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Avaliacao da expressao e antigenicidade de particulas semelhantes a virus do SARS-CoV-2

O coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)
compreende o género Betacoronavirus da familia Coronaviridae.

Responsavel pela atual pandemia de COVID-19, o SARS-CoV-2
provou-se como uma questao urgente de satide publica.

Particula semelhante a virus (Virus-Like Particle - VLP) é composta
pelas principais proteinas estruturais de um virus. A VLP assemelha-
se ao virus original em caracteristicas moleculares e morfologicas,
entretanto, ndao é infecciosa e nem replicante devido a falta do
material genético viral.

Resultados e Discussao

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao e o perfil de resposta
de particulas semelhantes a virus do SARS-CoV-2, obtidas através da
co-transfeccao em células Vero.

Material e Métodos

Co-transfeccdo em células Vero - Foram utilizados quatro plasmideos
contendo as sequéncias das proteinas estruturais do SARS-CoV-2. As
VLPs produzidas foram centrifugadas. Apods ultracentrifugacdo em
um colchao de sacarose 20%, os pellets ressuspendidos em dgua MilliQ
estéril.

Western Blotting - As VLPs recuperadas tiveram suas proteinas
separadas por SDS-PAGE. Em seguida, foi feita a transferéncia por
eletroforese a uma membrana de nitrocelulose. Foi utilizado um pool
de soro de pacientes infectados com SARS-CoV-2, com mais de 30 dias
de infeccdo como anticorpo primdrio da reacdao antigeno-anticorpo.
ApOs incubagdo over-night, a membrana foi lavada e IgG anti-humano
conjugado a peroxidase foi aplicado, sendo incubado por 2 horas. A

revelacdo foi feita utilizando o substrato cromogénico 3,3'-
Diaminobenzidina (DAB).

Elisa - Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com VLPs diluidas em
tampdo carbonato de célcio. Apds incubacdo over-night, diferentes
soros e pools de soro de pacientes positivados para COVID-19 foram
aplicados as placas, fornecendo os anticorpos primadarios a reagao
antigeno-anticorpo. Apos lavagem das placas, anticorpo secundario
[¢G anti-humano conjugado a peroxidase foi aplicado. A revelacao foi
feita utilizando o substrato cromogénico DAB.

* As VLPs oriundas da Co-transfeccao em células VERO apresentaram
estrutura e morfologia semelhantes ao virus original (Fig 1). A analise
de western blotting, demostrou que as VLPs foram reconhecidas pelos
anticorpos anti-SARS-CoV-2 presentes nos soros dos pacientes com

dlagnostlco posmvo para Covid19 (F1g 2).
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Figura 1: Microscopia eletronica de transmissdao das VLPs do
SARS-Cov-2 produzidas no Laboratério de Imunovirologia
Molecular.

Figura 2: Um pool de
SOro de pacientes
infectados com o SARS-
CoV-2 com mais de 30
dias de infeccdo foi
utilizado como anticorpo
primario, e IgG anti-
humano conjugado com
peroxidase como
secundario. M
(marcador), C ( controle
sem transfeccéo), VLP (
VLPs obtidas por
ultracentrifugacéao).
Proteinas do SARS CoV
(S,M,N,E).

* No ensaio de ELISA, a antigenicidade das VLPs pode ser confirmada
ao se observar a Figura 3, na qual a absorbancia indica a existéncia de

“#Pool>14" e

ligacdo antigeno-anticorpo nas colunas “#307,
“#Pool<15” . _
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Figura 3:
Absorbancias obtidas
via ELISA dos
diferentes soros/pools
de soro como fontes

de anticorpos anti-
SARS-CoV-2.  Como

controle negativo
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Amostras

(NEG) foi wutilizado
soro de pacientes
internados em 2016,
com outras
enfermidades.

Conclusoes

* As VLPs do SARS-CoV-2 é uma tecnologia promissora por manter as
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caracteristicas originais do virus de interesse, sua imunogenicidade e
especificidade. E necessario a realizacdo de estudos posteriores, para
que futuramente possam ser amplamente utilizadas como candidatos
vacinais e em testes diagndsticos rapidos.
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