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Resumo: A COVID-19 — do inglés “Coronavirus Disease 2019” — foi
inicialmente identificada em dezembro de 2019, na china. Posteriormente, em margo
de 2020, foi declarada uma pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS).
Sob esse viés, a doenga é causada pelo agente etiolégico “SARS-CoV-2", cujo
principal mecanismo de entrada se faz possivel com o pela agdo de uma enzima
presente na membrana das células, a Serino Protease Transmembranar 2
(TMPRSS2). Essa enzima é responsavel por hidrolisar residuos de arginina da
proteina S, cuja funcdo tem relagdo com o processo de adsorgdo do ciclo viral,
permitindo que ocorra uma ligagdo com a Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECAZ2), gerando um endossomo que transportara o RNA viral até a célula infectada.
Portanto, é evidente que o estudo dos agentes envolvidos com o processo de infecgao
da Covid-19 é essencial na tentativa de selecionar moléculas com potencial
terapéutico contra a infecgao por Sars-CoV-2. Por isso, a expressao da TMPRSS2 —
realizada em bactérias BL21(DE3) — foi efetuada com sucesso e, além disso, foi
estabelecido um protocolo econdmico e coerente de quantificagdo de enzimas
utilizando a proteina do leite, a Caseina.
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1 INTRODUGAO

Proteases sdo enzimas cujas principais fungdes envolvem a degradagao de
proteinas, elas fazem isso por meio da quebra das ligagdes peptidicas entre os
aminoacidos que compdem o seu substrato, realizando, assim, a clivagem da proteina
(Barrett; Rawlings, 2007). Dentre esse grupo, existem as serinoproteases, isto €,
proteases que possuem um residuo de serina em seu sitio ativo, catalisando, da
mesma forma, a quebra da ligacéo peptidica entre aminoacidos (Rao et al., 1998).

A COVID-19 é uma sindrome respiratoria aguda causada pelo agente SARS-
CoV-2, um virus de alta transmissibilidade e potencial risco, tendo como principal via
de contaminagéo a respiratoria, ocorrendo geralmente por goticulas de saliva, que sado
aspiradas pelo hospedeiro. O beta coronavirus SARS-CoV-2 pertence a familia
Coronaviridae, e sua estrutura € composta por: (S) proteina Spike — dividida em duas
subunidades funcionais, S1 e S2 —, (N) proteina do nucleocapsidio, (M) membrana
plasmatica, (E) envelope e genoma de RNA viral.

Figura 1 - Estrutura do coronavirus.
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Fonte: Biorender, 2023.

O processo de infecgao se inicia quando o receptor de membrana enzima
conversora de angiotensina Il (ECA2) se liga a proteina S, mais especificamente no
receptor binding domain (RBD), presente na subunidade S1, que apresenta
complementariedade de ligagdo com a ECA2 (WANG, Q. et al., 2020).

Mais adiante, apds a ancoragem do coronavirus com o receptor, entra em agao
a enzima serinoprotease transmembranar 2 (TMPRSS2), que atua na clivagem da
proteina Spike, induzindo a fusdo de membranas da célula hospedeira com a
membrana viral e formando o endossomo, que deve transportar o RNA viral até o
citoplasma (IWATA-YOSHIKAWA, N. et al., 2019). Posteriormente, no citoplasma,
ocorre a etapa de desnudamento, em que o material genético sai de dentro do
endossomo, dando continuidade a replicacao viral. Drogas que bloqueiam a atividade
da TMPRSS2 tém se mostrado candidatas ao tratamento terapéutico da COVID-19.
Portanto, para compreender o funcionamento da molécula, faz-se necessario o estudo
de sua expressao e atividade proteolitica.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Expressar a proteina recombinante TMPRSS2 em bactérias E.coli BL-21(DE3).

1.1.2 Objetivos especificos
1 — Transformar o plasmideo contendo a construgdo da TMPRSS2 em bactérias
Escherichia coli BL-21(DE3);

2 — Avaliar a atividade proteolitica da TMPRSS2 recombinante;

3 — Estabelecer um protocolo de avaliagao proteolitica com Caseina.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Procedimento Experimental

2.1.1 Plasmideo pET21A-XXA-TMPRSS2

O plasmideo para induzir a expressao génica da XXA-TMPRSS2 em bactéria
BL-21(DE3) foi cedido, gentilmente, pelo professor Lang Rao, do instituto de
biotecnologia industrial de Tianjin, China.

2.1.2 Recuperacgao plasmidial e indugao com IPTG

O plasmideo pET21A-XXA-TMPRSS2 foi recuperado por meio de
transformacdo bacteriana em células E. coli TOP10F, seguida de uma mini
preparagao plasmidial, conforme descrito em Sambrook et al. (1989). Em seguida, o
plasmideo recombinante foi transformado em células competentes E. coli BL21(DEJ3).
As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB-agar contendo ampicilina.

Posteriormente, algumas col6nias foram pré-inoculadas em 5 mL de meio LB
com a adigao de ampicilina. Apés 18 horas de crescimento, duas inoculagdes foram
realizadas em Erlenmeyers contendo o mesmo meio, que foram incubados a 37 °C
sob agitacdo de 150 rpm. O crescimento bacteriano foi monitorado por leituras de
absorbancia em 600 nm (OD600), e, quando a leitura atingiu 0,4, a expressao génica
foi induzida com IPTG, sendo a cultura mantida por 17 horas a 25 °C sob agitacao de
150 rpm.

Concluido esse periodo, as células foram centrifugadas por 25 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso em tampao Tris-HCI, pH
8,0. A lise bacteriana foi realizada por ultrassom, com 10 pulsos de 10 segundos cada,
totalizando 35 minutos de processamento. Por fim, o extrato bacteriano foi novamente
centrifugado por 25 minutos, sendo o sobrenadante coletado para posterior
purificacao.

2.1.3 Cromatografia de afinidade com coluna Histrap - niquel sepharose para
purificagao da XXA-TMPRSS2



O sobrenadante obtido foi filtrado utilizando filtro de membrana e, em seguida,
submetido a cromatografia de afinidade em coluna HisTrap - Niquel Sepharose. Para
esse processo, empregaram-se dois tampdes: o tampao A (50 mM Tris-HCI, 300 mM
NaCl, pH 8,0), utilizado para a ligagado da proteina a coluna, e o tampao B (50 mM
Tris-HCI, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8,0), destinado a eluicdo da enzima. A
cromatografia foi realizada com fluxo inicial de 1 mL/min, sendo injetado 1 mL da
amostra por vez, e a eluicdo ocorreu por gradiente crescente de imidazol, com as
seguintes concentragdes: 25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM.

2.1.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

Submeter as amostras de sobrenadante obtidas pela expressao e pela
cromatografia a eletroforese em gel de poliacrilamida com adigdo de SDS, conforme
descrito em Laemmli et al. (1970). Utilizar os géis de separacao de 12%, além de géis
de concentragcdo a 5%, a coloracdo para detectar proteinas sera realizada com o
reagente de coomassie brilliant blue G 250 nas propor¢des: 40% metanol, 20% de
acido acético, 0,5% Comassie Brilliant Blue G-250.

2.1.5 Protocolo de quantificagao de hidrélise de enzima utilizando Caseina
2.1.5.1 Dissolver 1 g de caseina em 100 mL de tampao Tris-HCI (50 mM, pH 8,0).
2.1.5.2 Aquecer levemente (até 37 °C) e agitar para completa solubilizagao;

2.1.5.3 Preparar a solu¢gdo de acido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) em agua
destilada;

2.1.5.4 Ajustar a concentragao da enzima TMPRSS2 conforme a necessidade (ex.:
0,1 a1 ug/uL).

2.1.5.5 Em placas de 96 pocos, adicionar:

e 75 L de caseina 1%;
e 30 uL de tampao Tris-HCI,
e 45 uL de enzima TMPRSS2.
e Volume Total de 150 uL
2.1.5.6 Para o controle negativo, trocar a enzima por tampao

2.1.5.7 Incubar os tubos em banho-maria e agitagdo constante a 37 °C por 90 minutos.
2.1.5.8 Apods incubacgéo, adicionar 150 uL de TCA 10% em cada pogo.

2.1.5.9 Misturar bem e deixar em repouso a 4 °C por 10 minutos para completa
precipitacdo da caseina nio hidrolisada.

2.1.5.10 Centrifugar os tubos a 10.000 g por 10 minutos, a 4 °C;

- O precipitado contera a caseina intacta;

- O sobrenadante contera os peptideos hidrolisados e aminoacidos livres.

2.1.5.11 Transferir cuidadosamente 1 mL do sobrenadante para uma cubeta limpa.

2.1.5.12 Medir a absorbancia a 280 nm usando o espectrofotdmetro:



- A absorbancia sera proporcional a quantidade de proteina hidrolisada

2.1.5.13 Fazer a leitura também do controle negativo (sem enzima), para subtrair o
branco.

2.1.6 Teste de atividade da proteina XXA-TMPRSS2 no leitor de placas

Foram realizados ensaios para a detec¢do da atividade da XXA-TMPRSS2
utilizando o substrato BOC-GLN-ALA-ARG a 8 mM, em tampéao Tris-HCI pH 8,0
contendo 150 mM de NaCl e 5% de DMSO. As leituras de fluorescéncia foram feitas
a cada 3 minutos, durante um periodo total de 35 minutos de ensaio.

2.2 Resultados e Discussao

ApOs as etapas de transformacéao e inducéao, fez-se necessaria a comprovagao
da expressao da proteina para dar continuidade aos experimentos. Sob esse viés, foi
realizado um gel de eletroforese SDS-PAGE, conforme aprofundado em 4.4
Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). A proteina XXA-
TMPRSS2 migrou até 70kDa, como demonstra a figura 2.

Figura 2 — SDS-PAGE da proteina recombinante XXA-TMPRSS2 em que as
amostras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sao, respectivamente: Lisado, sonicado, nao retido e
eluicdo 13, 14 e 15 do cromatograma.
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Fonte: Os Autores

Posteriormente, apés comprovada a presenga da enzima, € imprescindivel
compreender seu nivel de atividade proteolitica. Entretanto, a realizagdo de testes
utilizando substrato pode ser inviavel, haja vista que uma pequena aliquota do
substrato utilizado (Boc-GIn-Ala-Arg-pNA) pode custar milhares de reais. Sendo



assim, tornou-se necessario o desenvolvimento de um protocolo de quantificacdo
enzimatica de baixo custo.

Dada a problematica anteriormente citada, foram executados experimentos de
modo a identificar as melhores condigdes de atividade enzimatica para a posteriori
tornar possivel a medicdo adequada da absorbancia em espectofotdmetro. A
premissa do experimento se encontra na compreensao que a TMPRSS2, ao
demonstrar atividade, passara a hidrolisar a Caseina, liberando peptideos que
tornardo a absorbancia maior.

Tabela 1 — Absorbancia de diferentes amostras

Branco Amostra
1 0 0.233
2 0 0.204
3 0 0.238

Média Variancia
0.225 0.000224667 0.018 0.082

Fonte: Os Autores

Figura 3 - Grafico referente a hidrélise das amostras de acordo com a absorbéancia.
No eixo X a unidade 1 se refere ao branco, as unidades 2, 3 e 4 sdo a triplicata e a
unidade 5 é a média da triplicata.

Atividade enzimatica em relacao ao branco
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Fonte: Os Autores



Mais adiante, de modo a comprovar definitivamente a confiabilidade do
protocolo da expressado enzimatica, foi feito também uma leitura de placa com o
substrato.

Figura 4 - Grafico referente a quantificagdo de proteinas na leitura de placa contendo
6 curvas, em que 3 delas ndo possuem enzima (A1, A2, A3) e 3 possuem (B1, B2,

B3).
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Fonte: Os Autores

Do grafico apresentado, pode-se abstrair que as curvas B (Com Enzima)
tiveram atividade maior do que o branco, pois seu coeficiente angular € maior.

3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Inicialmente, pode-se concluir que a proteina XXA-TMPRSS2 foi corretamente
expressa, uma vez que o gel SDS-PAGE (Figura 2) apresentou uma banda em
aproximadamente 70 kDa, compativel com os valores descritos na literatura.

Além disso, a atividade proteolitica foi confirmada pois a fluorescéncia da
amostra € numericamente superior ao branco, o que evidencia a ocorréncia do
processo de hidrdlise. Ao adicionar os dados em um plano cartesiano com eixo Xe Y
sendo X o eixo de fluorescéncia e Y o eixo do tempo, observa-se uma inclinagao
positiva da reta, caracteristica de uma fungdo de primeiro grau, o que reforgca a
conclusao cinética do experimento. Esse comportamento, aliado a baixa variancia
registrada entre as triplicatas (Tabela 1), demonstra consisténcia e reprodutibilidade
dos resultados.

Por fim, a leitura de placa garantiu os achados ao quantificar a atividade
enzimatica (Figura 4), confirmando a eficiéncia do protocolo e consolidando a
comprovacao da atividade hidrolitica da TMPRSS2.



4 REFERENCIAS

IWATA-YOSHIKAWA, Naoko; OKAMURA, Tadashi; SHIMIZU, Yukiko;
HASEGAWA, Hideki; TAKEDA, Makoto; NAGATA, Noriyo. TMPRSS2 contributes
to virus spread and immunopathology in the airways of murine models after
coronavirus infection. Journal of Virology, Washington, v. 93, n. 6, p. 1-15, 15 mar.
2019. DOI: https://doi.org/10.1128/jvi.01815-18.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, London, v. 227, n. 5259, p. 680-685, 1970. DOI:
https://doi.org/10.1038/227680a0.

RAO, M. B.; TANKSALE, A. M.; GHATGE, M. S.; DESHPANDE, V. V. Molecular and
biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and Molecular Biology
Reviews,  Washington, v. 62, n. 3, p. 597-635, 1998. DOIl:
https://doi.org/10.1128/MMBR.62.3.597-635.1998.

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J.; THOMAS, P. D.; HUANG, X.; BATEMAN, A
FINN, R. D. The MEROPS database of proteolytic enzymes, their substrates and
inhibitors in 2017 and a comparison with peptidases in the PANTHER database.
Nucleic Acids Research, Oxford, v. 46, n. D1, p. D624-D632, 2018. DOI:
https://doi.org/10.1093/nar/gkx1134.

SAMBROOK, J.; MANIATIS, T. Molecular cloning: a laboratory manual. 2. ed. Cold
Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

ZHOU, Peng; YANG, Xing-Lou; WANG, Xian-Guang; HU, Ben; ZHANG, Lei;
ZHANG, Wei; Sl, Hao-Rui; ZHU, Yan; LI, Bei; HUANG, Chao-Lin. A pneumonia
outbreak associated with a new coronavirus of probable bat origin. Nature, London, v.
579, n. 7798, p. 270-273, 3 fev. 2020. DOI: https://doi.org/10.1038/s41586-020-2012-
7.



https://doi.org/10.1128/jvi.01815-18
https://doi.org/10.1038/227680a0
https://doi.org/10.1128/MMBR.62.3.597-635.1998
https://doi.org/10.1093/nar/gkx1134
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2012-7
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2012-7

