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Introducao

A pandemia de Covid-19 se iniciou no final de 2019, na
provincia de Wuhan, na China e até junho de 2022 resultou na
morte de mais de 6 milhoes de pessoas em todo o mundo. Esta
doenca é causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2) que interage com o receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) nas células
hospedeiras através de um pequeno fragmento da proteina spike
(S) do SARS-CoV-2, o RBD. Atualmente, ja existem vacinas sendo
comercializadas e a vacinacao mundial esta bem adiantada,
entretanto, ainda é de extrema urgéncia o desenvolvimento de
novos candidatos vacinais contra as variantes que estao surgindo,
bem como a padronizacao de kits diagnosticos de baixo custo.

O trabalho teve como objetivo a expressao heterdloga em
Komagataella phaffii (Pichia pastoris) do Dominio de Ligacao ao
Receptor (RBD) de quatro variantes do SARS-CoV-2: wild-type
(WT), P1, B.1.1.7 e B.1.351.

Material e Métodos

Linearizacao do plasmideo
utilizando uma enzima de
restricao (SaCl).
Transformacao de K. phaffii
com cada uma das
construcoes e confirmacao
dos transformantes por
PCR.

Obtencao das
construcdes contendo
a sequéncia
otimizada para cada
uma das variantes:
RBD_ WT, RBD P1,
RBD B.1.1.7 e
RBD B.1.351.

Transformacao de
bactérias E. coli
TOP10F por
eletroporacao, seguido
de confirmacao dos
clones transformantes
por PCR.

Sobrenadante foi
coletado e purificado
por cromatografia de
afinidade utilizando a

coluna His Trap
Chelating acoplada ao
FPLC.

Caracterizacao das
proteinas por SDS-PAGE
e por Western Blot

Expressao das
proteinas

recombinantes com
inducao de metanol 2%
por 7 dias, a 20 °C.

(utilizacao de anticorpo
monoclonal anti-His).

Apoio Financeiro
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Resultados e Discussao

As clonagens em E. coli e K. phaffii foram confirmadas, com
observacao de um fragmento de 446 pb para a construcao RBD-
WT e de 1210 pb para as outras construcdes, como o esperado
(figuras 1 e 2). Também foi confirmada a expressao das proteinas
RBDs em K. phaffii na qual foi possivel observar as proteinas em
diferentes tamanhos, pois houve diferentes niveis de glicosilacao,
alterando o tamanho molecular esperado de 30 kDa (figura 3).

Figura 3: Confirmag¢ao do
Western Blot da proteina
RBD expressa em K. phaffii.
MM: Marcador Molecular;
Colunas de 2 a 5: Proteina
RBD-WT; RBD-B.1.1.7; RBD-
B1.351 e RBD-P.1,
respectivamente.

Conclusoes

O desenvolvimento desta plataforma de expressao heteréloga
para a producao vacinas recombinantes no combate a Covid-19 e
de kits diagnosticos € promissor e essencial para os dias atuais,
haja vista a necessidade de uma resposta rapida frente as novas
variantes do virus que podem surgir no futuro.

Além disso, a utilizacao de leveduras para a producao de
proteinas recombinantes vem sendo amplamente aplicada devido
a sua facilidade de manuseio, baixo custo e com capacidade de
escalonamento de producao de proteinas heterologas.
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Figura 2: Confirmag¢ao do PCR de K. phaffii. A: WT;
B: B.1.1.7; C: B1.351 e D: P.1; MM: Marcador
Molecular; Colunas de 1 a 3: colbnias E. coli
TOP10F; (C+): controle positivo; (C-): controle
negativo.

Figura 1: Confirmacao do PCR de E. coli TOP10F. A: WT;
B: B.1.1.7; C: B1.351 e D: P.1; MM: Marcador
Molecular; Colunas de 1 a 3: colonias E. coli TOP10F;
(C+): controle positivo; (C-): controle negativo.
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