam nos métodos enzimatico (ELISA) e de
fluxo lateral (LFIA) e o principio é o de captura do antigeno por um anticorpo especifico
imobilizado. Estes testes utilizam amostras de swab de nasofaringe ou orofaringe e de saliva.
Ap0s a incubacdo com a amostra, um anticorpo secundario conjugado a uma enzima faz a
deteccdo por mudanca de cor ao entrar em contato com o substrato, sendo feita a leitura do
resultado em espectrofotdmetro para o ELISA ou visualmente para o LFIA (ALHARBI et al.,
2022). Os imunoensaios de fluxo lateral podem ser adaptados para cassetes e sua realizagéo ser
feita em laboratorios, postos de testagem e até mesmo em casa (KIM; LEE, 2022; RAI et al.,
2021). As principais vantagens dos testes imunoldgicos de deteccdo de antigenos sdo sua maior
rapidez no resultado (por exemplo o LFIA), menor necessidade de equipamentos ou pessoal
especializados para execugdo e menor custo total quando comparados aos testes moleculares.
Porém possuem limitagcGes como uma menor sensibilidade (KIM; LEE, 2022), o que pode ser

bastante impactado caso uma nova variante escape ao anticorpo utilizado no teste.
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Apds mais de dois anos do surgimento da COVID-19, o nimero de casos e mortes
continuam a subir, ja ultrapassando a marca de 610.866.000 casos e 6.510.000 mortes. Com o
avanco no desenvolvimento das vacinas, 0s casos de evolugdo para um quadro clinico critico
diminuiram e sdo mais comuns na populacdo idosa, acima de 65 anos, com alguma
comorbidade prévia ou sem esquema vacinal completo. Porém, atualmente ainda ndo existe
tratamento especifico e eficaz para a COVID-19, continuando ser necessario o
desenvolvimento de alternativas profilaticas e terapéuticas. Além disso, o diagnostico precoce
de forma répida e eficiente é de extrema relevancia para o adequado controle da propagacéao da
doenga. O surgimento de novas variantes torna mais desafiador o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais de uso terapéutico e para métodos diagndsticos, fazendo-se necessarias
atualizacdes dos testes realizados com variantes anteriores ou com 0 SARS-COV-2 original.

O presente estudo € parte de um amplo projeto de pesquisa para o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais humanos contra 0 SARS-CoV-2, no qual o uso do receptor ECA2
recombinante é essencial para os ensaios de funcionalidade. Neste contexto, sua producao
configura também estratégia de reducdo de custos, uma vez que pode ser otimizada para

producdo em maior escala.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir a proteina ECA2 recombinante sollvel, para utilizacdo em ensaios no

desenvolvimento de anticorpos monoclonais humanos contra SARS-CoV-2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Expressar a proteina ECA2 recombinante em célula de mamifero;

3.2 Conjugar a proteina recombinante a biotina;

3.3 Realizar ensaio de ligacdo da proteina recombinante & proteina viral,

3.4 Testar a proteina recombinante expressa em ensaio de inibicdo da ligacdo da

proteina viral ao receptor pelos anticorpos produzidos no amplo Projeto.
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4 METODOS
4.1 PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE
4.1.1 Preparo do Vetor de Expresséao

Para o preparo do DNA plasmideal para transfeccdo foi utilizado o kit comercial
Qiagen® Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen HB-0155) e seguido o manual do fabricante. As
bactérias Escherichia coli contendo o vetor (Addgene pcDNA3-sACE2-WT(732)-8h Plasmid
# 154101 - Figura 14) foram estriadas em uma placa de Petri com meio sélido de Luria-Bertani
com Agar e Ampicilina 100 pug/mL e deixadas durante a noite (aproximadamente 15 h) em
estufaa 37°C. No dia seguinte, as placas foram retidas da estufa e deixadas a 4°C até 0 momento
de fazer o inoculo. Este foi feito a partir de uma cultura isolada em 30 mL de meio LB, divididos

em dois falcons de 50 mL, deixados durante a noite, a 37°C, sob agitacdo de 125 rpm.
Figura 14 - Mapa do vetor de expressdo da ECA2 recombinante
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No dia seguinte, as bactérias foram colhidas para a extracdo do DNA plasmideal com
o kit comercial. Para isto os indculos foram centrifugados a 6.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de bactérias ressuspendido em 4 mL do buffer P1
fornecido no kit. A partir deste ponto, foi seguido o manual do fabricante para o protocolo de
alta producao.

Ao final, o DNA foi quantificado por Nanodrop™ 2000C (Thermo Scientific) e

estocado a -20°C.

4.1.2 Preparo das Células de Mamiferos para Transfeccéo

4.1.2.1 HEK 293F
Foi descongelado 1 criotubo do estoque do LabMIB contendo 1 mL com 1 x 107 células

Freestyle™ 293F (ThermoFischer Scientific R790-07) em meio FreeStyle293™ Expression
Medium (ThermoFischer Scientific 12338018) com dimetilsulféxido (DMSO) 10%. O
criotubo foi retirado do freezer -80°C e imediatamente descongelado em banho-maria 37°C.
Pouco antes do conteudo do criotubo estar totalmente descongelado, foi feita a
descontaminacdo externa do tubo com etanol 70% e, entdo, em cabine de fluxo laminar, todo
o volume do criotubo foi retirado com o uso de um pipeta P1000 e transferido para um falcon
de 15 mL contendo 4 mL de meio pré-aquecido a 37°C em banho-maria. As células foram
centrifugadas e o sobrenadante descartado para a retirada do DMSO. Em seguida, as células
foram ressuspendidas em 5 mL de meio novo pré-aquecido a 37°C em banho-maria e todo o
volume transferido para um Erlenmeyer de policarbonato de 125 mL, contendo 30 mL de meio
de cultura FreeStyle293™ Expression Medium. O Erlenmeyer foi colocado em estufa a 37°C,
com CO: a 5% e sob agitacéo de 125 rpm.

A partir do dia seguinte, foram verificadas a densidade e a viabilidade das células
diariamente e feita a passagem de subcultura quando a densidade alcancava 1,5 x 10°
células/mL ou mais (geralmente a cada 24h ou 48h). Quando as células atingiram viabilidade
maior que 95% foram consideradas recuperadas do descongelamento e prontas para a
transfeccdo. Parte da cultura foi criopreservada, conforme o protocolo recomendado pelo

fabricante, para manutengédo do estoque de células de mamiferos.
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4.1.3 Transfeccdo das Células de Mamiferos

Para a transfeccdo das células HEK293F foi utilizado o plasmideo previamente
preparado. Foi seguido o manual do fabricante e todo o procedimento foi realizado na cabine

de fluxo laminar dedicada a cultura de células de mamiferos.

4.13.1 HEK 293F
Para a produgdo da proteina ECA2 recombinante, foi transfectada uma cultura de 30

mL, em um Erlenmeyer de policarbonato de 125 mL. No dia anterior a transfecgdo (D-1), as
células HEK 293F foram ajustadas para uma densidade de 0,6 x 10° células/mL, de modo a
estarem no dia seguinte com densidade superior a 1,0 x 10° células/mL. No dia da transfecgéo
(D0), a densidade foi novamente ajustada, para 1,0 x 10° células/mL. Foram prepadados dois
microtubos A e B. No tubo A foi colocado 37,5 pg de DNA plasmideal e g.s.p 600 pL de meio
OptiPRO™ SFM (ThermoFischer Scientific 12309050). No tubo B, foi acrescentado 37,5 uL
de reagente de transfeccdo FreeStyle™ MAX Reagent (ThermoFischer Scientific 16447100) e
g.s.p 600 pL de meio OptiPRO™ SFM e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos.
Em seguida, o contetdo do tubo A foi adicionado no tubo B e incubado em temperatura
ambiente por mais 15 minutos para a formacao dos complexos lipideos de DNA. Ao final deste
periodo, todo o conteddo do tubo B foi lentamente adicionado ao Erlenmeyer contendo as
células, mantendo uma agitacao circular. Por fim, o Erlenmeyer foi incubado em estufa a 37°C,
CO2 5% sob agitagéo de 125 rpm.

4.1.4 Expressao Transiente da Proteina Recombinante

A expressao da proteina recombinante ECA2 foi realizada de forma transiente. Apos a
transfeccdo do plasmideo, a densidade e a viabilidade das células foram contabilizadas
diariamente e a proteina foi coletada no terceiro dia apds a transfeccdo (D3), sendo
acrescentado meio novo para manter a expressao por mais 7 dias. No 10° dia (D10) foi coletada
novamente toda a proteina expressa. Para a coleta da proteina expressa, o contedo do
Erlenmeyer foi transferido para um tubo falcon estéril de 50 mL e centrifugado a 1.200 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo falcon estéril de 50 mL e
armazenado a 4°C até a purificacdo. O pellet de células foi descontaminado em autoclave para

ser entdo descartado.
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4.1.5 Purificacdo da Proteina Recombinante por Cromatografia de Afinidade

Para a purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade, a solugéo
de tampdo da amostra acrescentado tampdo de ligagédo (0,5 M NaCl, 40 mM NaH2PO4 10 mM
imidazol, pH 7,4). A purificagdo da proteina recombinante ECA2 foi realizada por
cromatografia de afinidade ao Niquel com a resina HisPur Ni-NTA ThermoFischer (Ref:
88221), utilizando o protocolo de centrifugacdo. Por questfes externas ao estudo, foi utilizado
apenas o sobrenadante colhido no D3 de expressao.

Primeiramente, 50 pL da resina foram adicionados a uma coluna de centrifuga
(ThermoFischer Scientific™ 89869) e centrifugado a 700 x g por 2 minutos. O sobrenadante
foi descartado para a retirada do etanol e a resina ressuspendida em 100 pL de tampédo de
ligacdo. Entdo, os 100 uL de resina foram adicionados a amostra (30 mL) e incubados em
temperatura ambiente, em rotacdo 360°, por 30 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 3.000 rpm por 5 minutos e o pellet de resina foi coletado com pipeta P200 e ponteira de ponta
larga, sendo transferido para nova microcoluna de centrifuga. A resina entdo foi lavada com
700 pL de tampéo de lavagem (0,5 M NaCl, 40 mM NaH2PO4 50 mM imidazol, pH 7,4) e
centrifugada a 700 x g por 2 minutos. O procedimento de lavagem foi repetido 2 vezes. Apds
as lavagens, foi trocado o tubo coletor e realizada a eluicdo da proteina. Para isso foram
adicionados 500 pL de tampdo de eluicdo (0,5 M NaCl, 40 mM NaH2PO4 500 mM imidazol,
pH 7,4), incubado por 5 minutos em temperatura ambiente e, entdo, centrifugados a 700 x g
por 2 minutos.

Apos a purificacdo, o tampdo foi substituido por PBS e as proteinas foram concentradas
para 250 puL em filtro Amicon® Ultra, 30 kDa (Ultracell® MerckMillipore UFC 503024). A
proteina foi entdo quantificada utilizando o NanoDrop® 2000 e armazenada a 4°C até sua
utilizacdo nos ensaios. A validacdo da expressdo foi feita por Dot Blot e a pureza da proteina

foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS PAGE).

4.1.6 Dot Blot

Para validar a producgdo da proteina ECA2 recombinante, foi realizado um ensaio de
Dot Blot. Para isso, 2 pL da proteina purificada foram adicionados em uma membrana de
nitrocelulose e aguardada a secagem da amostra. Em seguida, a membrana foi bloqueada com
leite em pd 5% diluido em PBS (solucédo salina tamponada com fostato) por 1 h, em temperatura
ambiente, sob agitacdo. Na sequéncia a membrana foi lavada por 3 vezes, utilizando PBST
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0,05% (PBS com Tween-20 a 0,05%) e mantendo-a sob agitacdo por 5 minutos. Apos as
lavagens, foi adicionado anticorpo anti-Histag (Invitrogen) conjugado a enzima peroxidase de
rabano (HRP), diluido 1:1000 em PBS e incubado por 1h em temperatura ambiente, sob
agitacdo. A seguir, ap6s a membrana ser novamente lavada conforme descrito, foi adicionado
substrato tetrametilbenzidina (TBM) e novamente incubado em temperatura ambiente, sob
agitacdo, por tempo suficiente para a verificacdo do resultado visualmente (aproximadamente

15 minutos).

4.1.7 SDS-PAGE

A pureza da proteina expressa verificada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicdo desnaturante. Para isso foi feito um gel de poliacrilamida 12% e a
amostra da proteina foi preparada 4:1 em tampdo redutor (SDS 4%, B-mercaptoetanol 4%,
glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%), sendo colocada em banho-maria de agua fervente
por 5 minutos, seguidos de 2 minutos a 4°C. A seguir, a amostra foi adicionada ao gel
juntamente com o marcador (ThermoFischer Ref: 26616) e corrida a eletroforese a 120V. Ap6s
a eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad), durante a noite.
No dia seguinte, o gel foi lavado com agua destilada e descorado com solucdo descorante

(etanol 30%, &cido acético glacial 10%).

4.1.8 Conjugacdo da Proteina Recombinante a Biotina

Para possibilitar a realizacdo de alguns ensaios, a proteina ECA2 recombinante
expressa foi conjugada a biotina utilizando kit comercial (Sigma-Aldrich® H1779), conforme
0o manual de instrucdes do fabricante. Foi calculada a quantidade de proteina que seria
conjugada e entdo calculado um excesso molar de 20 vezes de biotina, utilizando o calculo
exposto no manual. A seguir, a biotina foi retirada da refrigeracéo e equilibrada em temperatura
ambiente e, entdo, dissolvida a 10 mM em DMSO anidro. Apds, a solucdo reagente de biotina
foi adicionada a proteina ECA2 recombinante e incubada a 4°C durante a noite. Por fim, o
excesso de biotina que nao reagiu com a proteina foi eliminado com filtro Amicon® Ultra,

30kDa e a proteina recombinante biotinilada foi armazenada a 4°C para ensaios posteriores.
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4.2 ENSAIOS DE LIGACAO A PROTEINA VIRAL
421 ELISA

Para determinar a ligacdo da proteina recombinante a proteina S, foi realizado ensaio
de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-linked Imunosorbent Assay). Para
isto, a placa de 96 pogos foi sensibilizada com 50 pL da proteina Spike original (R&D Systems
—10549-CV) a 2 pg/mL em PBS e incubada por 1h a 37°C. Na sequéncia, a placa foi lavada 3
vezes com 300 uL de PBST 0,1%, foi adicionado a cada po¢o 300 uL solucéo de blogueio
(BSA 1% em PBS) e a placa incubada por 1h a 37°C. ApGs esse tempo, a placa foi lavada
novamente e 50 uL da proteina ECA2 recombinante biotinilada (em duas concentragdes, 1
pg/mL e 2 pg/mL, diluidas em solugédo de blogueio) foram adicionados a cada poco, e a placa
foi novamente incubada por 1h a 37°C. Apos lavagens como descrito, foram adicionados 50
pL de estreptavidina conjugada com HRP (diluida em solucéo de bloqueio 1:1.000) e incubado
por 1h a 37°C. Por fim, a placa foi revelada com a adicdo de substrato de 50 pL de TMB,
incubada por aproximadamente 30 min a 37°C e a reacdo interrompida com 50 pL de &cido
sulfurico 1 M. A leitura do resultado foi feita no espectrofotdbmetro no comprimento de onda

de 450 nm para determinacao da absorbancia.

4.2.2 Citometria de Fluxo

Para testar a ligacdo em condicdo ndo desnaturante, foi realizada citometria de fluxo
em colaboracéo com a pesquisadora
Verenice Paredes. Para esse ensaio foram utilizadas células HEK293F transfectadas com os
vetores letivirais das variantes Alfa (Addgene pCDNA3.3_CoV2_B.1.1.7 Plasmid #170451) e
Gama (Addgene pcDNA3.3_CoV2_P1 Plasmid #170450) para a expressao da proteina S na
superficie celular.

No D2 pos-transfecgdo, as células coletadas por centrifugacdo a 1.200 rpm durante 5
minutos, em temperatura ambiente. O meio de cultura foi descartado e as células
ressuspendidas em solucdo de bloqueio (albumina de soro bovino - BSA 0,5%, PBS e Soro
Fetal Bovino 1%) para uma densidade final de 1x107 células/mL. Foram adicionados 100 pL
em cada microtubo e as células foram incubadas com a ECA2 diluida (a 1 pg/mL) em solucéo
de blogueio a 37°C, em agitacdo a 125rpm por 1h. A seguir, foram lavadas por 3 vezes com 1

mL PBS, sendo centrifugadas a 400xg por 3 minutos e o sobrenadante descartado com auxilio
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de uma pipeta P1000, a cada lavagem. Ao final as células foram ressuspendidas em 100 pL de
solucéo de blogueio com estreptavidina conjugada com AlexaFluor™ 488 (Invitrogen S11223)
diluida 1:2000 e novamente incubadas a 37°C, em agitacdo a 125rpm por 1h. Por fim, as células
foram novamente lavadas 3 vezes como na etapa anterior e ressuspendidas em PBS com DAPI
(4°-6’-diamino-2-fenilindol) 1 pg/mL. Ao final, as amostras foram mantidas em gelo

protegidas da luz até a leitura no citbmetro.

4.3 ENSAIOS DE INIBICAO DA LIGACAO A PROTEINA VIRAL
4.3.1 Citometria de Fluxo

Para verificar se 0 método seria adequado para o ensaio de inibi¢cdo da interacdo da
ECA2 recombinante produzida com a proteina S expressa na superficie celular por vetores
lentivirais, foi realizada nova citometria de fluxo, em colaboragdo com a pesquisadora Verenice
Paredes. Para esse ensaio também foram utilizadas células HEK 293F transfectadas com os
vetores letivirais das variantes Alfa e Gama.

Conforme o protocolo descrito anteriormente, no D2 pos-transfeccdo, as células foram
coletadas e ressuspendidas em solucéo de bloqueio (BSA 0,5%, PBS e Soro Fetal Bovino 1%)
para uma densidade final de 1x10’ células/mL, sendo adicionados 100 pL em cada microtubo.
As células foram incubadas primeiramente com 100 pL do scFv (2 pg/mL) por 30 minutos a
37°C e posteriormente com 100 uL de ECA2 recombinante (1 pg/mL) a 37°C por 1h, em
agitacdo a 125rpm. Apos esse periodo, foram lavadas por 3 vezes com 1 mL PBS, sendo
centrifugadas a 400xg por 3 minutos e o sobrenadante descartado entre as lavagens com auxilio
de uma pipeta P1000. Entdo, as células foram ressuspendidas em 100 pL de solucdo de
bloqueio com estreptavidina conjugada com AlexaFluor™ 488 (1:2000) e incubadas a 37°C,
em agitacdo a 125rpm por 1 hora. Por fim, as células foram novamente lavadas 3 vezes e
ressuspendidas em PBS com DAPI 1 pg/mL. As amostras foram mantidas em gelo e protegidas
da luz até a leitura no citémetro de fluxo.

Posteriormente, foram realizados novos ensaios de citometria de fluxo para otimizacgao
da concentracdo de ECA2 recombinante e para titulacdo dos anticorpos no ensaio de inibicao
da ligacéo da proteina viral ao receptor. Para isso, 0 mesmo protocolo descrito foi utilizado.

No ensaio de otimizagdo da concentracdo da ECA2 recombinante, as células, apds
colhidas e ressuspendidas em solucéo de blogueio, foram incubadas com a ECA2 recombinante
em 5 dilui¢Oes seriadas 1:2 (a partir de 1 pg/mL) por 1 h a 37°C sob agitagdo. Em seguida, as
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células foram lavadas e incubadas por mais uma hora com estreptavidina conjugada com
AlexaFluor™ 488. Entdo, as células foram novamente lavadas e ressuspendidas em PBS com
DAPI 1 pg/mL. As amostras foram mantidas em gelo e protegidas da luz até a leitura no
citometro de fluxo.

No ensaio de titulacdo dos anticorpos na inibicdo da interacdo da proteina viral ao
receptor, as células, colhidas e ressuspendidas em solucéo de bloqueio, foram incubadas com
a ECA2 recombinante diluida 0,5 pg/mL por 1h a 37°C sob agitacdo. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas por mais uma hora com 4 dilui¢Ges seriadas 1:2 (iniciando em 10
pg/mL) dos anticorpos produzidos no amplo Projeto. Apds esse periodo, as células foram
lavadas e incubadas novamente com estreptavidina conjugada com AlexaFluor™ 488. Por
fim, as células foram novamente lavadas e ressuspendidas em PBS com DAPI 1 pg/mL. As

amostras foram mantidas em gelo e protegidas da luz até a leitura no citdmetro de fluxo.

44 PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE EM DIFERENTES LINHAGENS
DE CELULAS DE MAMIFEROS

Com o objetivo de otimizar a produtividade da proteina recombinante, foi realizada
nova expressdo da proteina recombinante em duas linhagens de células de mamiferos. Para
esta nova expresséo do receptor ECA2, foi utilizado o mesmo vetor preparado anteriormente,

0 qual estava estocado a -20°C.

4.4.1 Preparo das Células de Mamiferos para Transfeccéo

Nesta segunda etapa, foram utilizadas duas linhagens celulares de mamiferos para a

expressdo da proteina recombinante, as células ExpiCHO e as células HEK293F.

44.1.1 ExpiCHO
O kit comercial de expressdo em células ExpiCHO-S™ (Thermo Fischer Scientific

A29133) foi adquirido pelo LabMIB. As células foram descongeladas para expanséo e estoque
pelo professor André Nicola. Uma aliquota da cultura em expansao, apds ser considerada
recuperada do descongelamento, foi cedida para este estudo.

As células foram mantidas em 25 mL de meio de cultura ExpiCHO™ Expression

Medium, em Erlenmeyer de policarbonato de 125 mL, em atmosfera imida de CO, 8% a 37°C,
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sob agitacao de 125rpm. A viabilidade e a densidade das células foram monitoradas a cada 48h

ou 72h e a subcultura feita sempre que a densidade atingia 4x10° — 6x10° células/mL.

44.1.2 HEK293F
O preparo das células HEK 293F seguiu o protocolo utilizado na produgdo do primeiro

lote, descrito anteriormente. Com objetivo de melhor comparacao das expressoes nas diferentes
linhagens celulares, a expressdo do segundo lote da proteina recombinante foi realizada em 25

mL de cultura celular.

4.4.2 Transfecgdo das Celulas de Mamiferos

4.42.1 ExpiCHO
No dia anterior a transfeccéo, a densidade da cultura foi ajustada para 4x10° células/mL,

conforme o manual de instruges. No dia da transfeccdo (DO), a densidade foi novamente
ajustada para 6x10° células/mL em meio novo pré-aquecido a 37°C, e a viabilidade verificada,
sendo de 99,7%. Em seguida foram preparados os reagentes de transfeccdo conforme as
orienta¢Ges do guia do usuario. Em um microtubo A, foram diluidos 25 pg de DNA plasmideal
em 1 mL de meio OptiPRO™, Em um microtubo B, foi adicionado 80 pL do reagente de
transfeccdo ExpiFectamine™ CHO Reagent a 1 mL de meio OptiPRO™. Imediatamente apos,
o0 contetdo do tubo B foi adicionado no tubo A e incubado por 5 minutos para a formacao dos
complexos lipideos de DNA. Por fim, a solugéo foi adicionada a cultura de células lentamente,
mantendo movimentos circulares do Erlenmeyer. A cultura foi mantida na estufa a 37°C com

atmosfera umida de CO2 a 8%, sob agitacdo de 125 rpm.

4.4.2.2 HEK293F
A transfeccdo das células HEK293F para a producdo do segundo lote de proteinas

recombinantes seguiu 0 mesmo protocolo descrito para o primeiro lote, porém foi transfectado
um volume de 25 mL de cultura e os volumes de DNA, reagente e meio foram ajustados
proporcionalmente. Apos a transfeccdo, as células foram mantidas na estufa com atmosfera
Umida de CO2 a 8%, a 37°C, sob agitacdo de 125 rpm.
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4.4.3 Expressdo Transiente da Proteina Recombinante

4.4.3.1 ExpiCHO
A expressdo da proteina recombinante ECA2 em células ExpiCHO foi realizada de

forma transiente, seguindo o protocolo padrdo do manual do instrugdes. No primeiro dia apds
a transfeccdo, foram adicionados 150 pL de ExpiCHO™ Enhancer e 6 mL de ExpiCHO™
Feed. A densidade e a viabilidade das células foram monitorizadas diariamente e a proteina
foi coletada quando a viabilidade caiu para <60%, no 11° dia (D11) apos a transfeccdo. Para a
coleta da proteina, toda a cultura foi transferida para um falcon estéril de 50 mL e centrifugada
a 1.200 rpm, por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente e
coletado em novo falcon estéril de 50 mL e armazenado a 4°C até a purificacdo. O pellet de
células foi descartado conforme o fluxo de organismos geneticamente modificados do
LabMIB.

4.43.2 HEK 293F
A producédo do segundo lote de proteina recombinante ECA2 em células HEK 293F

também foi realizada por expressdo forma transiente. Porém a coleta da proteina ndo foi
realizada em duas etapas. Apds a transfeccdo, a densidade e a viabilidade das células foram
contabilizadas diariamente e a proteina foi coletada quando a viabilidade diminuiu para < 60%
(no 7° dia apos a transfeccdo — D7). A coleta da proteina foi realizada conforme descrito

anteriormente e o sobrenadante contendo a proteina armazenado a 4°C até a purificag&o.

4.4.4 Purificacdo da Proteina Recombinante por Cromatografia de Afinidade

A purificacdo da proteina produzida no segundo lote foi realizada também por
cromatografia de afinidade, porém pelo método gravitacional. As colunas foram montadas
conforme o manual de instrugdes do fabricante. Foram adicionados 800 pL da resina 1:2 em
etanol 70% a coluna e entdo foram adicionados 2,5 mL de tampé&o de ligacdo. Apds a passagem
do tampéo de ligacéo, foi adicionado aos poucos todo o volume do sobrenadante contendo a
proteina recombinante (aproximadamente 25 mL). Ap6s o término da passagem do
sobrenadante, foi realizada a lavagem da resina com 3x 800 pL do tampéo de lavagem. Em
seguida, a proteina foi eluida 5 vezes em 400 pL de tampéo de eluicdo cada. Os volumes de
passagem na coluna foram coletados e armazenados a cada etapa separadamente para controle

e testes posteriores. Apos a purificacdo da proteina, foi realizada a troca do tampéo de eluicéo
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por PBS em colunas de gel-filtracdo (Merck PD10 Sephadex G-25 Medium). Ao final, a pureza

da proteina foi verificada por Western Blot.

445 Western Blot

Para validar a producdo e verificar a pureza da proteina expressa nas diferentes
linhagens de células de mamiferos, foi realizado um Western Blot. Para isso, primeiramente
foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em condigéo desnaturante,
conforme o protocolo descrito anteriormente, utilizando 12 ul de proteina 4:1 em tampéo de
amostra. Apos correr a eletroforese, a proteina foi transferida para membrana de nitrocelulose.
A membrana foi bloqueada com solucéo de leite em pé 5% em PBS por 1h em temperatura
ambiente sob agitacdo. Posteriormente, a membrana foi lavada com PBST 0,05% por 3 vezes
e incubada com anticorpo anti-Histag conjugado com HRP (Thermo Scientific) diluido 1:1000
em solucédo de blogueio, por mais 1h. Ao final, apds lavada, a membrana foi revelada com

substrato TMB e o resultado registrado no fotodocumentador.

4.4.6 Conjugacdo da Proteina Recombinante a Biotina

A conjugacdo da proteina a biotina foi feita utilizando o kit comercial da Sigma-
Aldrich® (Ref: H1779), conforme o protocolo j& descrito, seguindo as orientacdes do
fabricante. O excesso de biotina ndo conjugada foi eliminado por gel-filtracdo, e
posteriormente a proteina ECA2 conjugada a biotina foi concentrada, utilizando filtro
Amicon™ Ultra 30 kDa. A proteina foi quantificada no Nanodrop™ 2000 e armazenada a 4°C

até a utilizagdo nos ensaios.

4.4.7 Andlise Dos Dados

Os resultados numéricos dos ensaios de ELISA e citometria de fluxo foram analisados
e tratados com o programa GraphPad Prism 9.4.1 para a elaboracdo de gréaficos. Para os
resultados dos ELISA, foram calculados as médias e os erros padrdo. E para o calculo do valor
de p foi utilizado ANOVA aninhado. Para os resultados das citometrias de fluxo, os intervalos
de confianga de 95% foram calculados com o méetodo de Wilson/Brown e os valores de p foram

calculados por teste exato de Fisher.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPRESSAO TRANSIENTE E PURIFICACAO DA PROTEINA ECA2
RECOMBINANTE

A proteina ECA2 recombinante expressa de forma transiente em células de mamiferos,
apos ser purificada por cromatografia de afinidade e concentrada em 250 pL com filtro
Amicon™ Ultra (30kDa), foi quantificada no Nanodrop™ 2000, sendo a concentracéo final

de 43 pg/mL, e validada por Dot Blot utilizando anticorpo anti-Histidina (Figura 15).

Figura 15 — Fotografia da membrana de Dot Blot da ECA2 recombinante expressa em HEK 293F, detectado
com anticorpo anti-Histidina conjugado a HRP

Fonte: Arquivo pessoal

Para verificar a pureza da proteina ECA2 recombinante, foi realizado SDS-PAGE em

gel de poliacrilamida 12%, verificando-se a banda em aproximadamente 110kDa (Figura 16).

Figura 16 — Fotografia de gel de SDS-PAGE para verificacdo da pureza da ECA2 expressa em HEK293F, com
linha pontilhada indicando a banda de peso molecular de 100 kDa (esquerda) e referéncia do peso molecular
segundo o marcador ThermoScientific™ ref 26617 (direita)
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Fonte: Arquivo pessoal e manual do fabricante disponivel em:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26617?SID=srch-hj-26617. Acesso em 21 set. 2022
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5.2 ELISA DE LIGACAO DA ECA2 RECOMBINANTE A PROTEINA SPIKE

ORIGINAL

Para verificar se a ECA2 recombinante produzida se liga a proteina Spike original, foi

realizado um ELISA em duas concentragdes diferentes, 1 ug/mL e 2 pg/mL, de duas aliquotas

biotiniladas separadamente. Foi observada ligacdo do receptor recombinante a Spike original

nas duas concentragdes (Figura 17) com absorbancia mensurada a 450 nm.

Figura 17 — Gréfico do resultado do ELISA de ligagdo ECAZ2 a proteina Spike original de SARS-CoV-2

Fonte: Elaborado pela autora. As barras
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sdo médias e as barras de erro sdo erro padrdo. Os valores de p foram

calculados por ANOVA aninhado.

Ao comparar os resultados

obtidos com a ligagéo da ECA2 recombinante expressa em

células HEK293F com os resultados de ELISA anteriormente realizado com ECA2 comercial

(Sino Biological inc —10108-H08H-B), foi observado diferenca nos valores de absorbancia,

sendo maiores os valores mensurados na ligacdo da ECA2 recombinante expressa neste estudo,

nas duas concentragdes testadas (Figura 18).

Figura 18 — Grafico da absorbancia a 450 nm da ligacdo da ECA2 recombinante comercial ao RBD e a proteina
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5.3 CITOMETRIA DE FLUXO

Para confirmar a ligacdo da ECA2 recombinante a proteina Spike em condi¢do nao
desnaturante, foi realizada citometria de fluxo. Células HEK293F foram transfectadas com
vetores das variantes Alfa e Gama para expressdo na superficie celular e entdo incubadas com
o receptor ECAZ2 biotinilado, sendo marcadas posteriormente com estreptavidina conjugada
com AlexaFluor™ 488. Na Figura 19, o painel A apresenta as estratégias de gating utilizadas
e 0 painel B as células transfectadas com a variante Gama e coradas com DAPI. Como
mostrado na Figura 19 no painel C, foi verificada ligagdo de 7,61% e 14,4% das células

expressando as variantes Alfa e Gama, respectivamente.

Figura 19 - Ligagdo da ECA2 recombinante as proteinas S das variantes Alfa e Gama
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) Estratégia de gating. Células transfectadas com Gama nado coradas. O
painel a esquerda mostra o primeiro gate para selecdo de células (FSC-A x SSC-A). O painel do meio
mostra o gate seguinte, que contém células Unicas (FSX-W x FSC-H). Por fim, o painel da direita
mostra a coloragdo dessas células Unicas com DAPI e estreptavidina conjugada a Alexa Fluor 488. (B)
Controle em que as mesmas células mostradas no painel A foram coradas com DAPI. (C) Liga¢do de
ECA2 recombinantes. Células ndo-transfectadas e transfectadas para expressao da proteina Spike
das variantes Alfa e Gama foram incubadas com ECA2 soluvel biotinilada e estreptavidina conjugada
a Alexa Fluor 488. Em comparagao com o grafico a esquerda, os dois outros graficos mostram que a
ECA2 recombinante se ligou a Spike das variantes Alfa e Gama.

Posteriormente, para verificar se a citometria de fluxo poderia ser uma estratégia para
ensaios de inibicdo da interacdo da proteina Spike com o receptor ECA2 no desenvolvimento
dos anticorpos monoclonais humanos do amplo Projeto, foram realizados dois ensaios.

Primeiramente foi realizado um ensaio de ligacéo de trés anticorpos no formato scFv (3-3, 3-
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64 e 4-4) as ceélulas transfectadas com as variantes Alfa e Gama. Para a variante Alfa, foi
verificada ligacdo de 9,26% ao scFv 3-3, 20,9% ao scFv 3-64 e 8,92% ao scFv 4-4. Ja para a
variante Gama, foi observada ligacao de 7,27%, 3,05% e 6,88% para os scFv 3-3, 3-64 e 4-4,
respectivamente (Figura 20, painel A).

Em seguida, foi realizado um ensaio de inibi¢do da ligagdo da ECA2 recombinante a
proteina viral da variante Gama por estes trés anticorpos. Conforme apresentado na Figura 20
no painel B, os anticorpos foram capazes de inibir a ligagcdo da proteina viral ao receptor, sendo
a citometria de fluxo um método Util para estudar a funcionalidade dos anticorpos em

desenvolvimento, a qual pode posteriormente ser confirmada em ensaios de neutralizagéo.

Figura 20 - Ligacéo dos scFv as proteinas S das variantes Alfa e Gama (A) e inibicdo da ligacdo da proteina S
da variante Gama pelos scFv

A
Nao-corada scFv 3-3 scFv 3-64 scFv4-4
= : . :
& &3 g 3 z
< 31 e 8 5 5
3 11 N
-y
T BALC LG R RE URALL REIL R TR G B B
Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488
° [ = _
£ 0 < % o
8 8 o a e 3
3 qv,t
TS RETTR R gy gy ey
Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488
B
Gama + ECA2 Gama + ECA2 + scFv 3-3 Gama + ECA2 + scFv 3-64 Gama + ECA2 + scFv 4-4
_ [ - —
% E % %
a (=] (=]
: kE
3y
L G s e L B G B
Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488

Fonte: Elaborado pela autora. (A) Ligagdo dos scFvs 3-3, 3-64 e 4-4 a proteina Spike das variantes Alfa e
Gama. Células HEK 293F foram transfectadas para expressao das Spikes das variantes Alfa ou Gama
e incubadas com scFvs biotinilados. A ligacdo foi detectada com estreptavidina conjugada a Alexa
Fluor 488. O painel a esquerda é o controle com as células que ndo foram coradas nem com DAPI
nem com scFv + estreptavidina. (B) Bloqueio da ligacdao de ECA2 a proteina Spike por scFvs. Células
HEK 293F transfectadas para expressao da Spike da variante Gama foram incubadas com scFvs nao-
biotinilados. Em seguida, as células foram incubadas com ECA2 biotinilada e a ligacdo da ECA2 a
Spike detectada com estreptavidina conjugada a Alexa Fluor 488. O painel da esquerda mostra um
controle em que nenhum scFv foi usado para bloquear a interagdo ECA2-Spike.
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No ensaio para otimizacdo da concentracdo da ECA2 recombinante a ser utilizada nas
citometrias de fluxo, foi observado que na concentracdo de 5 pg/mL houve ligacdo de 4,18%
das células transfectadas expressando a variante Alfa e 11,2% das células expressando a
variante Gama. Na concentracdo de 10 pg/mL de ECA2 recombinante, os percentuais de
ligacdo foram de 7,42% e 11,1% para as variantes Alfa e Gama, respectivamente (Figura 21).

Assim, foi optado por utilizar a concentracdo de 0,5 pg/mL para 0s ensaios seguintes de
citometria de fluxo.

Figura 21 - Grafico da ligacéo da proteina ECA2 recombinante as proteinas S das variantes Alfa e Gama, por
citometria de fluxo
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Fonte: Elaborado pela autora. As barras sdo a porcentagem de células, e as barras de erro sdo o intervalo de
confianga de 95% (1C95%), calculados pelo método de Wilson/Brown. Os valores de p foram calculados por

teste exato de Fisher. Os asteriscos significam p < 0,0001.

A sequir, foi realizado ensaio de inibicdo da ligacdo entre a ECA2 recombinante e as
proteinas S das variantes Alfa e Gama, com titulacdo dos scFv utilizados.
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Figura 22 - Gréafico da inibicdo da ligagdo da ECA2 recombinante a proteina S da variante Alfa por trés clones
de scFv
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Fonte: Elaborado pela autora. As barras sdo a porcentagem de células, e as barras de erro sdo o intervalo de
confianga de 95% (1C95%), calculados pelo método de Wilson/Brown. Os valores de p foram calculados por
teste exato de Fisher. Os asteriscos significam p < 0,0001.

Conforme observado nas figuras Figura 22 e Figura 23, os trés clones foram capazes de
inibir a interacdo das proteinas virais com o receptor. Na concentracdo de 5 pg/mL, o clone 3-
64 inibiu 93,7% das ligagdes do receptor com a variante Alfa, seguido do 4-4 e do 3-3 (91,8%
ambos). Na interacdo do receptor com a proteina S da variante Gama, verificou-se inibicdo de
94,6% das ligacOes pelo 3-3, 93,9%, pelo 3-64 e 92,3%, pelo 4-4.

Figura 23 - Grafico da inibi¢do da ligacdo da ECA2 recombinante a proteina S da variante Gama por trés clones
de scFv
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Fonte: Elaborado pela autora. As barras sdo a porcentagem de células, e as barras de erro sdo o intervalo de
confianga de 95% (1C95%), calculados pelo método de Wilson/Brown. Os valores de p foram calculados por

teste exato de Fisher. Os asteriscos significam p < 0,0001.
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54 EXPRESSAO DA ECA2 RECOMBINANTE EM DIFERENTES CELULAS DE
MAMIFEROS

A fim de se determinar se haveria diferenca na produtividade de diferentes linhagens
de células de mamiferos, bem como na funcionalidade da proteina expressa, foram utilizadas
células Expi-CHO e HEK293F para a producdo de um segundo lote de proteina ECA2
recombinante. Apo0s a expressdo transiente e a purificacdo da proteina por cromatografia de
afinidade, foi realizada a quantificacdo da proteina com o Nanodrop™2000. A concentracdo
mensurada da ECA2 recombinante expressa em ExpiCHO foi de 3,4 mg/mL e a da expressa
em HEK 293F foi de 1,8 mg/mL. A validacdo da expressdo e a verificagdo da pureza da
proteina foram realizadas por Western Blot. A Figura 24 mostra uma banda heterogénea de
aproximadamente 115kDa para a proteina expressa em ExpiCHO e uma banda homogénea de
aproximadamente 110kDa para a expressa em HEK293F. A diferenca observada na

homogeneidade da banda sugere diferentes padrdes de glicosilacgéo.

Figura 24 — Fotografia da membrana de Western Blot da ECA2 recombinante expressa em ExpiCHO e HEK
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Fonte: Arquivo pessoal e do LabMIB e manual do fabricante disponivel em:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26617?S1D=srch-hj-26617. Acesso em 21 set. 2022. O
ensaio de Western Blot foi detectado por anticorpo anti-Histag conjugado a HRP (esquerda) e referéncia do

peso molecular segundo 0 marcador ThermoScientific™ ref 26617 (direita)

Para verificar se a proteina ECA2 produzida nas duas diferentes linhagens celulares se
liga ao RBD da proteina S do SARS-COV-2 original, foi realizado ELISA com diferentes
concentragOes da proteina (diluicdo seriada 1:2 iniciando em 10 pg/mL). Tanto a proteina


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26617?SID=srch-hj-26617
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expressa em ExpiCHO quanto a expressa em HEK293F se ligaram ao RBD do SARS-COV-2

original na concentracdo de 2,5 pg/mL (Figura 25).

Figura 25 — Grafico do ELISA de ligacdo da proteina ECA2 recombinante ao RBD da proteina Spike original
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Fonte: Elaborado pela autora. As barras sdo médias, barras de erro sdo erro padrao, n=1, logo ndo ha valor de p.
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a producdo da ECA2 recombinante expressa de forma
transiente em células de mamiferos. A producdo foi validada por ensaio de Dot Blot na primeira
etapa e, por Western Blot na segunda etapa. A produtividade alcangcada no primeiro lote
produzido foi de 10,75 pg totais da proteina, numa concentragdo final de 43 pg/mL. Tal
resultado é comparavel ao rendimento descrito por Castilho et al. (2021). Os autores
publicaram a expressdo transiente de ECA2 conjugada ao fragmento Fc em Nicotiana
benthamiana glicoengenheira e relataram producédo de 50 pg/g da proteina recombinante. No
presente estudo, um segundo lote foi produzido em que a proteina foi expressa em células
ExpiCHO e em células HEK293F, também de forma transiente. Nesta etapa, a produtividade
foi consideravelmente maior, sendo 510 ug totais para as células ExpiCHO e 270 pg totais para
as células HEK293F, numa concentragdo final de 3,4 mg/mL e 1,8 mg/mL, respectivamente.
A diferenca entre a produtividade obtida no primeiro e no segundo lote de proteina expressa
em células HEK 293F pode ser explicada pelos diferentes momentos de coleta do sobrenadante,
os quais foram o 3° dia ap0és a transfeccdo para o primeiro lote e 0 6° dia ap0s a transfeccao
para o segundo lote. Alta produtividade de proteinas também foi relatada por Hsieh et al. (2020)
em estudo em que utilizaram vetor de expressdo da proteina S otimizado em expressao
transiente, tanto em células HEK293 F como células ExpiCHO. No estudo, os autores
obtiveram 32,5 mg/mL de proteina S expressa em ExpiCHO e 10,5 mg/mL, em HEK 293F.

Apesar do maior rendimento da expressao da ECA2 em células ExpiCHO, o ensaio de
Western Blot mostrou diferenca na massa molecular da proteina quando comparado a
expressdo em células HEK 293F, o que poderia ser devido a mudangas no padrdo de
glicosilagdo. Essa diferenca também foi relatada por Gstottner et al. (2021) em estudo de
caracterizacdo estrutural e funcional de RBD do SARS-CoV-2 expressos em células CHO e
células HEK?293. A importancia da glicosilacdo, tanto da ECA2 como da proteina S de SARS-
CoV- 2, para a modulacdo da interacdo entre o virus e o receptor foi descrita por Zhao et al.
(2020). Porém, no presente estudo, o ELISA de ligacdo da ECA2 recombinante ao RBD do
SARS-CoV-2 original resultou em similar capacidade de ligacdo, quando comparadas as
proteinas produzidas em células ExpiCHO e em células HEK293F. Este resultado é
corroborado pelos achados de Gstottner et al. (2021) que também relataram comparével
capacidade de ligacdo ao receptor do RBD expresso nas diferentes linhagens celulares.

A expressdo da ECA2 recombinante em células de mamiferos proposta neste estudo

também configurava estratégia de reducdo de custos para o desenvolvimento dos anticorpos
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monoclonais. Ao comparar 0s resultados do ensaio de ligacdo da proteina recombinante ao
SARS-CoV-2 com o ensaio de ligacdo de ECA2 comercial, verificou-se maior absorbancia na
ligacdo da proteina produzida no estudo, sugerindo melhor capacidade de ligacdo que da
proteina comercial. Portanto, confirmou-se ser a producdo da ECA2 recombinante uma
ferramenta Util para redugdo dos custos do amplo Projeto.

Quanto a capacidade de ligacao as variantes, o ensaio de citometria de fluxo mostrou
que a ECA2 recombinante expressa em células HEK293F manteve sua capacidade de ligagéo,
com um percentual de ligacdo maior para a variante Gama comparado a variante Alfa. Esse
aumento do percentual de ligagdo pode refletir aumento da afinidade da variante Gama ao
receptor celular, demonstrado no estudo de Gobeil et al. (2021). Os autores estudaram a
estrutura da proteina S das VOC Alfa, Beta, Gama por criomicroscopia eletronica e
constataram que a variante Alfa apresentou a conformacdo de RBD aberto em
aproximadamente 65% das amostras, enquanto essa conformacgdo correspondeu a
aproximadamente 88% das observadas para as variantes Beta e Gama. Logo, conforme o
relatado, permanece mais acessivel nas variantes Beta e Gama, favorecendo a ligacdo ao
receptor. Porém, no mesmo estudo, os autores verificaram menor ligacdo da ECA2 a variante
Gama em relacdo a variante Alfa, por Ressonancia Plasménica de Superficie. A divergéncia
dos resultados pode ser relacionada a diferenca dos métodos utilizados. O estudo
computacional de Wozney et al. (2022) com simulacdo molecular também demonstrou menor
afinidade ao receptor da variante Gama comparada ao SARS-CoV-2 original, em contraste com
0 estudo experimental de Starr et al. (2020), no qual as mutacgdes observadas na variante Gama,
E484K e K417T, foram relacionadas ao aumento de afinidade ao receptor e aumento da
expressdao do RDB, respectivamente. Apesar dos dados da literatura ndo apresentarem um
consenso quanto ao aumento da afinidade ao receptor em relacdo as duas variantes, os dados
de monitoramento das variantes circulantes mostraram que rapidamente a variante Gama se
tornou prevalente no cenario mundial, sugerindo uma vantagem competitiva desta.

Neste contexto, foi realizado ensaio de citometria de fluxo para verificar se 0 método
seria adequado para o teste de inibicdo da ligacdo da proteina S da variante Gama ao receptor
ECA2 recombinante. Os resultados da citometria de fluxo com 3 amostras de anticorpos
desenvolvidos no amplo Projeto mostraram que estes foram capazes de inibir a ligacdo da
ECAZ2 a variante em diferentes percentuais. Conforme amplamente estudado e comprovado na
literatura (HOFFMANN et al., 2021; PLANAS et al., 2021; SHAH; WOO, 2022; WANG et
al., 2021), as VOC, especialmente a Gltima declarada pela OMS - a variante Omicron, possuem

graus variados de escape imune aos anticorpos monoclonais aprovados para uso ou em fase de
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testes. Logo, constante atualizacdo dos ensaios para as novas variantes serdo necessarios para
avaliacdo do potencial terapéutico dos mAb. Assim, a citometria de fluxo com a utilizacéo da
ECA2 recombinante, conforme descrita neste estudo, mostrou ser um método Util para o
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais.

Além disso, outras possibilidades de aplicagdes da ECA2 recombinante na forma
solavel tém sido descritas na literatura. Sims et al. (2021), descreveram o uso terapéutico de
ECAZ2 recombinante soltvel, modificada para aumentar sua afinidade a proteina viral, como
inibidor da interacdo do virus ao receptor na membrana celular, para aplicacdo intranasal. Em
2022, os mesmos autores publicaram que a proteina desenvolvida para o estudo anterior
mantinha sua capacidade de ligacdo & nova variante Omicron com afinidade nanomolar,
mostrando a vantagem estratégica do uso de ECA2 sollvel para neutralizacdo de variantes
emergentes em relagédo a alguns anticorpos monoclonais (SIMS et al., 2022). Mamedov et al.
(2021) também descreveram a producdo de ECA2 recombinante humana solivel com
capacidade inibitoria da interacdo do SARS-CoV-2 ao receptor de membrana, com IC50 de 1
pg/mL, demonstrando potencial terapéutico. E ainda, Monteil et al. (2022) comprovaram que
a ECA2 APNO010, atualmente em fase de estudo clinico (NCT04335136), apresenta maior
afinidade na ligagdo tanto ao RBD quanto a proteina S de todas as variantes em relagcdo ao
SARS-CoV-2, bem como manteve sua capacidade de neutralizagdo destas. Por fim, além do
uso terapéutico da ECA2 soluvel, esta pode ser otimizada e adaptada para fins diagnosticos,
uma vez que o0 SARS-CoV-2 tende a evoluir com mutacdes capazes de aumentar sua afinidade

de ligagéo ao receptor.



57

7 CONCLUSAO

Diante do exposto, 0 presente estudo mostrou que a producdo da ECA2 recombinante
na forma soluvel é um processo Util e viavel para a sua aplicacdo em projetos de
desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra 0 SARS-CoV-2. A expressdo da proteina
recombinante em células de mamiferos apresentou boa produtividade, configurando assim ser
uma estratégia de reducdo de custos. Apesar da diferenca na glicosilacdo das proteinas
recombinantes expressas em células CHO e células HEK293, ndo ficou evidenciada diferenca
na capacidade de ligacdo dessas a proteina viral. E, ainda, sua utilizacdo em ensaios de inibi¢do
da interacdo da proteina viral com o receptor por anticorpos foi possivel, atingindo assim o
objetivo final no amplo Projeto. O presente estudo abre possibilidades de novas aplicacGes da
ECA2 recombinante soltvel expressa em células de mamiferos nas pesquisas do grupo do

LabMIB e de parcerias com outros grupos de pesquisa.
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