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INTRODUCAO

A O coronavirus (CoVs) sdo um grupo diversificado de virus de RNA de fita positiva
envelopados pertencentes a familia Coronaviridae. Os CoV foram identificados em uma
ampla variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos e aves, e demonstraram causar uma
série de doencas respiratdrias e entéricas. Em 2003, a epidemia global de uma forma atipica de
pneumonia denominada sindrome respiratéria aguda grave (SARS) levou a descoberta do
SARS-CoV, um CoV até entio desconhecido, como o patégeno etiologico (FENGHUA et al.,
2016). A proteina spike (S) medeia a entrada nas células-alvos ligando-se a receptor celular e
posteriormente fundindo o envelope viral com a membrana da célula hospedeira. A proteina
SARS-CoV S (SARS-S) utiliza a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) como receptor
para entrada na célula hospedeira (ADELINE HEURICH et al., 2014). A enzima 3CLpro,
também chamada de protease principal (Mpro), é indispensavel ao processo de replicacio e
infeccdo viral, tornando-se assim um alvo ideal para a terapia antiviral (THANIGAIMALAI
PILLAIYER et al., 2006). TMPRSS2 é uma serina protease vital para infecciosidade do SARS-
CoV-2 porque causa ativacdo proteolitica e introducdo do SARS-CoV-2 nas células
hospedeiras (ABASSI et al., 2021). A TMPRSS2 possui um dominio de protease extracelular
capaz de clivar um dominio de proteina spike para iniciar a fusido da
membrana. Considerando o papel vital desempenhado pelo TMPRSS2 no ciclo de vida viral
(KAZUYA SHIRATO et al., 2013)

OBJETIVO

Efetuar a clonagem, expressio e purificacio das proteases Mpro e TMPRSS2

envolvidas na infectividade do SARS-CoV-2

METODOLOGIA

A Realizou-se a transformacao bacteriana utilizando células competentes E. coli DH5
Alpha, foi utilizado plasmideo comercial contendo o inserto das proteases Mpro (Major
protease), TMPRSS2 (Transmembrane serine protease 2) e a TEV (Tobacco Etch Virus). Para a
transformacao foi utilizado 0,5 uL de cada plasmideo comercial das proteases, e colocadas
individualmente na bactéria, esse método de choque térmico consistem em 30 minutos no
gelo, em seguida 1 minuto e 30 segundo e finalizando em 2 minutos no gelo, nisso que permite

aumentando a permeabilidade da membrana célula e consequentemente a entrada do
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plasmideo. A Bactéria ja transformadas foram plaqueadas em meio LB com antibiético
Canamicina eincubadas por 16h a 37°C. Colénias foram selecionadas e feito o pré inoculo, logo
apos sendo extraido os plasmideos para amplificar o gene especifico com o método de PCR
utilizando os primers reverse e forward que foram desenhados especificamente para cada um
dos insertos, e assim feito também com o vetor pET28(a).

As amplificacdes do pET-28a (+) e dos genes Mpro, TMPRSS2 e a TEV para a realizacio
da T5 exonuclease-dependent assembly (TEDA), foram realizadas usando primers especificos
baseando-se na metodologia TEDA, nas mesmas condicées para a amplificacdo do gene. Com
a amplificacdo do pET28(a) e os genes amplificados, foi realizado o procedimento TEDA, no
qual usamos uma proporcao de 1:4 (vetor/inserto). Nessa reacao foi utilizado 100 ng do vetor
pET-28a(+), a parte dos insertos a Mpro na concentracio de 18,49 ng, a TMPRSS2 em 21,84 ng
eaTEV definidoem 14,19 ng, essa concentracao foi baseada no protocolo TEDA na qual a uma
proporcao (concentracio vetor x incerto pb/ pb vetor). Em seguida colocado 4 pL da solucdo
2X TEDA contendo T5 exonuclease e entdo foi homogeneizada e incubada a 37°C e depois
incubada no gelo por 10 minutos. Essa reacao foi entao transformada em cepas da E.coli DH5a
em gelo durante 30 minutos, seguido por choque térmico durante 90 segundos a 42°C e 2
minutos no gelo, plagueamos 100 mL da mistura em meio LB 4gar contendo a Canamicina,
foram incubadas a 37° C durante 16 horas. Colénias foram selecionadas para a realizacio de

uma PCR utilizando os primers de reconhecimento do promotor e do terminador T7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os plasmideos dos insertos da Mpro , TMPRSS2 e a TEV (Figura 1-A), e o vetor
pET28a(+) (Figura 1-B) sendo amplificados por PCR, usando os primers reverse (RV) e Forward
(FW) de seus respectivos genes para se ligarem no material genético. Sendo assim, foi utilizado
o material genético (plasmideo) direto no mix (DNTPs, tampao, Pfu, 4gua) com a concentracio
de 15ng/ul. do DNA de cada gene em cada reacao da PCR e temperaturas diferentes de
anelamento, e obtivemos resultados positivos ao extrair o gene e feito uma eletroforese.

As amplificacbes do pET28(a) e dos genes Mpro (Major protease)) TMPRSS2
(Transmembrane serine protease 2) e a TEV (Tobacco Etch Virus) para a realizacdo da T5
exonuclease-dependent assembly (TEDA) baseando-se na metodologia TEDA, foi realizado o
procedimento TEDA, no qual usamos uma proporcido de 1:4 (vetor/inserto). Em seguida
colocado 4 pL da solucao 2X TEDA contendo T5 exonuclease e nisso foi homogeneizada e essa
reacdo é incubada na estufa e finalizada colocando-a em gelo, e a solucdo da reacao foi entao

utilizada para transformacdo em bactérias competente DH5 Alpha. Colénias foram
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selecionadas para a realizacdo de uma PCR, utilizando os primers de reconhecimento do
promotor e do terminador T7 do pET28a(+). As reacbes da PCR de col6nia foram visualizadas
em eletroforese, tendo em vista que algumas colénias deram resultados positivas, na quais as
positivas tiveram aproximadamente 1500 bp DNA para cada plasmideos pois o primers T7 se
anela em um ponto especifico do pET28 na temperatura de 47°C e assim amplificando o vector

e incerto, e houve algumas colénias que obteve os resultados falso positivo (Figura 2)

Figura 1. Eletroforese em agarose da Mpro, TMPRSS2 e a TEV (A) e do pET-28a(+) (B).
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Figura 2. Eletroforese da PCR de Colénia do TEDA da Mpro, TMPRSS2 e a TEV
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Cada coluna numerada nos dois retangulos de 1 a 19 sdo as reacoes da PCR de colonia
dos plasmideos da TMPRSS2, TEV e a Mpro, sendo respectivamente a TMPRSS2 a coluna 1, a

TEV a coluna 2 até 7 e da coluna 7 até a 18 sendo a Mpro na temperatura de 49°C.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante o trabalho realizado foi bem sucessido a amplificacdo na bacteria E. coli DH5
Alpha e a clonagem dos genes Mpro e TMPRSS2 através método TEDA (T5 exonuclease-
dependent assembly), tendo em vista agora com os clones, os ensaios de expressido e

purificacido sera o préoximo passo para concluir todo protocolo.
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