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INTRODUCAO

O Novo coronavirus (CoV2) é o agente etioldgico responsavel pela epidemia de
pneumonia viral que teve inicio na cidade de Wuhan no ano de 2019 (LI et al., 2020;
ZHU et al.,2020). O virus (FIGURA 1) se instala no sistema respiratério causando a
doenca conhecida como Sindrome respiratéria aguda grave 2 (Sars-CoV-2) levando a
um prejuizo da fungdo ventilatéria e respiratéria do individuo (WU et al., 2020;
BHATTACHARYA; DEV e SOURIRAJAN, 2021).

Figura 1 — Desenho esquematico da estrutura do CoV2 e de seu gene.
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Fonte: Adaptado de BHATTACHARYA; DEV e SOURIRAJAN, 2021.

Trata-se de um virus de RNA e que codificam mais de 20 proteases diferentes dentre
elas uma cisteino protease quimotripsina-like denominada MP™ (CHEN et al., 2020; WU
et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Devido a sua importancia estrutural para a
sobrevivéncia viral, unida a auséncia de homdlogos estruturais em humanos fazem da
MP™ um promissor alvo farmacoterapéutico para o desenho de novos antivirais para
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combater a SARS-CoV-2. A infectividade do virus depende de uma proteina de
superficie chamadas proteina spike que se liga na célula do hospedeiro por meio de
receptores das enzimas conversoras de angiotensina 2 (ECA2), sendo que a proteina
spike € processada pela serino protease TMPRSS2 (HOFFMANN et al., 2020). Alguns
testes foram realizados com inibidores de TMPRSS2 e mostraram se promissores
devido ao fato de ndo apresentarem efeitos negativos a hemodinamica do hospedeiro e
reduzirem a internaliza¢é@o do virus via receptor de ECA2 (ZHANG et al., 2020).

OBJETIVO

Amplificacédo plasmidial e reclonagem em pET28 dos genes de expressao das proteases
TMPRSS2, SARS-CoV2 MP® e TEV em bactérias competentes DH5a.

METODOLOGIA

A estratégia de clonagem para a producao das proteinas esta sendo baseada no
reportado por XUE, 2007, com pequenas variagdes de acordo com a construcdo dos
insertos. Bactérias E. Coli DH5a foram transformadas isoladamente como os
plasmideos contendo os insertos das proteases TMPRSS2 ou SARS-CoV2 MP™ ou TEV
os quais foram inseridos por meio de choque térmico. Posteriormente plaqueadas e
deixadas overnight a 370C em placa de meio sélido LB contendo canamicina. Efetuou-
se selecdo de coldnias, ampliagcdo em meio LB liquido e realizada purificacéo plasmidial
e eletroforese em agarose para confirmacdo de banda indicando presenca de
plasmideo. Aliquotas foram submetidas a digestéo por enzimas de restricdo Slal e Xbal
bem como o plasmideo pET28 gerando extremidades coesivas. Inserto e pET28 foram
submetidos a ligagcdo por meio de t4 ligase e o produto gerado utilizado para
transformacdo bacteriana. Esses procedimentos foram realizados para os trés
plasmideos comerciais, gerando os vetores de expressao: pET28- TMPRSS2, pET28-
TEV e pET28-MPr,

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a realizagdo do tratamento por choque térmico e incubacdo das bactérias
competentes, foi visualiada pequena turvacdo no meio de cultura, o que sugere que
houve crescimento de microrganismos, logo foi suposto que haveriam microrganismos
viaveis para a semeadura em meio sélido. Este fato foi confirmado no dia seguinte com
o crescimento das col6nias em placas de petri com meio de cultura e antibioticos, sendo
este também um fato positivo se levado em conta que o gene que confere resisténcia
bacteriana estava presente no plasmideo que foi transformado nas bactérias em
guestdo. A presenca deste plasmideo foi confirmada apds a extragdo pelo método de
Sambrook (SAMBROK et al, 1989) e realizacéo de eletroforese que deixou evidente 3
bandas bem p6ximas com massas moleculares de 3271, 3463 e 3040 pares de bases,
representando os plasmideos das proteases MPR°, TMPRSS2 e TEV, respectivamente.
As aliguotas sabidamente positivas que foram semeadas em meio solido apresentaram
crescimento de colbdnias isoladas e foram armazenadas para possiveis novas extracoes,
ja a aliquota que foi inoculada em meio liquido foi encaminhada para lise alcalina com
kit de extracdo de DNA e apresentou resultado idéntico ao anterior em eletroforese, ja
na dosagem em nanodrop foi obtida a concentracdo de 200ng/uL para MPR°, 208ng/uL
para TMPRSS2 e 145ng/uL para a TEV. ApOs a digestdo por endonucleases e
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purificacdo do produto de digestéo foi observada a concentragdo de 35ng/uL para MPRO,
32ng/uL para a TMPRSS2, 37ng/uL para TEV e por fim 28 e 33 ng/uL para as duas
aliquotas de pET28. A ligacdo entre vetor e inserto foi realizada e seu produto foi
transformado em cepas Escherichia coli DH5a seguido de incubacéo, porém néo foi
observado crescimento bacteriano o que nos forca a retornar ao passo de ligacdo, uma
vez que todo o conteldo deste processo foi utilizado no protocolo.

CONCLUSAO

Foi possivel estabelecer metodologia de transferéncia do inserto das trés proteases de
seus respectivos plasmideos comerciais, para o pET28 gerando os vetores de clonagem
e expressdo pET28- TMPRSS2, pET28-TEV e pET28-MP®, Ndo houve sucesso na
transformacédo de bactérias para obtencdo dos clones de expressao, pois, as bactérias
transformadas com 0s novos vetores de expressao ndo cresceram em meio seletivo, o
gue nos obrigar4 a repetir o processo de transformacao. Uma hipotese é que as
bactérias utilizadas tenham perdido a competéncia.
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