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Introducéo: A pandemia do COVID-19 causou diversos impactos na sociedade, evidenciando a
fome e o desemprego. Dentro desse cenario, a RT-gPCR foi o teste padrdo utilizado para
diagndstico da infeccdo. No entanto, esse teste demanda uma infraestrutura tecnoldgica de
qualidade, com equipamentos e mdo de obra especializada, além de ser relativamente caro,
restringindo sua utilizacdo. Fora esses empecilhos, ficou evidente a falta de autonomia brasileira
na produgdo dos testes por conta da dependéncia externa para fornecimento de insumos
farmacéuticos ativos. Assim, torna-se importante o estabelecimento nacional de tecnologias que
possam responder rapidamente a um cenario pandémico, possibilitando, por exemplo, a obtencéo
de anticorpos que possam ser utilizados em Kits diagnosticos.

Objetivos: Dessa forma, este trabalho procurou estabelecer um processo de expressao e secre¢ao
de fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) do anticorpo CC12.1, que possui alta afinidade ao
dominio de ligag&o ao receptor (RBD) do SARS-CoV-2, em Saccharomyces cerevisiae.

Metodologia: Para realizar o processo de secre¢do a sequéncia codificadora do scFv foi fusionada
a glicoproteina Aga2, no plasmideo pYD4, sob controle de expressdo do promotor de galactose.
Este foi transformado por choque térmico na linhagem de S. cerevisiae BJ5464 (MATo ura3-52
trpl leu2A1 his34200 pep4::HIS3 prb1A1.6R canl GAL) e 0s clones positivos foram selecionados
em meio sintético completo (SC) sem triptofano (0,67% base de nitrogénio de levedura, 0,2%
mix de amino&cidos e uracila). A inducdo da expressdo foi realizada em meio SC com
casaminodacidos (0,5%), rafinose (2%) e galactose (2%) (SG-RCAA) por 72h a 22°C com
agitacdo. O sobrenadante coletado foi concentrado 22x por centrifugacdo com concentrador de
30 kDa. A producédo da proteina recombinante e sua secrecdo para 0 meio extracelular foram
avaliadas por eletroforese em SDS-PAGE e coloracdo em azul de Coomassie.

Resultados e Discussao: Desse modo, foi possivel confirmar a presenca e 0 acimulo de uma
banda de cerca de 60 kDa correspondente ao fragmento Aga2-scFv pelo gel de SDS-PAGE na
amostra referente ao meio extracelular concentrado enquanto nenhum acumulo foi observado na
amostra de pellet celular lisada. Foi observado também que no processo de concentracao, o corte
de 30 kDa auxiliou na purificacdo da amostra, reduzindo a contaminacao por proteinas menores.

Conclusao: Assim, espera-se estabelecer uma plataforma de producdo e purificacdo eficazes e de
menor custo do fragmento scFv de anticorpo responsivo ao RBD de SARS-CoV-2, incentivando
0 crescimento da industria brasileira no setor de insumos farmacéuticos ativos.
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