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RESUMO

Em janeiro de 2020, a OMS declarou a pandemia de COVID-19, apos a disseminagdo do
virus SARS-CoV-2 por 37 paises, iniciando na provincia de Wuhan, China. A taxa de mortalidade em
infectados ¢ de 2%, o que representa mais de 4,6 milhdes de vitimas fatais até setembro de 2021. A
transmissdo da COVID-19 ocorre de forma extremamente rapida, e em grande parte por individuos
assintomaticos, procedendo através do contato direto com pacientes infectados, goticulas de saliva, e
também por contaminagdo cruzada, em que a transmissao acontece por meio de objetos infectados. O
SARS-CoV-2 foi originado a partir de uma mutagdo do virus SARS-CoV, responséavel por causar uma
epidemia no leste asiatico em 2003. Em seu material genético, o virus possui um RNA sentido
positivo que induz a célula hospedeira a sintetizar proteinas envolvidas na sua replicagdo: replicase
ORF1lab, Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). A proteina Spike atua na
conformacdo do envelope viral, agindo na ligacao ao receptor e fusdo a célula hospedeira, e apresenta
em sua estrutura um dominio RBM (Receptor Binding Motif), localizado na estrutura RBD (Receptor
Binding Domain), que possui a func¢io de se ligar a Enzima Conversora de Angiotensina Il (ACE2), o
principal receptor conhecido em células humanas. Partindo deste principio, o estudo das interagdes da
proteina Spike com células de linhagens do sistema respiratorio humano, bem como o
desenvolvimento de métodos que bloqueiem ou minimizem essa interagao, consiste no principal foco
deste trabalho.

A partir da estrutura tridimensional do complexo Spike-ACE2, desenvolvemos um peptideo
sintético derivado do RBM de Spike que mimetiza esta interface de interacdo e que representa uma
ferramenta para estudos de interagdes ou inibi¢do destas interagdes entre o virus e células hospedeiras.
O peptideo sintetizado final possui sequéncia 487NSYFPLQSYGFQPTNGS502-CYS e foi
denominado Spike487-502Cys. Para identificar possiveis novas interagdes do peptideo, foi realizado o
cultivo celular das linhagens A549 Wild Type (WT) e A549 com superexpressdo de ACE2 (+A),
derivadas de adenocarcinoma de pulmdo, que foram submetidas a enriquecimento de fragdes
celulares. As amostras deste enriquecimento foram avaliadas quanto aos marcadores de
compartimentos celulares por meio de Western Blotting. Posteriormente, foram realizados
experimentos com o peptideo Spike487-502Cys imobilizado para identificagdo de interagdes com as
fracdes celulares obtidas. A partir de andlises preliminares das proteinas ligantes do peptideo,
observamos padroes diferenciais para as linhagens A549 WT e A549 +A e uma lista preliminar de
possiveis proteinas candidatas para avaliagdo mais detalhada. Com a analise das interagdes obtidas,
pretendemos confirmar possiveis novos receptores para o virus bem como utilizar peptideos derivados

de Spike que possam agir como agentes bloqueadores da infecgdo celular.

Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Spike, ACE2.



ABSTRACT

In January 2020, WHO declared the COVID-19 pandemic, following the spread of the
SARS-CoV-2 virus across 37 countries, starting in Wuhan province, China. The mortality rate in
infected people is 2%, which represents more than 4.6 million fatal victims by September 2021. The
transmission of COVID-19 occurs extremely quickly, and in large part by asymptomatic individuals,
proceeding through direct contact with infected patients, droplets of saliva, and also
cross-contamination, in which transmission occurs through infected objects. SARS-CoV-2 originated
from a mutation of the SARS-CoV virus, responsible for causing an epidemic in East Asia in 2003. In
its genetic material, the virus has a positive-sense RNA that induces the host cell to synthesize
proteins involved in its replication: replicase ORF1lab, Spike (S), envelope (E), membrane (M) and
nucleocapsid (N). The Spike protein acts on the conformation of the viral envelope, acting in binding
to the receptor and fusion to the host cell, and presents in its structure an RBM (Receptor Binding
Motif) domain, located in the RBD (Receptor Binding Domain) structure, which has the function of
binds to Angiotensin-Converting Enzyme II (ACE2), the major known receptor on human cells.
Based on this principle, the study of Spike protein interactions with cell lines from the human
respiratory system, as well as the development of methods that block or minimize this interaction, is
the main focus of this work.

From the three-dimensional structure of the Spike-ACE2 complex, we developed a synthetic
peptide derived from Spike's RBM that mimics this interaction interface and represents a tool for
studies of interactions or inhibition of these interactions between the virus and host cells. The final
synthesized peptide has sequence 487NSYFPLQSYGFQPTNG502-CYS and was named
Spike487-502Cys. In order to identify possible new interactions of the peptide, cell culture of the
A549 Wild Type and A549 strains with overexpression of ACE2, derived from lung adenocarcinoma,
which were subjected to enrichment of cell fractions, was performed. Samples from this enrichment
were evaluated for cell compartment markers by Western Blotting. Subsequently, experiments were
carried out with the immobilized peptide Spike487-502Cys to identify interactions with the cell
fractions obtained. From preliminary analysis of the peptide binding proteins, we observed differential
patterns for the A549 WT and A549 +A strains and a preliminary list of possible candidate proteins
for more detailed evaluation. With the analysis of the interactions obtained, we intend to confirm
possible new receptors for the virus as well as using peptides derived from Spike that can act as

blocking agents for cellular infection.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, Spike, ACE2.
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1. Introducio

1.1 A COVID-19

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de causa desconhecida acometeu a
cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China. A doenca se espalhou rapidamente e logo
foi descoberto que era causada pelo virus SARS-CoV-2 (abreviagdo de Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2), € a doenga foi nomeada COVID-19 (abreviagao de
Coronavirus Disease 2019). Em janeiro de 2020, o virus ja havia chegado a mais de 20 paises
dos continentes europeu, americano e asidtico, ¢ em mar¢o a pandemia foi oficialmente
declarada pela Organizagdo Mundial da Sauade (OMS) (Yuen & Ye, 2020). Atualmente, o
mundo conta com mais de 200 milhdes de infectados e 5 milhdes de 6bitos (OMS, novembro
de 2021).

Uma caracteristica preocupante da pandemia de COVID-19 ¢ a presenga de “ondas de
contdgio”, em que o aparecimento de uma nova variante do SARS-CoV-2, geralmente mais
infecciosa, causa um aumento nos casos a nivel mundial, como exemplificado na Figura 1.
Por exemplo, ¢ possivel observar que o maior pico de contagio ocorreu entre abril e junho,
que coincide com a prevaléncia mundial da variante Delta, que possui a caracteristica de ser

mais infecciosa.

Bm

Source: World Health Organization

Americas 92,399,661
confirmed
Europe 73,921,143
confirmed
South-East Asia 43,664,119 "
I confirmed
Eastern Mediterranean 16,166,305
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2m
Western Pacific 9,140,020
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(] Il‘ ‘||||““ ‘“l"ll
a S et MO e I
r 1
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Data may be incomplete for the current day or week

Figura 1. Contabilizagdo de novos casos semanais de COVID-19 de diferentes regides do mundo em
2020-2021: Américas, Europa, Sudeste Asiatico, Leste Mediterraneo, Oeste Pacifico e Africa (World Health
Organization, acesso em 21.10.21).

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi reportado no final de fevereiro de 2020,

e a doenga atingiu toda a extensdao do pais rapidamente, chegando a marca de 4 mil mortos
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por dia, em abril de 2021. Atualmente, conta-se com mais de 21 milhdes de infectados e 600
mil mortos, somando uma taxa de mortalidade de quase 3% (Ministério da Saude, 2021).

A transmissdo do SARS-CoV-2 se da por meio de secrecao do sistema respiratorio de
infectados, como gotas de saliva, que podem ficar presente no ar em forma aerossol por até
trés horas e assim contaminar individuos tanto de forma direta, pela inalagdo de aerossois,
quanto por forma indireta, em que pessoas sauddveis tém contato com superficies
contaminadas e levam a mao aos olhos, nariz ou boca (Doremalen et a/, 2020).

As manifestagoes clinicas da COVID-19 se apresentam de forma muito difusa e vao
desde individuos assintomaticos, que sdo descritos como os maiores agentes transmissores do
virus, até quadros de faléncia multipla de 6rgdos e morte. Contudo, os sintomas mais comuns
geralmente sdo febre, tosse seca e falta de ar (Hui ef al, 2020). Uma das principais
manifestagdes clinicas da infec¢do por SARS-CoV-2 ¢ o aspecto opaco dos pulmdes em
imagens de tomografia computadorizada, ja que a Enzima Conversora de Angiotensina II
(ACE2), descrita como o principal receptor humano do virus, possui alta expressdo na por¢ao
apical de pneumocitos presentes no espago alveolar (Yoshikawa et al, 2020). A infeccdo
desses pneumocitos induz a ativacdo do sistema imune, que age por meio da fagocitose de
células dendriticas e macrdofagos de células infectadas, levando ao dano do tecido pulmonar
(Fujimoto & Pan, 2020). Adicionalmente, a maioria dos pacientes graves da COVID-19
apresenta linfopenia, que ¢ caracterizada pelo baixo niimero de linfocitos circulantes, o que
dificulta a resposta imune mediada por células T ( Zhou ef al, 2020).

Atualmente, ndo ha tratamentos especificos disponiveis para a COVID-19, apesar de
resultados promissores na literatura com o uso de plasma de pacientes infectados pelo
SARS-COV-2, devido a presenga de anticorpos neutralizantes (Aberg et al, 2020). Sendo
assim, a vacinag¢do € a unica forma de conter o contdgio da doenca, € o Brasil conta com mais
de 50% da populacdo completamente vacinada contra a COVID-19, o que representa mais de
120 milhdes de brasileiros, em ntimero absolutos (Ministério da Saude). Esse nimero coloca
o Brasil em terceiro lugar no ranking de nimero de habitantes vacinas, atras apenas da India

e dos Estados Unidos (OMS).

1.2 O SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2, sigla em
inglés para Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2) é um p-coronavirus
pertencente a familia Coronaviridae, também chamados de coronavirus, e exemplificados na

Figura 2. Esses virus possuem uma membrana lipidica derivada da célula hospedeira, que
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abriga as proteinas de superficie virais. As proteinas se projetam para fora do virus e o
confere uma aparéncia de coroa, responsavel pelo nome coronavirus (Drosten et al/, 2003).
Também, os coronavirus possuem uma unica fita de RNA sentido positivo em seu material
genético, contendo cerca de 30 mil bases, o que os confere o0 maior genoma entre todos os

virus de RNA (Woo et al, 2009).

Family Subfamily Genus Human
pathogens
—— Alphacoronavirus :gz\\::izg
HCoV-0C43
L  Betacoronavirus HCoV-HKU1
Coronavirinae SARS-CoV
| Deltacoronavirus SI\;EIS{S(E‘():::
L Gammacoronavirus

Coronaviridae —

Letovirinae Alphaletovirus

Figura 2. Representag@o esquematica dos virus da familia Coronaviridae (Wartecki & Rzymski, 2020)

O RNA dos coronavirus codifica quatro proteinas estruturais, sendo elas a proteina N,
responsavel por envelopar o material genético viral, a glicoproteina Spike, que age como o
receptor do virus, a proteina de matriz celular M, e a proteina de envelope E (Fehr &
Perlman, 2015). Além disso, uma das proteinas ndo estruturais codificadas ¢ a RNA
polimerase RNA dependente (RdRp, sigla em inglés para RNA-dependent RNA polymerase),
responsavel por replicar a fita simples de RNA viral. A replicagdo do RNA possui uma taxa
de erros muito alta, fato que confere alta mutabilidade aos virus da familia Coronaviridae
(Dutfty et al, 2008).

Um ponto importante a ser destacado, ¢ que, em geral, os coronavirus humanos
causam quadros de gripe leve, com sintomas comuns como febre, tosse e coriza. Entretanto,
em 2002, com o surgimento do virus SARS-CoV, houve uma epidemia no leste Asiatico em
que os infectados apresentavam comprometimento respiratdrio mais severo, com taxa de
mortalidade de 9,5% (Corman et al, 2018). O SARS-CoV-2 surgiu a partir de mutagdes do

SARS-CoV, e foi capaz de se espalhar com maior rapidez devido ao fato que, mesmo com
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taxa de mortalidade representando apenas '3 da taxa do SARS-CoV, apresenta maior
transmissibilidade (Mackay & Arden, 2015).

Muitas hipoteses foram formuladas quanto as circunstancias que propiciaram o
surgimento do SARS-CoV-2, mas a mais aceita ¢ que o virus surgiu do contato entre
humanos e morcegos, pois 0o material genético do virus RaTG13 (que infecta morcegos)
possui 96.2% de similaridade com o RNA de SARS-CoV-2. Contudo, ainda ndo esta claro se
essa evolucdo pode ter ocorrido de forma direta, ou por meio de um mamifero intermediério

(Zhu et al, 2020).

1.3 A glicoproteina Spike

A glicoproteina Spike ¢ um trimero que pode ser subdividido em trés estruturas
basicas, sendo uma porcdo N-terminal extracelular, um dominio transmembrana (TM)
ancorado a membrana viral ¢ uma por¢do C-terminal (Jun Lan et al, 2020). Em seu estado
normal, pré-fusdo, a Spike ¢ metaestavel e quando um receptor é reconhecido, sua estrutura
passa por alteracdes estruturais complexas para permitir o binding correto com a célula
hospedeira. Além disso, a Spike ¢ uma glicoproteina por possuir uma camada de
polissacarideos em torno de si, que possui a fungdo de evasao do sistema imune do

hospedeiro durante a replicacdo viral (Watanabe et al, 2020)

a NTD RBD SD1  SD2 FP  HRT HR2 TM IC
333 527
438 506
RBM
S

Figura 3. Topologia geral de um mondmero da proteina Spike (modificado de Jun Lan et al, 2020).

O monomero da proteina Spike estd demonstrado na Figura X. Os dominios S1 e S2
sdo responsaveis pela ligacdo ao receptor e pela fusdo de membrana, respectivamente. A
clivagem do mondmero entre S1 e S2 € o que representa a quebra da metaestabilidade quando
a Spike ndo estd em contato com a célula hospedeira. No dominio S1, tém-se o dominio
N-terminal (NTD), o receptor binding domain (RBD), responsavel pela interagdo com a
célula hospedeira, bem como o receptor binding motif (RBM) que representa a por¢do que
fica em contato fisico com o receptor. O dominio S2 apresenta o peptideo de fusdo (FP)
responsavel por romper uma parte da membrana da célula hospedeira e conectd-la a

membrana do virus. Ainda no dominio S2, sd3o encontrados os dominios de repeticdo de
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heptal 1 ¢ 2 (HR1 e HR2, respectivamente), que consistem em peptideos que podem ser
formados por diferentes residuos de aminoédcidos, mas possuem sempre as mesma
caracteristicas bioquimicas. Essas caracteristicas sdo representadas na sequéncia consenso

HPPHCPC, que deve ser interpretada conforme a Tabela 1 (Huang et al, 2020).

Tabela 1. Legenda da sequéncia HPPHCPC em repeticdes de heptal (Huang et al, 2020)

Letra Representacao de Exemplos
H Aminodcido apolar Gli, Val, Leu
P Aminoacido polar Asn, Gln, Ser
C Aminoécido carregado Asp, Arg, Lis

Essas repeti¢des de heptal sao responsaveis pela mudanca conformacional que Spike

passa quando entra em contato com seu receptor ACE2 (Huang et al,2020).

1.4 A Enzima Conversora de Angiotensina II

A ACE2 ¢ um componente regulatério do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS, sigla em inglés para renin-angiotensin-aldosterone system), que consiste em duas
vias, ¢ pode ser entendida como o principal ponto de reconhecimento celular para o virus
SARS-COV-2 (Kuba et al, 2005).

Conforme demonstrado na Figura 4, a primeira reagdo do sistema RAAS consiste na
acdo da enzima conversora de angiotensina (ACE) convertendo angiotensina I (Ang I) em
angiotensina II (Ang II), que age nos receptores de angiotensina tipo I (AT1R), induzindo ao
aumento da pressao arterial por estimular vasoconstri¢ao e reabsor¢ao de so6dio nos rins, além
de estimular quimiocinas pro-inflamatorias pela promog¢ao de disfuncao endotelial (Garrido
& Griendling, 2009).

O segundo componente, considerado contra-regulatorio, ¢ a ACE2, que possui cerca
de 60% de homologia com a ACE (El Bekay et al, 2003) e age metabolizando Ang Il em Ang
(1-7), induzindo a reducdo da pressao arterial e a inflamagdo por meio da vasodilatagdo e
atividade antiproliferativa. Além disso, a ACE2 também pode metabolizar Ang I em Ang
(1-9), que ¢ a forma inativa do peptideo da angiotensina e pode ser convertida em Ang (1-7)

novamente pela ACE (Garrido & Griendling, 2009).
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Figura 4. Estrutura esquematica do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, representando as funcdes
desempenhadas pelas enzimas ACE e ACE2. Criado em Canva: <https:/www.canva.com/>. Acesso em
22.10.2021 (Mirabito Colafella et al, 2019)

A ACE2 ¢ expressa em diversos tecidos, principalmente no sistema gastrointestinal e
renal (Figura 5), o que se explica pela sua fun¢do, visto que o controle volémico ¢ crucial

para a manuten¢do da homeostase arterial (Kuba et al, 2005).


https://www.canva.com/
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Figura 5. Expressdao de ACE2 em tecidos humanos. Imagem obtida em Protein Atlas. Disponivel em:
<https://www.proteinatlas.org/>. Acesso em 22.10.2021.

Também ¢ possivel observar uma expressdo de nivel médio nos bronquios e na
nasofaringe, condizente com o ciclo de infeccdo do SARS-CoV-2, que utiliza a ACE2 como
seu receptor. A infeccdo na nasofaringe garante que o virus consiga ser expelido pelo
hospedeiro por meio de tosse, espirro ou fala. Enquanto isso, a infec¢do nos bronquios induz
o dano ao tecido pulmonar, levando o paciente infectado ao quadro de crise respiratoria grave

(Esakandari et al, 2020).

1.5 Interacio entre proteina Spike e Enzima Conversora de Angiotensina II

1.5.1 Ligacdo do virus com a célula hospedeira

A ligagdo do virus SARS-CoV-2 através da proteina Spike a ACE2 ocorre
especificamente pela por¢do RBD da proteina, e a partir desse contato, ocorre a clivagem da
nos subdominios S1 ¢ S2. Entdo, o subdominio S2 muda de conformagdo ao inserir o
peptideo de fusdo (FP) na membrana da célula alvo, expondo a superhélice do dominio HR1
e permitindo que o mesmo interaja com H2R. Essa interagdo forma a estrutura 6-HB, que
possui a forma de grampo e permite que o envelope viral se aproxime da membrana celular,

sendo possivel a fusdo e entrada viral, como ilustrado na Figura 6 (Xia et al, 2018).


https://www.proteinatlas.org/
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Figura 6. Interacdo entre o SARS-CoV-2 e seu receptor ACE2, com posterior fusdo viral. (Modificada de
Huang ef al.,2020).

A fusdo entre o envelope viral e a membrana plasmatica da célula hospedeira culmina
no enovelamento da porcdo RBM com o receptor ACE2, evento denominado cradling (Jun

Lan et al, 2020).

1.5.2 Diferencas entre SARS-CoV ¢ SARS-CoV-2

A forma como a por¢do RBD interage com a ACE2 ¢é a chave para elucidar o
mecanismo pelo qual o virus SARS-CoV-2 ¢ mais eficiente em se replicar e ser transmitido
do que o virus SARS-CoV. A Figura 7 ilustra a interacdo entre ACE2 e as por¢cdes RBD da
Spike de SARS-CoV e SARS-CoV2 observada por cristalografia de raios X.
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Figura 7. Imagem por cristalografia de raios X da estrutura molecular da interagdo entre a por¢do RBD do virus
SARS-CoV-2 ¢ o receptor ACE2. (Jun Lan et al, 2020)

A por¢ao RBD do SARS-CoV-2 possui cinco folhas beta anti-paralelas (1, B2, B3, p4
e B7), conectadas por hélices e lagos. Entre as folhas B4 e B7, hd uma extensdo que
compreende as folhas B5 e 6, bem como as hélices a4 e a5, que representa a por¢do RBM,
responsavel pelo contato fisico e direto com a aminopeptidase N do receptor ACE2 (Jun Lan
et al, 2020).

Estruturalmente, a interagdo com ACE2 dos virus SARS-CoV e SARS-CoV-2 ¢
praticamente idéntica, havendo algumas particularidades bioquimicas que explicam o
mecanismo pelo qual SARS-CoV-2 ¢ mais infectivo. A por¢ao RBM de SARS-CoV possui
17 residuos de aminodcidos em contato com a ACE2, enquanto o RBM de SARS-CoV-2,
possui 16 residuos. Ambos interagem com 17 aminoacidos da por¢ao N-terminal do receptor
ACE2. (Jun Lan et al, 2020).

Externo a sequéncia RBM de SARS-CoV-2, hd um residuo tnico de interagdo com o
receptor ACE2 (Lys 417) que forma interagdes idnicas com Asp 30 de ACE2. No
SARS-CoV-2, esta posicdo ¢ substituida por um residuo de valina que ndo participa na

ligacdo ACE2, como demonstrado na Figura 8 (Jun Lan et al, 2020).
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Figura 8. Substitui¢do do residuo de lisina na posi¢do 417 do SARS-CoV-2 por um residuo de valina

na posi¢ao 404 do SARS-CoV. (Modificado de Jun Lan et al, 2020)

1.6 Variantes de destaque do SARS-CoV-2

Durante a progressao da pandemia de COVID-19, a alta taxa de mutag¢ao do gene S,

codificador da proteina Spike, conferiu o surgimento de inUimeras variantes do virus

SARS-CoV-2.Quatro ganharam destaque mundial e instigaram maior preocupagdo da OMS, e

estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Variantes de destaque do virus SARS-CoV-2 detectadas durante a pandemia da COVID-19 (OMS).

Variante (OMYS) Linhagem
Alfa B1.1.7
Beta B1.351
Delta B.1.617.2
Gama P.1

Pais de origem

Reino Unido 07/02/2020
Africa do Sul 15/02/2020
India 21/08/2020
Brasil 11/09/2020

Primeira deteccao

Para que seja considerada como uma variante, a nova cepa do virus necessita

apresentar uma das trés caracteristicas: maior transmissibilidade, escape da imunidade

adquirida ou quadros clinicos mais graves da COVID-19 (OMS). A Figura 9, apresenta o

local das mutagdes especificas a proteina Spike, presentes em muitas variantes. Destacadas

em vermelho estdo as mutacdes de maior notoriedade, que sdo as substituigdes D614G,

N501Y e E484K.
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Figura 9. Localizacdo das mutacdes da proteina Spike, indicando a por¢do RBD em verde, o dominio amino
terminal em azul, o dominio carboxi terminal em roxo ¢ a subunidade S2 em cinza escuro (Tao & Tzou, 2021).

A mutacdo D614G foi a mais prevalente no final de fevereiro de 2020 e, dentro de
alguns meses, superou todos os virus ancestrais e atingiu uma prevaléncia global de quase
100%. Essa mutagdo confere ao SARS-CoV-2 uma replicabilidade maior em células do trato
respiratorio superior, além de também possui um papel disruptivo em alguns contatos
interprotoméricos, o que favorece a posicao aberta da por¢do RBD e, consequentemente, a
ligag¢do ao receptor ACE2 (Korber et al, 2020; Hou et al, 2020).

A mutacdo N501Y apresenta uma alta afinidade a ACE2 além de, assim como a
D614G, maior taxa de replicacdo no trato respiratdrio superior. J4 a mutagdo E484K possui
uma caracteristica especifica, que € conferir ao virus menor susceptibilidade aos anticorpos
monoclonais, aumentando seu escape a resposta imune (Tada ez al, 2021; Liu et al, 2021).

Todos estes detalhes moleculares e possibilidades de mutagao do virus mostram a
importincia do entendimento da relacdo estrutura-funcdo das proteinas que participam da

interface virus-célula hospedeira. Com o avanco da compreensdo das interagdes
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SARS-CoV-2 com células humanas, pode-se criar, por exemplo, novas estratégias de inibicao
da infeccdo. Com a inten¢do de contribuir para o refinamento da compreensao das interagdes
virus-hospedeiro, apresentamos nas se¢des a seguir nosso estudo de descobrimento de novas

potenciais interacdes do virus com modelos de células epiteliais do sistema respiratorio.



Objetivos
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais
Identificar possiveis novas intera¢des da proteina Spike de SARS-COV-2 com outras
proteinas da superficie de linhagens celulares derivadas de células do sistema respiratorio,

contribuindo para o entendimento de mecanismos que adicionais da infeccdo por

SARS-CoV-2

2.2 Objetivos especificos

1. Desenhar e sintetizar peptideo representativo do dominio RBD da proteina
Spike responsavel pela ligagdo com a célula hospedeira através da proteina
ACE2;

2. Produzir extratos proteicos de culturas celulares enriquecidos em proteinas de
membrana;

3. Desenvolver agentes para captura de proteinas ligantes ao peptideo da proteina
Spike;

4. Identificar as proteinas ligantes do peptideo sintético de Spike através de

espectrometria de massas.



Metodologia
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__ 3. Metodologia

3.1 Fluxograma da metodologia utilizada

Cultura celular
A549 Wild type
A549 super expressa ACE2

Modelagem do peptideo a
partir da estrutura Spike
RBM + ACE2

UFSCar
! \ Sintese peptideo
% Spike486-502Cys
UNICAMP p
A total de proteinas

“ 4

Ensaio de afinidade <

Digestdo de Corrida em gel
proteinas SDS-Page

Enriquecimento fragoes
subcelulares e extra¢ao

Identificacao de
potenciais novas
intera¢oes com Spike

Figura 10. Fluxograma da metodologia utilizada.

3.2 Sintese de peptideos

A sintese de peptideos foi realizada utilizando a metodologia SPPS (sintese de
peptideos em fase solida) utilizando-se o grupo Fmoc como protetor. A sintese se inicia com
o acoplamento do primeiro aminoacido da cadeia nascente em um suporte polimérico
insoluvel (Resina Wang ou Rink, Sigma Aldrich). Posteriormente, o primeiro aminoacido

C-terminal ancorado ¢ estendido no sentido N-terminal por uma série de ciclos de adigdo,
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caracterizados por repetigoes de desbloqueio e acoplamento de novos Fmoc-aminoacidos. O
peptideo desenhado com base na estrutura tridimensional da proteina Spike, possui sequéncia
NSYFPLQSYGFQPTNG, adicionando-se um residuo do aminodcido cisteina na posi¢ao
C-terminal para facilitar reagdes de acoplamento do peptideo com outras biomoléculas ou
suportes quimicos. Este peptideo foi denominado Spike487-502Cys. Este peptideo foi
sintetizado pela doutoranda Virgina Silvestrini e Prof. Eduardo Brandt de Oliveira. As etapas
detalhadas que envolvem a sintese sdo descritas. Partindo-se de 100 pmol da resina de sintese
Rink (Rink Amide resin, cddigo 8.55001, Sigma-Aldrich), inicia-se a sintese pelo

acoplamento do primeiro Fmoc-aminoacido.

3.2.1 Acoplamento de novo aminodcido

Todos os FMOC-aminoacidos foram utilizados em excesso molar de 2.5 vezes em
relagdo a capacidade de ligacdo da resina para minimizar perdas ao longo das etapas. A
reagdo adi¢do de um novo aminoacido ao grupo amina desbloqueado foi realizada por meio
das  solugdes de acoplamento Hobt/HBTU ou Hobt/DIC. A solucdo Hobt/HBTU
(Hidroxibenzotriazol, cod.: 2592-95-2, Advanced ChemTech/Hexafluorofosfato Benzotriazol
Tetrametil Urdnio, c6d.: 94790-37-1, Advanced ChemTech) é uma solugao acopladora mais
fraca e ndo induz racemiza¢do no peptideo, sendo mais apropriado para ensaios biologicos.
Para cada ensaio, foram adicionados 520uL de HOBt/HBTU. Ja Hobt/DIC
(Hidroxibenzotriazol/ Diisopropilcarbodiimida, cdd.: D125407, Sigma Aldrich) consiste em
uma solu¢do mais forte e, apesar da eficiéncia, pode induzir racemizacdo do peptideo,
utilizada apenas quando o Hobt/HBTU ndo foi eficiente. Para tal, foram adicionados 168uL
de Hobt diluido em NMP (Metilpirrolidona, céd: 328634, Merck), seguido de 38uL de DIC.
As reagdes foram prosseguidas com 6 pulsos de micro-ondas, de 2 minutos cada, em poténcia
minima. Apds as reacdes de acoplamento, foram realizados novamente testes com DIPEA e
TNBS na propor¢do 1:1, conforme mencionado anteriormente. Se a resina apresentasse

coloracdo inteiramente transparente, seguia-se com a etapa de desbloqueio.

3.2.2 Desbloqueio

Os aminoacidos utilizados possuem um grupo Fmoc (Fluorenilmetil Carbonila)
ligado a por¢do amina, que age como um protetor para que nenhuma reagdo quimica
adicional aconteca. Foi realizado o desbloqueio da remog¢ao do grupo Fmoc pela adigdo de
2mL de Piperidina 20% (Lote 13830/07, Cromoline Ltda.) em 3 ciclos seguidos, de 1,3 e 7

minutos, com 1 pulso de micro-ondas de 1 minuto entre eles. Apds o desbloqueio, a resina
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presente no reator foi lavada com DMF (Dimetilformamida, cod.: D1009.01.BJ, Synth) e
Metanol (cod.: 1.06009.1000, Merck).

Para checar se o desbloqueio foi bem sucedido, uma pequena quantidade de resina foi
retirada do reator e adicionada a uma solugdo de DIPEA (Diisopropiletilamina, cod.:
7087-68-5, Sigma Aldrich) ¢ TNBS (Acido Trinitrobenzenosulfonico, cod.: 28997,
ThermoFisher) em propor¢ao 1:1. Se a resina apresentasse colorag¢do inteiramente laranja,
prosseguia-se a sintese adicionando o proximo aminoacido, ja que o grupo Fmoc foi

completamente removido.

3.2.3 Clivagem

Apds a adicdo de todos os FMOC-aminoacidos constituintes do peptideo, foi
realizado o processo de clivagem, em que o peptideo bruto foi removido da resina. A resina
contendo a cadeia polipeptidica foi lavada com metanol e transferida do reator para um tubo
de ensaio. A solugdo de clivagem contendo acido trifluoroacético (cod.: AT09865RA, Exodo
Cientifica), 2,5% triisopropilsilano (cod.: 233781, Merck) e 2,5% ditiotreitol (cod.: D0632,
Sigma Aldrich) foi adicionada ao peptideo e deixado sob agitagdo por 1h30min. Apos este
processo, foram adicionados 10mL de dietil éter (cod.: #STBH4204, Sigma Aldrich) durante
30 minutos, para a precipitacdo. O peptideo foi centrifugado durante 5 minutos, 300 rpm a
25°C, descartando todo o sobrenadante ao final. O ciclo de lavagem com 10mL de éter,
precipitacdo e centrifugacao foi repetido trés vezes para evitar perda. Apds esses trés ciclos, o

peptideo foi liofilizado e iniciou-se o processo de purificacao.

2.4 Purificacdo em cromatografi fase reversa

A purifica¢do foi realizada em coluna (Supelclean LC-18 SPE 3 mL, cod.: 57012,
Merck), que foi equilibrada com metanol por capilaridade e posteriormente com solugdes de
diferentes concentragdes de ACN (Acetonitrila, cod.: 100017, Merck Millipore). Entdo, o
peptideo liofilizado foi ressuspenso em 300uL de solu¢ao B (60% ACN) e 7mL de solucio
A (1% ACN). Com o peptideo retido a coluna, foi adicionado 1,2 mL de solugdo A, que foi
completamente eluida na coluna. Para elui¢do do peptideo, foram adicionados 300uL de
solu¢do B, separada em 6 tubos eppendorfs. Por fim, foram realizados novamente testes com

solu¢do de DIPEA e TNBS para avaliar a presenca do peptideo.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7087-68-5&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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3.3 Cultivo da linhagem celular A549

O cultivo celular foi realizado utilizando linhagem A549 (ATCC co6d. CCL- 185),
proveniente de adenocarcinoma de pulmao. Considerando o objetivo inicial de estudar
interagdo de ACE2 com as proteinas virais, utilizamos células A549 transduzidas com vetor
para superexpressao ACE2 (A549 +A) e também células selvagens (A549 WT). As células
transduzidas foram cedidas pelo Prof. Thiago Mattar Cunha do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Ambas linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de 75 cm? (Corning, cod.:
353136) contendo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Gibco) com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico Estreptomicina/Penicilina, € mantidas a temperatura
controlada de 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO,. O crescimento celular foi
monitorado em microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) e as células foram expandidas a
cada quatro dias, quando atingiam aproximadamente 90% de confluéncia. Para a expansao ou
tripsinizacdo, o meio de cultura foi removido e a camada celular aderente lavada
cuidadosamente com SmL de PBS. Em seguida, as células foram incubadas a 37°C com 5mL
de solugao de tripsina-EDTA 1% (Trypsin-EDTA Solution 10X, cod.: T4174, Sigma Aldrich),
até que perdessem total aderéncia a garrafa. Entdo, 10 mL de meio DMEM 10% SFB foi
adicionado para inativagdo da tripsina devido ao SFB presente no meio de cultura. A solugado
celular foi transferida para um tubo falcon e centrifugada (Centrifuge Sorvall ST 16R, Thermo
Fisher) a 1200 rpm, 4°C, por 5 minutos, com aceleragdo e desaceleragio de 5m/s>. O
sedimento celular foi homogeneizado manualmente e ressuspenso em meio DMEM 10%
SFB. Uma aliquota foi adicionada a garrafa de 75cm?, originando uma nova passagem da
linhagem celular.

Para ensaios posteriores, 1 milhdo de células foram cultivadas em placas de petri de
58,1 cm? (Corning, cod.: 353003). Todos os experimentos de manutengao e cultivo das
linhagens foram realizados em capela de fluxo laminar, seguindo os protocolos
recomendados pela ATCC para manter a esterilidade dos materiais, reagentes ¢ meio de
cultura utilizados. Apoés 4 dias as células foram retiradas da cultura para extracdo de
proteinas. Para isso, as placas foram lavadas duas vezes com PBS gelado e também raspadas
com ImL de PBS gelado. Foi realizada a centrifugacdo a 500xg e 4°C, por 5 minutos, € 0

sobrenadante foi descartado, armazenando o pellet em freezer -20°C.
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3.4 Extracio total de proteinas das células A549

Para extracdo total de proteinas, os pellets celulares foram ressuspendidos em tampao
Ureia 8M e foram realizados trés ciclos de sonicacdo em sonicador de banho a 45W por 5
minutos cada (Unique Ultracleaner 1600), intercalando-se com agitacao em vortex (BR-2000
Vortexer Bio-Rad) por 2 minutos, e resfriamento da amostra em banho de gelo. Ao final dos
ciclos, as amostras foram centrifugadas a 20.000 xg, por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi coletado e quantificado através do método de Bradford (Quick Start Bradford Kit,

Biorad), de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.5 Producio de fracoes enriquecidas

O enriquecimento foi realizado apds o pellet celular ser ressuspendido em Tampao
hipoténico (50mM HEPES 10mM NaCl 5mM MgCl,, 0,ImM EDTA, pH 7,4) suplementado
com 1% inibidor de protease e 2% de inibidor de fosfatase. Posteriormente, as células foram
passadas 20 vezes por seringas (Plastipak Luer Slip ImL, BD Sciences) equipadas com
agulha (PrecisionGlide, BD Sciences) para romper a membrana plasmatica e
homogeneizadas (Dispersor IKA ULTRA TURRAX TI10, BioVera) por 30 segundos. A
solugdo foi centrifugada a 500xg, 4°C, por 30 minutos, com aceleragdio em 1m/s* e
desaceleragdo em Om/s* . O protocolo realizado com o pellet estd no item a, e o protocolo
realizado com o sobrenadante estd no item b:

a) O pellet foi ressuspendido em Tampao 8M Ureia 4% CHAPS e submetido a trés
ciclos de agitacdo em vortex por 20 segundos, intercalando-se com sonicacao em
sonicador de banho a 45W por 5 minutos cada e resfriamento em banho de gelo por 5
minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 20,000xg, 4°C, por 30 minutos,
com aceleracdo e desaceleragio em 9m/s”. O pellet foi descartado € o sobrenadante,
contendo a Fra¢ao Nuclear, foi armazenado a -4°C.

b) A amostra foi novamente centrifugada a 16,000xg, 4°C, por 20 minutos, com
aceleracdo em 9m/s? e desaceleragdo em 5m/s?, obtendo-se a Frag¢io Citoplasmatica
no sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em Tampao 25mM MES 150mM NacCl
2% Triton (pH 6,5), congelado em nitrogénio liquido e mantido em banho de gelo até
descongelar por completo. Apos o descongelamento, a amostra foi mantida mais 30
minutos em banho de gelo, com agitacdo em vortex a cada 5 minutos. Por fim, a
amostra foi centrifugada a 16,000xg, 4°C, por 20 minutos, com aceleragdo em 9m/s?
e desaceleragdo em 5m/s’, e o sobrenadante, contendo a Fra¢io de Membrana, foi

armazenado a - 4°C.
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3.6 Quantificacao método Bradford

Para realizagdo de quantificacdo de proteinas, foi utilizado o método Bradford, por
meio do kit Bio-Rad Protein Assay I (cod.: #5000001, Bio-Rad). Como forma de checar a
confiabilidade dos resultados, todos os experimentos foram realizados a partir de uma curva
padrdo com diferentes concentracdes de Albumina de Soro Bovino (BSA): 0; 0,025; 0,05;
0,075 e 1 pg/ulL. As amostras foram diluidas de 20 a 200 vezes, a depender da concentracao
celular inicial.

Para a andlise, foram utilizados 200uL. de reagente Bradford, em todas as amostras
dispostas em placas de 96 pogos (Costar 96—Well Flat—Bottom EIA Plate, c6d.: #2240096,
Bio-Rad). A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro (Microplate

Spectrophotometer xMark, Bio Rad), com comprimento de onda de 595 nm.

3.7 SDS-PAGE e Western Blotting

Aliquotas das amostras celulares contendo 50 pg de proteinas totais foram misturadas
com tampao da amostra em proporc¢ao 1:5 (Tris-HCL 0.5M pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS
1,25% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0.1% (p/v). Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 100°C, por 5 minutos, a 300 rpm, em banho seco (7ThermoMixer

C, Eppendorf).

3.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi realizado segundo Laemmli (1970). A eletroforese foi
desenvolvida sob corrente de 90V nos primeiros 20 minutos com posterior alteracdo para
110V durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos, em sistema de eletroforese vertical
(PowerPac Basic Power Supply e MiniPROTEAN TetraVertical cell, ambos Bio-Rad). Em
todas as analises, foram utilizados um padrdao de peso molecular (Precision Plus Protein™
All Blue Prestained Protein Standards #1610373, Bio-Rad) e um padrao biotinilado
(Biotinylated Protein Ladder Detection #7727, Cell Signaling) para controle.

3.7.2 Western Blotting Submarino

Para o ensaio de western blotting submarino, foi utilizado membrana de PVDF (céd.:
10600023, Hybond-P, GE Healthcare) previamente ativada com metanol durante 5 minutos.

Posteriormente, as proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para a membrana,
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e foi realizada a transferéncia em tampao 10% TRIS-glicina 20% metanol, por 1 hora, 100 V,

300 mA a 4°C.

3.7.3 Western Blotting Semi-seco

Para o ensaio de western blotting semi-seco, as proteinas separadas foram transferidas
para a membrana de nitrocelulose (c6d.: RPN 3032D, Hybond-P, GE Healthcare). A
transferéncia prosseguiu-se em Tampao Tris Glicina, 10% SDS 20% Metanol, no aparelho

Trans-Blot Turbo Transfer System (c6d.: 1704150, Bio Rad), durante 40 min a 25V.

3.7.4 Bloqueio de Sitios Inespecificos e Incubacdo de Anticorpos

Para bloquear sitios inespecificos, as membranas foram incubadas em tampao
Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1%, 30 pH 7,6 (TBS-T) contendo 3% (m/v) de
BSA durante 1 hora. As membranas foram incubadas com os anticorpos primdrios de
interesse, overnight a 4°C, sob agita¢do, seguindo as instru¢cdes do fabricante (Tabela 1).
Apds o tempo estabelecido, a membrana foi cuidadosamente lavada 3 vezes por 10 minutos
com TBS-T. Prosseguiu-se com a marcagdo de anticorpos secundarios durante 1 hora a
temperatura ambiente sob agitagdo. A detec¢do foi realizada o kit ECL Prime Western
Blotting Detection Reagents (GE HealthCare), de acordo com as instru¢des do fabricante e

reveladas em fotodocumentador imagens luminescentes (ChemiDoc XRS+, Bio Rad).

Tabela 3. Lista de anticorpos utilizados para técnica de Western Blotting: proteina, peso molecular,
espécie, dilui¢do, fabricante e codigo.

Fabricante e

Proteina Peso Molecular Espécie Diluicao o
codigo
ACE2 120 kDa Coelho 1:2000 abcam
#ab15348
GAPDH 38 kDa Coelho 1:1000 Cell Signaling
#2118
Histona H3 17 kDa Coelho 1:2000 Cell Signaling
#4499
Lyn 58 kDa Coelho 1:1000 Cell Signaling

#2796
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3.8 Quantificacdo de Imagens de Western Blotting por Image J
O programa Image J, desenvolvido pelo National Institute of Health (NIH), versao
Java 1.8.0 172 para Windows 64 bit, seguindo as instrugdes do desenvolvedor, foi utilizado

para analise quantitativa das marcacdes dos anticorpos.

3.9 Quantificacio de peptideos por reagente OPA

Para quantificacdo de peptideos e/ou aminodacidos, foi utilizado o reagente OPA (OPA
amine detection reagent, codigo 02727A, Interchim) para deteccdo de aminas livres que
possui um espectro de detecgdo entre 1-50ug/mL quando utilizada por fluorescéncia.

Curvas de calibragdo foram obtidas com concentragdes de glicina na faixa de O -
0,5mM. A solucdo de trabalho com o reagente OPA foi preparada conforme orientagcdes do
fabricante, entdo foi adicionada as amostras a serem quantificadas na proporcao 1:100, e

posteriormente medidas por fluorescéncia com excitagdo a 340nm e leitura a 455nm.

3.10 Quantificacido de peptideos pelo sistema Qubit.

Para a quantificacdo de peptideos com o sistema de fluorimetria Qubit (Qubit 4
Fluorometer, codigo Q33238, Thermo Scientific), foram adicionados 10ulL de amostra a ser
quantificado a 190uL da solu¢do de trabalho (Qubit Protein Assay Kit, cédigo Q33211,
Invitrogen) do kit, que foram incubados por 15 minutos e, ap0s, tiveram a fluorescéncia lida

no sistema.

3.11 Desenvolvimento de agentes de captura com o peptideo Spike487-502Cys
11.1 Captur. ti m pl 1fidril

Para a imobilizacdo e estudo da ligacdo de peptideos com proteinas das fragdes
celulares foram utilizadas placas de 96 pocos contendo grupos reativos com sulfidrilas
(Corning 96 Well Sulfhydryl-BIND™, cddigo: CLS2509, Merck). Em cada pogo, foram
adicionados 20pg do peptideo Spike487-502Cys diluido em PBS e deixado sob agitacdo
overnight, a 4°C. No dia seguinte, o residuo da interagdo foi removido e cada pogo foi
lavado 3 vezes com 200uL de PBS. Posteriormente, foram adicionadas 50ug de fracdes de
citoplasma e membrana, diluidas em PBS com volume final de 200pL. A placa foi deixada
sob agitacdo overnight a 4°C. Apos essa etapa, o residuo da interagdo foi removido e foi
realizada a digestdo de proteinas, seguida da purificagdo. Em cada pogo contendo o peptideo

ligado a amostra, foram adicionados 50uL de Tampao Tris 0.1M/ Ureia 8M e as amostras



37

foram mantidas sob agitacdo por 1 hora, a 25°C. Esta solucdo proteica foi submetida a

eletroforese em gel de SDS-PAGE ou preparada para andlise por espectrometria de massas.

3.11.2 Captura de peptideo em resina

Para esse experimento, foi utilizada uma resina com grupos iodoacetil para captura do
peptideo com grupo sulfidrila (SulfoLink Coupling Resin, c6d.: 20401, ThermoFisher), na
proporcao de 1:1. Para permitir que o peptideo Spike487-502Cys fosse imobilizado, foi feita
a redugdo dos grupos -SH com TCEP (codigo VB1000, Promega) em concentracdao 25mM,
por 30 minutos, a 25°C.

A coluna formada pela compactac¢do da resina foi equilibrada com 4mL de tampao
50mM Tris, 5SmM EDTA-Na, pH 8.5. Apos, foi feito o bloqueio de interagdes inespecificas
por meio de incubacdo com 2mL de solug¢do de cisteina por 15 minutos, a 25°C e 600 rpm.
Ao fim dos 15 minutos, foram contabilizados mais 30 minutos da solugdo em repouso,
também a 25°C. Em seguida, a resina foi lavada com 12 mL de tampao NaCl 1M.

Para o ensaio de afinidade, as resinas foram condicionadas com 3mL de tampao PBS
0,1% Tween, e em seguida, 200ug das amostras celulares A549 WT e A549 +A (Extrato total
de proteinas e fragdes de citoplasma, nicleo e membrana) foram adicionadas. O ensaio de
afinidade foi feito overnight, com agitacdo a 600 rpm e a 25°C.

As aliquotas de interacdo entre as amostras ¢ o peptideo Spike487-502Cys foram
obtidas de duas formas distintas ao longo deste estudo, descritas abaixo.

a) Eluicdo em glicina: As aliquotas foram eluidas em uma solugao de glicina 0.2
M, em 4 etapas de 1 mL cada, em que foram posteriormente secas em
concentradores de vacuo. O pellet foi ressuspendido em tampao de amostra,
aquecido a 100°C, por 5 minutos, a 300 rpm, em banho seco e adicionado ao
gel SDS-PAGE.

b) Tampdo de Amostra: As aliquotas foram removidas da resina mediante adi¢ao
direta do tampao de amostra e aquecimento a 100°C por 5 minutos sob
agitagdo de 300 rpm. As amostras foram rapidamente centrifugadas para que a
resina se depositasse no fundo, e o sobrenadante contendo as aliquotas de

interacdo foi removido e adicionado ao gel SDS-PAGE.

3.12 Preparo de amostras para analise por espectrometria de massas
As amostras de proteina obtidas dos experimentos de interacdo com o peptideo

imobilizado em placa foram recuperadas pela adi¢gdo de Tampao Ureia 8M e transferidas para
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tubos eppendorf. Foram adicionados 150 pg de Ditiotreitol (DTT) diluidos em Tampao Tris
0.1M/ Ureia 8M e as amostras mantidas a 37°C, 450 rpm, por 1 hora. Foi adicionado 450 ug
de Todocetamida (IAA, cod.: #1149, Sigma Aldrich) diluido em Tampao Tris 0.2M durante 1
hora. Em seguida, a solu¢do foi diluida em Tris 0.1M para dilui¢ao da ureia a 0,5 M. Foi
adicionado 6 pg de Tripsina (Sequencing Grade Trypsin, cod.: #V5113, Promega) e a solucao
foi mantida em agitacdo de 450 rpm, a 37°C, por 18 horas. Ao fim, foram adicionados 45 L.
de acido acético 20% em cada amostra.

A purificacdo de peptideos foi realizada por meio do método Stage Tip, em que foram
utilizados discos (3MEmpore C18 Extraction Disks, cod.: 14-386-2, ThermoFisher) e
suspensao de resina Oasis em ACN. A coluna foi condicionada com 50 pL de ACN e
equilibrada com 100 pL de solugdo 2% ACN e 1% Acido Formico. Posteriormente, a coluna
foi lavada duas vezes com 100 pL de solucao de 2% ACN e 0.1% acido férmico. A amostra
foi eluida em 50 pL de solugdo 50% ACN e 0.1% écido formico e seca em speedvac para

posterior andlise por espectrometria de massas em laboratério externo.
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4. Resultados e discussao

4.1 Desenho e sintese de peptideo da Spike para captura de novos alvos de
superficie celular

Em mar¢o de 2020, a estrutura da proteina Spike ligada a ACE2 - por¢ao RBM - foi
elucidada no trabalho de Shang et a/ (2020). A interface de interacdo entre as proteinas ¢

representada na Figura 11 abaixo.

Figura 11. Regido de contato da por¢do RBM da proteina Spike com o receptor ACE2. (Adaptado de
Shang et al, 2020).

E possivel observar que o segmento da proteina Spike ¢é linear e ndo estruturado, o
que nos abriu a possibilidade de sintetizar esse peptideo em laboratdrio, conforme descrito no
item 3.3, sugerindo um maior grau de fidelidade bioquimica nas interagdes com amostras
celulares. A sequéncia final do peptideo desenhado foi NSYFPLQSYGFQPTNG, nomeado
peptideo Spike487-502Cys, com um residuo de cisteina adicional na por¢ao C-terminal para
que fosse possivel a realizagdo de experimentos de imobilizagdo. Também foi feita a
substituicdo do residuo original de cisteina na posicdo 488 por uma serina, a fim de

minimizar possiveis pontes dissulfeto, mas mantendo a caracteristica hidrofilica da regido.
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Apds a sintese, clivagem para remog¢do da resina e purificagdo, o peptideo foi
analisado por espectrometria de massas acoplado a cromatografia liquida (LC-MS/MS), e na

Figura 12 ¢ ilustrado o espectro obtido por essa analise.
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Figura 12. Espectro de massa do peptideo Spike487-502Cys. O espectro foi obtido em instrumento

com ionizagdo eletrospray que induz a formagdo de ions com multiplas cargas, acoplado a cromatografia liquida
de fase reversa em coluna C18. Foram injetados no sistema aproximadamente 500ng do peptideo sintético. As

condigdes de analises utilizadas estdo descritas em Lanfredi e Cols, 2021.

O peso molecular final do peptideo foi calculado em 1922 g/mol, e os picos da
imagem acima representam a elui¢do do peptideo, que ocorreu apds aproximadamente 7
minutos de reten¢cdo no cromatograma. Observando no espectro, o peptideo foi detectado com
cargas 1, 2 e 3 por se tratar de uma técnica por eletrospray, que confere multiplas cargas aos
peptideos.

ApoOs todas as etapas pos-sintese e a confirmacdo da qualidade do peptideo,
estimamos um rendimento geral da sintese de 40%, tendo obtido uma massa final de 36mg do
peptideo. Aliquotas da mesma preparagdo foram utilizadas para todos os experimentos aqui
descritos. Amostras do mesmo também foram enviadas para diversos grupos de pesquisa,
auxiliando em estudos de deteccao, inativacdo e imunizag¢dao contra o SARS-CoV-2. Um
desses estudos ¢ o que foi realizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Ronaldo Censi Faria,

do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
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que desenvolveu um sensor patenteado capaz de detectar a presenca da proteina Spike na
saliva de pacientes (FAPESP, 2021).

Também, o peptideo Spike487-502Cys foi utilizado no trabalho realizado no
departamento de Genética, Microbiologia e Imunologia da Universidade de Campinas
(UNICAMP), sob comando do Prof. Dr. Alessandro S. Farias, em que foi estudada a
interacdo entre a proteina Spike e CD4 na infec¢do de linfécitos T helper na COVID-19
(Davanzo et al, 2020).

4.2 Escolha da linhagem A549

Como citado no item 3.4, a linhagem celular utilizada no desenvolvimento desse
projeto foi A549, proveniente de adenocarcinoma de pulmdo. A escolha teve como base a
possibilidade de novas descobertas que os resultados poderiam fornecer, por se tratar de
células presentes na porcao apical dos alvéolos pulmonares, que geralmente sao as estruturas
afetadas de forma mais grave na COVID-19 (Giard et al, 1973). Também, trata-se de uma
linhagem tumoral, o que nos garantiu alto crescimento, reprodutibilidade e possibilidade de
obtencdo de grandes quantidades de extratos proteicos para os estudos de interacao.

Outro importante fator considerado foi que o trabalho de Veras et al (2020)
demonstrou a diferenca na resposta imunoldgica no pulmdo de pacientes que vieram a obito,
comparando aqueles que ndo foram infectados pelo SARS-CoV-2 com os que portavam o
virus (Veras et al, 2020). Na Figura 13, tém-se a microscopia confocal desses tecidos com a

marcacao de moléculas de interesse para o estudo.
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COVID-19

Figura 13. Microscopia confocal de tecido pulmonar de autdpsia de individuos positivos (+) e
negativos (-) para COVID-19. Na cor azul, tém-se a marcagdo de DAPI, na cor verde a marcagdo de
mieloperoxidase (MPO) e na cor vermelha a marcacdo de histona H3 citrulinada (H3Cit) (Reproduzido de
Veras et al, 2020).

E possivel notar que a marcagdo de DNA por DAPI difere pouco entre as amostras
pois evidencia as células pulmonares (Weber et al, 2006). JA MPO e H3Cit sao marcadores
importantes da atividade do sistema imunologico na regido, observando-se uma grande
diferenga entre as amostras, visto que a amostra positiva possui grande volume de marcagao,
e esse resultado leva a conclusdao de que ha infec¢ao por SARS-CoV-2 nos pulmdes (Veras et
al, 2020).

Adicionalmente, foram fornecidas pelo professor Thiago Mattar Cunha, membro do
CRID (Center for Research in Inflammatory Diseases), algumas aliquotas da linhagem A549
com super expressao de ACE2, e essas células foram utilizadas como potencial controle
positivo para identificagdo de interacdes com o peptideo Spike487-502Cys em todos os

experimentos.

4.3 Fracionamento para enriquecimento de fracio de membrana

Para obtencao da fragdo enriquecida em proteinas de membrana das linhagens A549
Wild Type (WT) e A549 com superexpressao ACE2 (+A), primeiramente foi realizada uma
técnica simples, baseada em protocolo de centrifugacdo diferencial. Contudo, esse protocolo

ndo se mostrou adequado para nossos objetivos, visto que o enriquecimento de proteinas de
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diferentes compartimentos celulares nao foi especifico entre as fragdes quando avaliado pela
técnica Western Blotting.

Entdo, utilizamos uma técnica baseada em solubiliza¢do diferencial em detergente. A
técnica ¢ descrita no trabalho de Thomé et al (2012), que foi formulada para a obtengdo de
balsas lipidicas em células derivadas de leucemia promielocitica aguda. O protocolo descrito
em 3.5 detalha essa técnica com as adaptagdes que foram necessarias para nossos objetivos.

Com esse novo protocolo, foi possivel obter uma melhor distribuicdo de proteinas
entre as fragdes conforme quantificacao pelo método Bradford, demonstrada na Tabela 4.

Tabela 4. Quantificagdo pelo método Bradford das fragdes enriquecidas de ambas linhagens celulares,

obtidas pelo protocolo 3.5. Partiu-se de um extrato total de proteinas contendo 1.10® células, que rendeu um total
de 2,5 mg de proteinas, por linhagem.

Linhagem A549 Fracao Concentracio (pg/pL)

Nucleo 3,1

Wild Type .
(WT) Citoplasma 1,3
Membrana 1,8
Nucleo 4.2

Superexpressando ACE2 .
(+A) Citoplasma 1,8
Membrana 2,2

Para confirmacdo final de que a técnica estava realmente adequada aos nossos
objetivos, foi realizada a marca¢do das proteinas histona H3, GAPDH, Lyn e ACE2npor
Western Blotting. A proteina histona H3 foi utilizada para marcar fracdes de ntcleo, visto que
representa uma das principais estruturas formadoras da cromatina de células eucarioticas
(Bhasin et al, 2006). Ja a proteina GAPDH foi utilizada como controle da qualidade do
método, por se tratar de uma proteina constitutiva e presente principalmente no citoplasma
celular (Tristan et al, 2011). Por fim, a proteina Lyn nos serviu como marcadora de fragdo de
membrana, pois € uma proteina associada a membrana, responsavel por desencadear eventos
de cascata celular como a ativagdo de fosfatases SHIP-1 e SHP-1(Yamanashi et al, 1987). A
marcacdo de ACE2 foi realizada para confirmar a superexpressdo do receptor na linhagem
AS549 +A.

Na Figura 14, t€m-se as marcag¢des das proteinas citadas acima, realizadas em

membrana de PVDF, com os anticorpos citados na Tabela 3.
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ET ET N N M M cC C
wT +A WT +A WT +A WT +A

ACE2 ——— -
120kDa

0 9.4 03 305 17 577 0.4 o (%)
56kD

a 35 6.8 12 13 243 385 17 0 (%)

GAPDH v . ——
36kDa

143 85 6.8 36 16,5 21 22 71 (%)
H3 e
15kDa 108 76 47 27 18 26 06 0 (%)

Figura 14. Western blotting das proteinas e quantificacdo por Image J das bandas de ACE2, LYN,
GAPDH e Histona H3. Fragdo citoplasmatica (C), nicleo (N), membrana (M), extrato total (ET), linhagem
A549 Wild Type (WT) e linhagem A549 superexpressando com ACE2 (+A). Os valores indicados sobre cada
banda representam a quantificagdo da intensidade relativa utilizando-se o software Image J.

ApoOs observar a clara diferenca de marcagdo de todas as proteinas entre as fracdes
analisadas, realizamos a quantificagdo das bandas pelo software Image J, seguindo as
orientagdes do desenvolvedor.

Na Figura 14, também foi possivel quantificar aproximadamente como as proteinas
de interesse estao distribuidas em porcentagem entre as amostras analisadas, e assim avaliar a
eficiéncia do enriquecimento subcelular. No caso da proteina Lyn, as maiores porcentagens
localizam-se na fragdo de membrana, enquanto a marcacdo de Histona H3 ¢ mais presente em
fragdes nucleares, confirmando que o método de enriquecimento nos forneceu os resultados
esperados. Com isso, foi dado prosseguimento na elaboragdo de estratégias de estudo da

interacao do peptideo Spike487-502Cys com fragdes enriquecidas das células.

4.4 Desenvolvimento de estratégias para captura de novas proteinas que
interagem com o peptideo Spike487-502Cys
a) Captura em placa
A primeira estratégia de captura do peptideo Spike487-502Cys foi baseada em placas
de 96 pogos pré-tratados com maleimida no fundo de cada pogo, como descrito no item

3.11.1, permitindo a reagdo com o grupo sulfidrila no aminoacido C-terminal (cisteina) do
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peptideo. Como demonstrado na Figura 15, o peptideo foi imobilizado e em seguida foram
adicionadas aliquotas de fracdo enriquecida de membrana das linhagens A549 WT e A549

+A.

W # *
b""‘ ‘g W
Peptideo * *
Spike487-502Cys Cys

terminal

e L) — L

Imobilizac¢dao no poco
pela ligacao covalente
com grupo -SH

Placa de
Maleimida

Adicao das amostras
celulares

Figura 15. Representacdo esquematica da metodologia utilizada para captura do peptideo
Spike487-502Cys.
Criada em Canva: <https://canva.com/>. Acesso em 11/11/2021.

Inicialmente, esse método foi escolhido para capturar o peptideo Spike487-502Cys
porque representaria uma estratégia simples e de larga escala no estudo de quais moléculas
interagiam com o mesmo, por exemplo para avaliar multiplas amostras em paralelo. Contudo,
um dos desafios técnicos foi certificar a imobilizagdo do peptideo na placa, o que foi
primeiramente sanado com a implementagdo da quantificacdo com o reagente OPA, conforme
protocolo descrito em 3.9, por se tratar de um método sensivel de deteccdo de aminas. Desta
forma foi estimado que aproximadamente 4 pg do peptideo foi imobilizado em cada poco da
placa.

A partir da placa pronta, 50 ng de cada extrato enriquecido em proteinas de membrana
(A549 Wild Type e A549 superexpressando ACE2) foram incubados em cada pogo. Dada a
pequena quantidade de proteinas capturada (abaixo do limite de deteccdo do método de
Bradford), partiu-se para o processo de identificagdo das proteinas ligadas na placa por
espectrometria de massas, precedido de digestdo enzimatica, descrita no topico 3.12. A coleta
dos dados foi realizada em laboratorio no exterior e os dados foram processados localmente.

As proteinas identificadas nas fragdes enriquecidas de membrana das linhagens A549
WT e A549 +A sdo apresentadas a seguir, nas Tabelas 5 e 6. Primeiramente nota-se que para
a grande maioria das proteinas identificadas, foram obtidos um baixo niimero de peptideos, o

que indica a baixa abundancia na amostra, mas também, uma confiabilidade limitada nos
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resultados. Interessante destacar que varias proteinas de membrana (ex. receptores) foram
identificadas para ambas as amostras. Também chama aten¢@o o fato de que a proteina ACE2
ndo encontra-se na lista para a amostra proveniente da linhagem A549 +A. Isto
provavelmente se deve a baixa quantidade de proteinas recuperada do experimento.
Considerando a qualidade limitada desses resultados, partimos para outra estratégia de

captura de interagdes por cromatografia de afinidade, conforme descrito na se¢do seguinte.

Tabela 5. Resultado da identificagdo por espectrometria de massas das 10 principais proteinas
capturadas da fragdo de membrana de células A549 Wild type pelo peptideo Spike487-502Cys.

~
Fracao de membrana A549 WT
Cobert #
. .~ obertura i
n° Proteina Probab. Descri¢ao #de AA (%) Espectro Peptideos
()
Total
DAVEDLESVGK
sp[P81605[DCD_H -
1 UMAN 1,000 Dermeidin (DCD) 110 12,7 2
LGKDAVEDLESVGK
sp|A6GNGY 1[FRG2 Protein FRG2-like-2
C_HUMAN (FRG2C)
- GPLCAQVQTLYSMATQAAYV
2 0,997 282 9 ! .
SplQi‘I‘ngﬁGz— Protein FRG2 (FRG2)
sp|000206/TLR4_H Toll-like receptor 4 KQELQHFPSSLAFLNLTQNDF
UMAN 0,997 (TLR4) 839 2,9 1 ACT
sp|014718|OPSX_ Visual pigment-like AMLAMFKCQTHQTMPVTSIL
4 HUMAN 07997 receptor peropsin (RRH) 3 3 7 1 5 ’6 1 PMDVSQNPL
PEVAVAEGPFITGENIDTSSDL
sp|O14730|RIOK3_ Serine/threonine-protein
5 HUMAN 0,997 kinase RIO3 (RIOK3) 519 8,1 1 MLAQMLQME;( DREYDAQLR
sp|043520|AT8B1_
HUMAN
tr[AOA2R8Y5C5|A0
A2R8Y5C5_HUM Phospholipid-transporting FKMSLEITDQYLQREDTLATF
6 AN 0,997 ATPase IC (ATP8B1) 1251 4,6 1 DG
tr[AOA3B3IRQI|A0
A3B3IRQI_HUMA
N
Sploxﬁﬁﬁf% SEC14-like protein 2 AGEMTEVLPNQRYNSHLVPE
7 {B3KRDS|BIKRD 0,997 (SEC14L2) 403 12,8 1 DGTLTCSDPG::YVLRFDNTYS
8 HUMAN
$p|095013|04F21_
HUMAN Olfactory receptor 4F21 MDGENHSVVSEFLFLGLTHS
8 sp|Q6IEY 1JOR4F3_ 0,997 (OR4F21) 312 74 1 WEI
HUMAN
sp[P04275[VWF_H von Willebrand factor MDVGQDSIHVTVLQYSYMVT
9 UMAN 0,997 (VW) 2813 0,8 1 VEY
sp[P29400|CO4AS_ Collagen alpha-5(IV) LWGQPAEAAACYGCSPGSKC
10 HUMAN 0,997 chain (COL4AS) 1685 1,7 1 DCSGIKGEK
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Tabela 6. Resultado da identificagdo por espectrometria de massas das 10 principais proteinas
capturadas da fracdo de membrana de células AS549 com superexpressio de ACE2 pelo peptideo

Spike487-502Cys

-~
Fracao de membrana A549 +A
Cobert #
. .~ obertura B
n° Proteina Probab. Descricio #de AA (%) Espectro Peptideos
0
Total
APLLDGGARIHHYVVEKR
splQ8WZ42|TITIN_H
UMAN AVHKEKR
AVKPRVIQAPS
1 1,000 Titin 34350 0,3 7
CHYMTIHNVTPDDEGVYSVIA
tr AOAOAOMTS7]AOA
0AOMTS? HUMAN EKVHRVIEVFEAEEVEVFEKPK
VSNVAGGVECSANLFVKE
GQLTNIVHGSVLSLASSAS
tr AOAOAOMRI3|AOAOA .
1 LAELPPTPLRAT
2 OMRJ3_HUMAN 0,998 Neuron navigator 1830 2’8 6
SNIQYRSLPRPAKSSSMSVTG
sp|Q8TAM1|BBS10_HU Bardet-Biedl syndrome 10
3 MAN 0,999 protein (BBS10) 723 2,6 6 TPTDTFQTVETLTCLSLER
EHVETRPLLNPDKPGIEQGR
sp/QIHCI10]0TOF_H
RN LLLLLLL
4 1,000 Otoferlin (OTOF) 1997 5,7 5
RDPMKPSQILTRLCK
tr| AOA2U3TZT7|A0A
AU TN SHSTGEVVVTMEPEVPIKKLETMVK
DGRIHTLRLK
splQSVSTIOBSCN_ ; EDAGLYTCHVGSEETR
HUMAN Obscurin (OBSCN)
EIFDIYVVTADYLPLGAEQDAITLRE
5 1,000 7968 1,4 5 GQYVEVLDAAHPLR
speci PEWGAAEAPEFPGEAVSEDEYK
AGNGQIAGNGQ3_ serinelthreonine protein
HUMAN P
kinase (OBSCN) TKPTKSSPSRQGWVSPAYLD
APPNEMGSDAENEAPVEASELSDNP
GLLGE
6 sp|Q5RHPY[ERIC3_HU 1 000 Glutamate-rich protein 3 1 5 3 O 6 5 4 ITIKDINILIDIAS
MAN > (ERICH3) >
GHSVLVDEGHSSPLALTAPRPYTAPG
TAAAGKVVVEELARSGEEVPAAEE
MTVTYTTEAG
LLLLLLL
sp|QOH4B8|DPEP3_H
UMAN
LLLLLLLLLLRQPVTRAET
7 0,996 Dipeptidase 3 (DPEP3) 488 4.1 4
tAOASFIZHBA|AOA LLLLLLLLLLRQPVTRAETT
5F9ZHB4_HUMAN Qv
splQ6ZNLG6[FGDS_HUM LIRS TE FETCI 1
AN domain-containing protein
5 (FGD5)
8 0,999 1462 1,7 4 LEVDRRSLSNSPQLK
tr[B7ZM68|B7ZM68_HU )
MAN FGDS5 protein (FGD5)
ILNEFAKMPLKLLTNHYER
9 sp/P21817|RYR1_HUM 1 000 Ryanodine receptor 1 503 8 1 6 4 MCAPTDQDLITLAKTRYALK
AN 4 (RYR1) >
MIARQMVDMLVESSSNVEMILK
SMFDHLSYLLENSGIGLGMQG
sp|Q86UQ4|ABCAD_H T " DPSATDAQKLLEFGNEVIWKMQTLG
UMAN 1 OOO -binding cassette 5058 1 4 S
b-family A member 13
i (AR ’ su m(lx;c/:lg;l “ IGSFLKMVICLTLEALWK
0MT16 HUMAN
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b) Cromatografia de afinidade

Apo6s o resultado insatisfatorio obtido com a captura do peptideo Spike487-502Cys
em placa, seguimos com a metodologia de cromatografia de afinidade, descrito no item
3.11.2. A principal vantagem desse método ¢ que hd a possibilidade de imobilizagdo de
grande quantidade de peptideo e, portanto, capturar maior quantidade de interagdes. Além
disso, a fase estaciondria acoplada ao peptideo pode ser reaproveitada algumas vezes. Para
avaliacdo do processo de acoplamento do peptideo Spike487-502Cys a resina
Sulfolink-Agarose, utilizamos um novo método de quantificagdo de proteinas e peptideos
comercial. Este método apresentou uma sensibilidade maior que o método por reagente OPA
e demonstrou cerca de 60% de eficacia no acoplamento do peptideo Spike487-502Cys.

Assim, com a fase estacionaria devidamente preparada, procedemos com a incubagao
com as aliquotas das fragdes celulares obtidas para as linhagens A549 WT e A549 +A. Para
eluicdo das proteinas ligadas ao peptideo, utilizamos inicialmente solu¢do de glicina (1M).
Entretanto, a alta concentracdo de glicina interferia nas etapas seguintes de andlise. Na
tentativa de solucionar esta limitagdo, passamos a concentrar as amostras eluidas em colunas
de ultrafiltracao (Vivaspin 6, codigo 2614475, Merck) para eliminacao de sais. Contudo, nao
foi o suficiente para que as interacdes pudessem ser avaliadas com qualidade pela
eletroforese em gel SDS-Page, além de nos fornecer um rendimento muito baixo. Por fim,
passamos a eluir as proteinas ligadas a fase estacionaria com o proprio tampao de amostras
para eletroforese SDS-PAGE, como descrito no item 3.11.2b. Com essa estratégia, a corrida

de eletroforese foi bem sucedida como ilustrado na Figura 16, abaixo.
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Figura 16. Gel SDS-Page de aliquotas da interagdo entre amostras celulares e o peptideo
Spike487-502Cys. Fragdo citoplasmatica (C), nicleo (N), membrana (M), extrato total (ET), linhagem A549
Wild Type (WT) e linhagem A549 superexpressando com ACE2 (+A).

No gel SDS-Page que representa as aliquotas de intera¢do entre amostras celulares e o
peptideo Spike487-502Cys, pode-se observar a presenga de duas bandas na fracdo
citoplasmatica e no extrato total de proteinas da linhagem A549 superexpressando ACE2, em
posi¢do proxima ao peso molecular da proteina ACE2 (~120 KDa), sugerindo que dever ter
havido interacao entre as duas moléculas.

Também, pode-se inferir que houve um padrao de interagdo, em que as amostras de
linhagem AS549 +A apresentam bandas correspondentes a ACE2 em maior intensidade e
quando comparadas com as amostras de linhagem Wild Type. Além disso, também ¢ possivel
observar a presenc¢a de pouca proteina no gel, ainda que o ensaio de afinidade tenha sido feito
com pouco mais de 600ug de proteina total, o que sugere a especificidade do método.

A estratégia aqui demonstrada, sugere a viabilidade de capturar proteinas que
interagem com o peptideo Spike487-502Cys. Estes experimentos deverdo ser realizados em
maior escala para permitir o processo de identificagdo das principais interagdes. A partir
destes experimentos, certamente obteremos listas de proteinas de alta qualidade e, dentre os
candidatos, poderemos avaliar os novos ligantes da proteina Spike de SARS-CoV-2.

Por fim, a variante P1 (atualmente chamada de variante Gama, pela OMS) foi

originada no Brasil, ¢ possui uma das mutagdes mais importantes - N501Y - da proteina
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Spike localizada na penultima posicdo da sequéncia utilizada para a sintese do peptideo
Spike487-502Cys. Esse peptideo modificado, de sequéncia
487NSYFPLQSYGFQPTYGS502-Cys, ja foi sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa e sera
utilizado em experimentos de captura e interagdo, como complemento e avango dos estudos

deste trabalho.

4.5 Potenciais novos alvos de interacio com a proteina Spike descritos na
literatura

Desde que o mecanismo de infeccdo por SARS-CoV-2 pelo receptor ACE2 foi
elucidado, a investigagdo de novos alvos de interagdo com a proteina Spike se tornou
extremamente importante. Muitos alvos foram estudados pela criacao de paralelos com outros
virus da familia Coronaviridae, como o receptor DPP4, que age como receptor do virus
MERS-CoV (Wang et al, 2013). Essa hipotese também foi fundamentada no fato de que os
pulmdes possuem baixa expressdo de ACE2, porém o receptor DPP4 ¢ um dos principais
genes relacionados a expressdo de ACE2 (Song et al, 2014). Contudo, apds estudos de
docking molecular ndo foi demonstrado nenhuma interagdo significativa entre a proteina
Spike do SARS-CoV-2 e o receptor DPP4 (Cameron et al, 2021).

Também, foi estudada a interacdo entre a proteina Spike de SARS-CoV-2 e receptores
colinérgicos do tipo nicotinicos (Oliveira et a/ , 2021). que foi hipotetizada devido a baixa
prevaléncia de pacientes fumantes hospitalizados apds o diagnostico de COVID-19, o que
sugeriu um papel protetivo da nicotina (Changeux et al, 2020). Aliado a isso, foi observada
uma consideravel similaridade entre a por¢do RBM da proteina Spike do SARS-CoV-2 e
antagonistas de receptores colinérgicos do tipo nicotinicos (nAchRs) (Farsalinos et al, 2020).
No estudo da interag@o foram utilizados a sequéncia Y674-R685 do RBM da proteina Spike e
a bungarotoxina, uma neurotoxina que age como antagonista de nAchRs, e por meio de
microscopia eletronica foi possivel observar binding significativo entre as moléculas
(Oliveira et al , 2021). Isso corrobora com o fato de que a COVID-19 pode causar muitos
sintomas nos sistemas neurologico e motor, além do respiratério (Ellul et al, 2020; Yuki et al,
2020).

Adicionalmente, também foi proposto que a proteina transmembrana CD147,
presente principalmente em linfocitos T ativados, poderia ser um receptor da proteina Spike
do SARS-CoV-2 (Helal et al, 2020). Essa proposi¢do se deu devido a consideravel
prevaléncia de linfopenia em pacientes com COVID-19, um distirbio caracterizado pela

baixa contagem de linfocitos totais no plasma sanguineo (Tan et al, 2020). Foi hipotetizado
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que a infeccao por SARS-CoV-2 induz a cascata de ativacao de linfocitos T para o combate
ao invasor, consequentemente aumentando a expressdo de CDI147 na superficie desses
linfocitos, e propiciando a entrada do virus, inutilizando aquele linfocito infectado (Zheng et
al, 2020). Nos estudos de docking molecular e cristalografia de raios X foi possivel observar
uma forte interacao polar entre alguns residuos de aminoacidos hidrofilicos da por¢ao RBM
da proteina Spike e o receptor CD147, sugerindo que essa ¢ uma possivel via de infeccao de

linfocitos por SARS-CoV-2 (Helal et al, 2020).
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5. Conclusoes

Nesse trabalho, conseguimos projetar e sintetizar um peptideo que representa a regiao
de interacao da por¢do RBM da proteina Spike de SARS-CoV-2 com o receptor ACE2. Este
peptideo foi imobilizado em diferentes suportes para viabilizar estudos de captura de
potenciais novas interacdes. Também, foi possivel desenvolver estratégias para o
enriquecimento de fragdes subcelulares das linhagens AS549 Wild Type e A549 com
superexpressao de ACE2. A combinagdo destes componentes tornou possivel identificar de
forma preliminar possiveis novas interacdes da por¢do RBM da proteina Spike. O
escalonamento desta estratégia viabilizard a identificacdo por espectrometria de massas
dessas potenciais novas interagdes, além de permitir comparagdes com novas variantes da

proteina Spike que apresentam mutagdes nesta importante regido.
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