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RESUMO

O SARS-CoV-2, agente etiológico da COVID-19, desencadeou uma pandemia de

dimensões globais e estimulou o desenvolvimento de estudos voltados à

caracterização de seus componentes estruturais, entre eles o Domínio de Ligação

ao Receptor (RBD) da proteína Spike. O RBD desempenha papel central na

interação com o receptor ACE2 e constitui um alvo prioritário em pesquisas

diagnósticas, imunológicas e biotecnológicas. Nesse contexto, a produção

heteróloga de proteínas em sistemas bacterianos representa uma estratégia

eficiente, econômica e amplamente empregada na obtenção de antígenos virais,

destacando-se a Escherichia coli BL21 (DE3) como um dos hospedeiros mais

utilizados devido ao seu rápido crescimento, baixo custo e capacidade elevada de

expressão recombinante. Este trabalho teve como objetivo produzir o RBD wild type

do SARS-CoV-2 utilizando o sistema E. coli BL21 (DE3)/pET-28a, confirmando sua

expressão por meio de SDS-PAGE e Western blotting. Inicialmente, a transformação

da E. coli com o plasmídeo pET-28a contendo a sequência codificadora do RBD foi

confirmada por PCR e eletroforese em gel de agarose, com amplificação específica

de um fragmento de aproximadamente 300 pb e ausência de bandas no controle

negativo, assegurando a integridade da construção gênica. Após a confirmação,

procedeu-se à indução da expressão utilizando IPTG, seguida pelas etapas de lise

celular, obtenção da fração solúvel e purificação por resina de afinidade para

proteínas contendo cauda de histidina. A análise em SDS-PAGE revelou uma banda

na altura de 25 kDa, compatível com o peso molecular esperado para o RBD. A

identidade da proteína foi confirmada por dois ensaios de Western blotting: o

primeiro utilizando anticorpo anti-His, que reconheceu especificamente a cauda de

histidina adicionada ao RBD; e o segundo empregando anticorpos presentes no soro

de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, demonstrando que o RBD recombinante

manteve epítopos reconhecíveis pelo sistema imune humano. Os resultados

demonstram que o sistema E. coli BL21 (DE3)/pET-28a foi eficiente na produção do

RBD recombinante, garantindo não apenas a expressão da proteína, mas também

sua integridade estrutural mínima para reconhecimento imunológico. Dessa forma, o

estudo evidencia que a plataforma utilizada é adequada para a obtenção do RBD,

constituindo uma alternativa viável para estudos sorológicos, aplicações

FOURAUX, Eleandro Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro
de 2025. Produção e purificação do domínio de ligação ao receptor (RBD) wild
type do SARS-CoV-2 em Escherichia coli BL21 (DE3). Orientador: Sergio Oliveira
de Paula.



diagnósticas e futuras investigações em biotecnologia voltadas ao entendimento e
monitoramento de coronavírus.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; RBD; produção heteróloga; Escherichia coli BL21
(DE3).



ABSTRACT

SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19, triggered a global pandemic and

stimulated the development of studies focused on characterizing its structural

components, including the Receptor-Binding Domain (RBD) of the Spike protein. The

RBD plays a central role in the interaction with the ACE2 receptor and is a priority

target in diagnostic, immunological, and biotechnological research. In this context,

heterologous protein production in bacterial systems represents an efficient,

economical, and widely used strategy for obtaining viral antigens, with Escherichia

coli BL21 (DE3) standing out as one of the most used hosts due to its rapid growth,

low cost, and high recombinant expression capacity. This work aimed to produce the

wild-type RBD of SARS-CoV-2 using the E. coli BL21 (DE3)/pET-28a system,

confirming its expression through SDS-PAGE and Western blotting. Initially, the

transformation of E. coli with the pET-28a plasmid containing the RBD coding

sequence was confirmed by PCR and agarose gel electrophoresis, with specific

amplification of a fragment of approximately 300 bp and absence of bands in the

negative control, ensuring the integrity of the gene construct. After confirmation,

expression was induced using IPTG, followed by cell lysis, obtaining the soluble

fraction, and purification by affinity resin for proteins containing histidine tails. SDS-

PAGE analysis revealed a band at a height of 25 kDa, consistent with the expected

molecular weight for the RBD. The protein's identity was confirmed by two Western

blotting assays: the first using anti-His antibody, which specifically recognized the

histidine tail added to the RBD; and the second employing antibodies present in the

serum of patients infected with SARS-CoV-2, demonstrating that the bacterial RBD

retained epitopes recognizable by the human immune system. The results

demonstrate that the E. coli BL21 (DE3)/pET-28a system was efficient in producing

recombinant RBD, ensuring not only protein expression but also its minimum

structural integrity for immunological recognition. Thus, the study shows that the

platform used is suitable for obtaining RBDconstituting a viable alternative for

serological studies, diagnostic applications, and future biotechnology investigations

aimed at understanding and monitoring coronaviruses.

FOURAUX, Eleandro Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December,
2025. Production and purification of the wild-type receptor-binding domain
(RBD) of SARS-CoV-2 in Escherichia coli BL21 (DE3). Adviser: Sergio Oliveira de
Paula.
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1) INTRODUÇÃO 

      1.1) ORGANIZAÇÃO DO GENOMA VIRAL E REPLICAÇÃO. 

       O coronavírus SARS-CoV-2, cujo nome foi definido em 2023 como Betacoronavirus 

pandemicum, responsável pela pandemia iniciada em 2019, pertence à família Coronaviridae e 

ao gênero Betacoronavirus, grupo que também inclui SARS-CoV e MERS-CoV. A família 

ainda é composta pelos gêneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus e Deltacoronavirus, cujos 

representantes têm capacidade de infectar ampla variedade de mamíferos e aves (ICTV 9th 

Report, 2011) . Os coronavírus (CoVs) são vírus envelopados e apresentam um genoma de 

RNA fita simples, senso positivo, com aproximadamente 30 kb. A extremidade 5’ desse RNA 

contém uma 7-metilguanosina (cap 5’) e a extremidade 3’ possui uma cauda poliadenilada, 

características que permitem ao genoma atuar diretamente como mRNA logo após a entrada 

do vírus na célula hospedeira. A região 5’ ainda contém uma sequência líder e uma região não 

traduzida (UTR), importantes para a regulação dos processos de replicação e transcrição; essa 

UTR também está presente na extremidade 3’ (Fehr and Perlman, 2015). 

        O genoma dos CoVs apresenta entre 6 e 10 ORFs. A primeira delas, a ORF1a/b, 

corresponde ao gene replicase, responsável pela codificação de 16 proteínas não estruturais e 

ocupando cerca de dois terços do genoma. Uma mudança de leitura de -1 entre as ORFs 1a e 

1b resulta na produção das poliproteínas pp1a e pp1b. As demais ORFs, localizadas no terço 

final do genoma, codificam proteínas estruturais e acessórias. Essas regiões são transcritas 

como RNAs subgenômicos de polaridade negativa, os quais servem como molde para a 

formação de mRNAs subgenômicos. Além disso, apresentam sequências regulatórias de 

transcrição (TRRs), necessárias para a expressão desses genes (Chen; Liu; Guo, 2020). 

        A partícula viral possui formato esférico, com diâmetro entre 120–160 nm, e apresenta 

espículas distribuídas por sua superfície. No interior do envelope encontra-se o 

nucleocapsídeo helicoidal. As proteínas não estruturais (Nsps) compõem o complexo 

replicase-transcriptase e participam da regulação do ciclo viral, incluindo proteases, enzimas 

modificadoras de RNA, polimerase, primases e helicase; entretanto, algumas Nsps ainda não 

tiveram suas funções completamente esclarecidas. As quatro proteínas estruturais dos CoVs 

são: spike (S), membrana (M), envelope (E) e nucleocapsídeo (N) (Chen; Liu; Guo, 2020; 

Weiss; Leibowitz, 2011) (Figura 1). 
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Figura 1: Esquema do vírion do coronavírus SARS-CoV-2 mostrando suas proteínas 

estruturais e as funções desempenhadas por cada uma delas. 

 

Fonte: Harrison, et al., 2023. 

       A glicoproteína S, com aproximadamente 150 kDa, forma trímeros que constituem as 

espículas virais e é responsável pelo reconhecimento e ligação ao receptor celular. A proteína 

S é dividida nos domínios S1 e S2, sendo que S1 contém o domínio de ligação ao receptor 

(RBD) e S2 abriga o peptídeo de fusão, essencial para a entrada viral (Walls et al., 2020). A 

proteína M (15–20 kDa) é a mais abundante no vírion, apresenta três domínios 

transmembrana e organiza-se em dímeros, sendo fundamental para a forma e curvatura da 

partícula, além de interagir com a proteína N durante a montagem viral (Fehr and Perlman, 

2015). 

       A proteína E (8–12 kDa) também é transmembrana, participa da formação do envelope e 

atua na montagem e brotamento viral. Adicionalmente, funciona como canal iônico, estando 

relacionada à patogênese (Schoeman; Fielding, 2019). A proteína N, por sua vez, forma o 

nucleocapsídeo e contém três domínios (N-terminal, C-terminal e uma região espaçadora), 

todos com afinidade pelo RNA viral. N interage com M e com o complexo 

replicase-transcriptase por meio de sua ligação à nsp3, auxiliando no empacotamento do 

genoma. Além disso, atua como antagonista de interferon-β e como supressora da resposta 
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antiviral mediada por RNA de interferência em células de mamíferos (McBride; Van Zyl; 

Fielding, 2014; Cui et al., 2015). 

       O ciclo replicativo dos CoVs inicia-se com a ligação do RBD do domínio S1 ao receptor 

da célula hospedeira. Em humanos, foi demonstrado que SARS-CoV e SARS-CoV-2 utilizam 

a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), uma metalopeptidase, como receptor de 

entrada (Walls et al., 2020), enquanto o MERS-CoV utiliza a proteína dipeptidil-peptidase 4 

(DPP4) (Cui et al., 2019). 

      Após a adsorção, o vírus entra na célula via endocitose, onde as proteases endossomais 

expõem o peptídeo de fusão do domínio S2, processo facilitado pela acidificação endossomal. 

A fusão entre o envelope viral e a membrana celular libera o RNA genômico no citoplasma, 

que é imediatamente traduzido, originando as poliproteínas pp1a e pp1b e, posteriormente, o 

complexo replicase-transcriptase. O RNA genômico e os RNAs subgenômicos são 

sintetizados, estes últimos funcionam como mRNAs para a tradução das proteínas estruturais. 

As proteínas S, M e E seguem pela via secretora (retículo endoplasmático e complexo de 

Golgi), enquanto a proteína N se associa ao RNA genômico formando o nucleocapsídeo e 

interage com a proteína M na montagem dos vírions. Com a incorporação da proteína S, as 

novas partículas são transportadas até a superfície celular e liberadas por exocitose. A 

proteína S também pode migrar para a membrana da célula infectada, promovendo fusão entre 

células vizinhas e gerando sincícios, mecanismo que facilita a propagação viral (Ou et al., 

2020; Fehr and Perlman, 2015). 

1.2) PROTEÍNA SPIKE (S) E RECEPTOR BINDING DOMAIN (RBD)    

       A proteína S (Spike) constitui um dos componentes estruturais mais relevantes dos 

coronavírus e exerce papel central na etapa inicial do ciclo infeccioso, sendo responsável 

tanto pelo reconhecimento do receptor da célula hospedeira quanto pelos mecanismos 

subsequentes de fusão de membranas (Minigulov et al., 2024). Trata-se de uma glicoproteína 

de superfície pertencente à classe das proteínas virais de fusão tipo I, compondo, juntamente 

com as proteínas E, M e N, o conjunto de proteínas estruturais que integram a partícula viral 

(Yu et al., 2023). Localizada na superfície do vírion, a proteína S se organiza em forma de 

grandes projeções que conferem ao coronavírus o aspecto de coroa (Hoffmann; 

Kleine-Weber; Pöhlmann, 2020). Essas projeções correspondem a homotrímeros formados 

por três protômeros idênticos, cada um apresentando peso molecular aproximado entre 180 e 
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200 kDa quando totalmente glicosilado (Obeng; Fianu; Danquah, 2022) . A proteína S é uma 

proteína transmembrana do tipo I formada por um ectodomínio exposto, um domínio 

transmembrana que ancora o trímero à membrana viral e uma curta região citoplasmática (Li 

et al., 2022). Destaca-se por apresentar extensiva glicosilação, com múltiplos sítios de N- e 

O-glicosilação que atuam como um escudo contra o sistema imune do hospedeiro, 

contribuindo para a virulência, imunogenicidade e capacidade de evasão imunológica 

(Burkova; Bakhno, 2025). Além disso, a presença de sítios de S-palmitoilação, que aumentam 

a hidrofobicidade do complexo, é essencial para sua correta integração na membrana 

plasmática e para a infectividade viral (Wu et al., 2021). 

        A proteína S é clivada em duas subunidades funcionalmente distintas, S1 e S2. A 

subunidade S1, localizada na região N-terminal, é responsável pelo reconhecimento do 

receptor celular e constitui a porção menos conservada da molécula, variando amplamente 

entre diferentes coronavírus (Li, et al., 2022). Estruturalmente, S1 é composta por um 

Domínio N-Terminal (NTD) e um Domínio C-Terminal (CTD), sendo este último o local 

típico onde se encontra o Domínio de Ligação ao Receptor (RBD) (Obeng; Fianu; Danquah, 

2022). O NTD pode estabelecer interações com glicanos ou ácido siálico em determinados 

coronavírus, enquanto a função principal de S1 é atuar como uma chaperona que mantém S2 

na conformação de pré-fusão, evitando sua ativação prematura (Si et al., 2024). A subunidade 

S2 contém o elemento estrutural essencial para a fusão de membranas: o peptídeo de fusão 

(FP) (Hills; Geoghegan; Bostina, 2025). A maquinaria de fusão presente em S2 funciona 

como um mecanismo de aproximação, que após ativação proteolítica, sofre uma extensa 

reconfiguração conformacional, aproximando as membranas viral e celular até que a fusão 

seja completada (Yu et al., 2023). 

      O RBD, localizado dentro da subunidade S1, desempenha papel determinante na 

especificidade de tropismo viral  (Si et al., 2024). Com cerca de 200 aminoácidos e 

aproximadamente 25 kDa, o domínio é dividido entre um núcleo estrutural e subdomínios 

externos que incluem o Motivo de Ligação ao Receptor (RBM), responsável pelo contato 

direto com o receptor celular (Li et al., 2022). Esse domínio pode alternar entre duas 

conformações: a forma “fechada”, na qual o RBD permanece retraído e parcialmente oculto 

no trímero, dificultando o reconhecimento pelo hospedeiro; e a forma “aberta”, que expõe o 

sítio de ligação e permite a interação direta com receptores como o ACE2 em coronavírus 

relacionados ao SARS (Wolf; Kwan; Kamil, 2022). Há uma grande variabilidade entre os  

RBDs de diferentes coronavírus, por exemplo, entre SARS-CoV e SARS-CoV-2, o que 
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acarreta em diferenças na afinidade e especificidade de ligação, influenciando diretamente a 

gama de hospedeiros e o tropismo celular (Zeng et al., 2022).  

       O processo de adsorção e entrada do vírus na célula mediado pela proteína S envolve uma 

série de eventos coordenados. Primeiramente, a subunidade S1 reconhece e se liga ao receptor 

do hospedeiro por meio do RBD (Li et al., 2023). A proteína S é inicialmente produzida como 

um único polipeptídeo e sofre clivagens em dois sítios distintos, S1/S2 e S2, catalisadas por 

proteases da célula hospedeira (Whittaker; Daniel; Millet, 2021). O sítio S1/S2 é fundamental 

para a pré-ativação da proteína e para a abertura do RBD (Belouzard; Chu; Whittaker, 2009). 

A clivagem subsequente em S2’ expõe o peptídeo de fusão, que se insere na membrana da 

célula hospedeira. A seguir, acontece a aproximação entre a membrana viral e a celular, 

culminando na fusão e na liberação do genoma viral no citoplasma (Yu et al., 2023). 

      Além de mediar a entrada, a proteína S influencia diretamente a patogênese por meio da 

capacidade de induzir sincícios, resultantes da fusão entre células infectadas e células vizinhas 

que expressam o receptor viral (Burkova; Bakhno, 2025). Esses sincícios são considerados 

efeitos citopáticos e contribuem para o dano tecidual, especialmente no tecido pulmonar 

(Rajah et al., 2022). Devido ao seu papel central no processo infectivo, na especificidade de 

hospedeiro e na virulência, a proteína S é um dos principais alvos de estratégias terapêuticas e 

constitui a base molecular para o desenvolvimento de grande parte das vacinas e de agentes 

antivirais que visam bloquear a entrada viral (Minigulov et al., 2024).  

1.3) PANDEMIA 2019 

       A pandemia do  COVID-19 constituiu um marco sanitário global sem precedentes na 

história recente, com repercussões que ultrapassaram o campo da saúde e atingiram 

dimensões sociais e econômicas em escala mundial (Chen; Ding, 2023). Os primeiros casos 

associados à doença foram registrados em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, província 

de Hubei, na China, quando um surto de pneumonia de etiologia desconhecida chamou a 

atenção das autoridades de saúde (Panati et al., 2022; Harrison et al., 2023). Esses casos 

iniciais estavam relacionados ao Mercado Atacadista de Frutos do Mar de Huanan, 

identificado como o provável epicentro dos primeiros registros da infecção (Hoenigsperger; 

Sivarajan; Sparrer, 2024). A partir da coleta de fluido de lavagem broncoalveolar de um 

paciente de 41 anos internado em Wuhan, isolou-se um novo agente viral, inicialmente 

denominado Novel Coronavirus (2019-nCoV), cuja origem foi posteriormente atribuída a um 
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coronavírus zoonótico transmitido de animais para humanos, sendo fortemente relacionados à 

morcegos e pangolins (Harrison et al., 2023; 2023; Chen;Ding, 2023). Diante da rápida 

expansão dos casos e da ausência de conhecimento prévio sobre o novo patógeno, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou em 30 de janeiro de 2020 que o surto 

constituía uma emergência de saúde pública de interesse global (Katre et al., 2022). Poucos 

meses depois, já em março de 2020, a doença foi oficialmente reconhecida como pandemia, 

em razão de sua ampla e veloz disseminação internacional (Hao-Nan et al., 2020). 

        Ao longo de sua evolução, a COVID-19 se apresentou como uma enfermidade de curso 

clínico bastante variável, podendo se manifestar de forma assintomática ou progredir para 

quadros graves e potencialmente fatais (Bean et al., 2021). O período de incubação 

geralmente variava entre 2 a 14 dias, sendo comuns sintomas como febre, tosse seca, cansaço 

e dispneia, além de dor de garganta, congestão nasal, coriza, mialgias e diarreia 

(Ollarves-Carrero et al., 2020; Panati et al., 2022). A perda de olfato e paladar também foi 

amplamente descrita entre os pacientes infectados (Ollarves-Carrero et al., 2020). A maior 

parte dos indivíduos (cerca de 80%) apresenta recuperação espontânea sem necessidade de 

intervenções hospitalares, porém, aqueles com comprometimentos imunológicos ou 

comorbidades prévias demonstram maior risco de evolução para insuficiência respiratória 

(Huang et al., 2020; Wang et al., 2020). Em casos graves, os achados pulmonares incluem 

dano alveolar, formação de membranas hialinas, exsudatos celulares e edema, características 

semelhantes às observadas em infecções por SARS-CoV e MERS-CoV (Ozmen et al., 2020). 

Um aspecto fisiopatológico crítico identificado em pacientes severamente afetados é a 

chamada tempestade de citocinas, marcada pela produção excessiva de mediadores 

inflamatórios como IL-2, IL-6, IL-7, IFN-γ e TNF-α, resultando em inflamação sistêmica e 

predispondo ao desenvolvimento de síndrome de disfunção de múltiplos órgãos (Dai et al., 

2022). Além disso, foi constatado aumento expressivo do risco de trombose e o surgimento de 

manifestações neurológicas, ainda que a doença se mantenha predominantemente respiratória 

(Walton et al., 2021). 

         Conforme a pandemia avançou, o SARS-CoV-2 passou por um processo acelerado de 

evolução genética, marcado pela ocorrência de mutações, especialmente na proteína spike. 

Esse fenômeno culminou no surgimento de distintas Variantes de Preocupação (VOC), como 

Alpha, Beta, Gamma e Delta (Mascola; Graham; Fauci, 2021). Dentre elas, a variante Delta, 

inicialmente identificada na Índia, destacou-se por sua maior taxa de transmissão e capacidade 

de escape imunológico, tornando-se dominante em diversas regiões do mundo no final de 
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2021 (Monajjemi; Kandemirli; Mollaamin, 2021). Em novembro de 2021 emergiu a variante 

Ômicron, que rapidamente substituiu Delta devido ao elevado número de mutações associadas 

à sua notável transmissibilidade. Suas diversas sub linhagens passaram a circular amplamente 

e, desde então, constituem as variantes predominantes globalmente (Kumar et al., 2022). 

        A dimensão global da pandemia pode ser observada nos dados epidemiológicos 

registrados pela OMS. Em 4 de outubro de 2022, contabilizavam-se aproximadamente 620 

milhões de casos confirmados e cerca de  6,5 milhões de mortes em âmbito mundial, números 

que, em estimativas de dezembro do mesmo ano, já ultrapassavam 652 milhões de casos e 6,6 

milhões de óbitos (Harrison et al., 2023). Atualmente, já são 779 milhões de casos detectados 

(OMS- 2026). A necessidade urgente da contenção da transmissão impulsionou a adoção de 

medidas rigorosas de saúde pública, incluindo quarentenas, isolamento social, suspensão de 

grandes eventos, rastreamento de contatos e restrições de viagem, bem como ações de 

segurança pública para garantir o cumprimento dessas determinações (Madonsela et al., 

2023). Paralelamente, a pandemia trouxe consequências econômicas significativas, 

repercutindo no mercado de trabalho, no comércio internacional e no setor de turismo, além 

de provocar impacto psicológico generalizado decorrente da incerteza, do medo e das perdas 

humanas acumuladas ao longo desse período (Ahmad; Chahal; Rais, 2022). 

        A experiência global com a COVID-19 evidenciou a vulnerabilidade das sociedades a 

eventos epidemiológicos emergentes e reforçou a importância de abordagens integradas entre 

saúde humana, saúde animal e meio ambiente (Faustino et al., 2022). Esse fato demonstrou a 

necessidade do fortalecimento dos sistemas de vigilância, de planejamento para emergências 

sanitárias, de cooperação científica e institucional, para reduzir vulnerabilidades e mitigar 

futuras ameaças à saúde pública (Farag et al., 2019). 

1.4) PRODUÇÃO HETERÓLOGA DE PROTEÍNAS  

         A produção heteróloga de proteínas constitui uma das bases centrais da biotecnologia 

moderna e consiste na expressão de uma proteína em um organismo hospedeiro que 

naturalmente não a produz (Jiang et al., 2024). Antes da consolidação das ferramentas de 

engenharia genética e da tecnologia do DNA recombinante, o estudo de proteínas era limitado 

pela necessidade de obtê-las a partir de fontes naturais, muitas vezes em baixíssimas 

concentrações, o que dificultava a purificação e restringia severamente a quantidade de 

material disponível para análises estruturais, funcionais ou aplicações tecnológicas 
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(Ferrer-Miralles; Garcia-Fruitós, 2024). O advento da clonagem molecular e da expressão 

recombinante permitiu superar essas limitações, possibilitando a produção controlada, 

eficiente e em larga escala de proteínas de interesse para pesquisa, diagnóstico, 

desenvolvimento farmacêutico, biossíntese de produtos naturais e aplicações industriais 

(Rong et al., 2023). 

         Dentro desse contexto, a bactéria Escherichia coli se consolidou como a plataforma de 

expressão heteróloga amplamente utilizada (Cabal; Wu, 2022). Sua linhagem BL21 (DE3), 

derivada da cepa B834, tornou-se um dos hospedeiros mais empregados graças ao seu uso 

consolidado no sistema de expressão baseado no promotor T7 (Zafar et al., 2024). A adoção 

dessa linhagem decorre de características que favorecem o acúmulo da proteína recombinante, 

como a ausência das proteases Lon e OmpT, responsáveis pela degradação de proteínas no 

citoplasma (Phillips; Vanbogelen; Neidhardt, 1984; Yaghoobizadeh et al., 2023). Além disso, 

a E. coli apresenta rápido crescimento, baixo custo de cultivo, facilidade de manipulação 

genética e alta produtividade, características que historicamente permitiram sua aplicação 

desde a produção da primeira proteína recombinante funcional, a insulina humana, em 1977 

(Rivera-de-torre et al., 2022). Em ambientes acadêmicos e industriais, a BL21 (DE3) é 

frequentemente descrita como uma “fábrica celular de proteínas”, característica que justifica 

sua ampla adoção em pesquisas relacionadas à produção de proteínas quiméricas, enzimas 

industriais, anticorpos recombinantes e peptídeos bioativos (Pouresmaeil; Azizi-Dargahlou, 

2023). 

       Estudos recentes ilustram a versatilidade dessa linhagem. Em pesquisas com proteínas 

multi antigênicas, a BL21 Star foi utilizada para elevar o rendimento da proteína quimérica 

TgAGS/BsT de Toxoplasma gondii, enquanto a BL21 (DE3) possibilitou a obtenção e 

purificação bem sucedida de anticorpos recombinantes scFv anti-RBD do SARS-CoV-2 

(Matias et al., 2023; Yaghoobizadeh et al., 2023). No campo das enzimas de uso industrial, a 

BL21 (DE3) foi fundamental para a expressão heteróloga da lipase BsLipA de Bacillus 

subtilis (Jiang et al., 2025). Em proteínas de difícil expressão, como o componente 

nitrogenase AvNifH de Azotobacter vinelandii, sua expressão com fatores de maturação 

permitiu a síntese de uma proteína plenamente ativa, contendo altos níveis de FeS (Solomon 

et al., 2023). Além disso, a BL21 (DE3) tem sido usada na expressão solúvel de peptídeos 

antimicrobianos, como a defensina vegetal SmD1, demonstrando sua adaptabilidade a 

proteínas de naturezas diversas (Qiu; Song, 2025). 
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   Apesar de suas vantagens, a produção heteróloga em E. coli enfrenta desafios intrínsecos, 

entre eles a formação de corpos de inclusão, resultado comum da superexpressão e da 

incapacidade do citoplasma de acomodar a proteína na forma solúvel (Rong et al., 2023). 

Outro obstáculo é a formação de pontes dissulfeto, uma vez que o ambiente citoplasmático é 

redutor e desfavorece a estabilização dessas ligações essenciais à conformação nativa de 

muitas proteínas complexas (Ferrer-Miralles; Garcia-Fruitós, 2024). Estratégias desenvolvidas 

para superar essas limitações incluem o uso de linhagens modificadas derivadas da BL21, 

como Origami e SHuffle, além da aplicação do sistema CyDisCo, projetado para permitir a 

formação eficiente de pontes dissulfeto no citoplasma da BL21 (DE3) (Makino; Skretas; 

Georgiou, 2011; López-Cano et al., 2022). Em casos nos quais a proteína alvo apresenta 

toxicidade para a célula hospedeira, o controle rigoroso da expressão se torna fundamental, 

sendo o sistema T7 induzível por IPTG a abordagem mais frequentemente utilizada (Jiang et 

al., 2024). 

      O indutor IPTG (Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosídeo) desempenha um papel central 

nesse sistema de expressão de proteínas, funcionando como um gatilho molecular para iniciar 

a expressão do gene de interesse (Karyolaimos et al., 2019). Como um análogo não 

metabolizável da alolactose, o IPTG ativa o operon lac e, especificamente nos sistemas 

baseados na polimerase T7, promove a transcrição do gene que codifica essa polimerase, 

regulado pelo promotor lacUV5 presente no genoma da BL21 (DE3) (Chan et al., 2011; 

Yaghoobizadeh et al., 2023). Após sua ativação, a polimerase T7 reconhece o promotor T7 

presente no plasmídeo recombinante e conduz a transcrição em alto nível do gene alvo 

(Greenwich; Alakavuklar; Fuqua, 2023). Embora altamente eficiente, o IPTG tem efeitos 

citotóxicos e sua concentração excessiva pode suprimir o crescimento celular, induzir estresse 

metabólico, comprometer a estabilidade do plasmídeo e aumentar a formação de corpos de 

inclusão, dessa forma, tanto a concentração quanto o momento de indução são fatores 

determinantes para o sucesso da expressão (Jiang et al., 2025). 

     A literatura mostra que diferentes proteínas requerem concentrações específicas de IPTG 

para atingir um bom rendimento (Matias et al., 2023). Atividades máximas foram obtidas com 

0,4 mM para a lipase BsLipA, 0,6 mM para a defensina vegetal SmD1 e aproximadamente 1,0 

mM em culturas expressando TgAGS/BsT (Matias et al., 2023; Qiu; Song, 2025). Para a 

neuraminidase, a otimização apontou 1,82 mM como concentração ideal (Lipničanová et al., 

2022). A determinação do momento de indução também é crítica, a indução precoce pode 

inibir o crescimento, enquanto a indução tardia reduz o metabolismo necessário para a 
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expressão ocorrer de forma eficiente (Jiang et al., 2025). Em alguns estudos, a indução após 

seis horas de cultura, ou na Densidade Óptica (DO) de 0,6 à 0,8, resultou em níveis superiores 

de expressão (Qiu; Song, 2025). Estratégias de alimentação contínua de IPTG (fed-batch) têm 

se mostrado eficazes para evitar efeitos de toxicidade associados às altas concentrações, 

reduzindo choques metabólicos e prolongando a fase de produção da proteína (Jiang et al., 

2025).  

         A produção heteróloga de proteínas, portanto, desempenha papel fundamental para o 

avanço científico, tecnológico e farmacêutico (Jiang et al., 2024). O sistema permite a 

obtenção de quantidades elevadas e controladas de proteínas normalmente difíceis de isolar, 

sendo indispensável para o desenvolvimento de biofármacos, vacinas, ferramentas 

diagnósticas, estudos estruturais e aplicações industriais que empregam enzimas de alto valor 

agregado (Rong et al.,2023). A capacidade de expressar proteínas complexas em hospedeiros 

geneticamente manipuláveis como a E. coli representa uma plataforma essencial para 

investigar mecanismos biossintéticos, elucidar funções moleculares e viabilizar processos 

biotecnológicos que são importantes para o desenvolvimento de pesquisas (Cabal; Wu, 2022; 

Pouresmaeil; Azizi-Dargahlou, 2023) .  
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2) OBJETIVOS 

 

2.1) OBJETIVO GERAL 

 

● Produzir em sistema heterólogo bacteriano, o RBD de SARS-CoV-2 em Escherichia 

coli BL21 (DE3).  

 

2.2) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Confirmar através de PCR, a transformação da bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) 

com o plasmídeo pET-28a com a sequência de interesse para a produção do RBD do 

tipo selvagem (Wild type) de SARS-CoV-2. 

 

● Produzir e purificar o RBD (wild type) do SARS-CoV-2.  

 

● Confirmar por meio de SDS-PAGE e Western Blotting a produção do RBD de 

interesse.  
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3) METODOLOGIA 

3.1) OBTENÇÃO DO PLASMÍDEO.  

   O plasmídeo pET-28a (Figura 1) foi geneticamente modificado através da adição da 

sequência codificadora do RBD (Wild type) do SARS-CoV-2, procedimento realizado pela 

empresa GenOne Biotechnologies (EUA). Este vetor de expressão contém o promotor T7, e 

como citado anteriormente, na presença de IPTG, esse promotor garante a alta expressão do 

gene alvo, promovendo a produção da proteína de interesse (Chan et al., 2011), assim como 

também o gene que confere resistência ao antibiótico Canamicina (KanR) e a sequência de 

nucleotídeos que garantirá que a proteína de interesse seja sintetizada com uma sequência de 

6 aminoácidos histidina, o que facilitará no processo de obtenção, purificação e detecção das 

proteínas, dado à afinidade da sequência de histidina ao níquel presente no kit de purificação 

utilizado.   
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Figura 2: Plasmídeo pET-28a com a sequência codificadora do RBD (Wild type) de 

SARS-CoV-2.  

   

 

 

3.2) Escherichia coli BL21 (DE3).  

    

     A bactéria utilizada no presente trabalho foi a Escherichia coli BL21 (DE3), e esta já se 

encontrava transformada com o vetor de expressão pET-28a no Laboratório de 

Imunovirologia Molecular, da Universidade Federal de Viçosa (UFV). Para confirmar se a 

Escherichia coli realmente estava com o plasmídeo e que este continha a sequência 
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codificadora do RBD (Wild type) de SARS-CoV-2, precisou-se realizar um PCR cujo alvo era 

a sequência do RBD no plasmídeo.  

 

3.2.1) EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL DE ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3).  

 

     Para tal processo, as amostras da bactéria E. coli BL21 (DE3) transformadas contendo a 

sequência de interesse foram cultivadas em 20 mL de meio Luria-Bertani (LB) líquido (10 

g/L de peptona bacteriológica, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl, pH 7) com 

Canamicina (100 μg/mL) à 37 °C, por 18 horas, sob agitação de 200 rpm. Posteriormente, foi 

realizado o método de lise alcalina para promover a extração do DNA plasmidial, onde 

primeiramente as células foram centrifugadas por 4 minutos a 10.000 rpm. Após essa etapa, o 

sobrenadante foi descartado, as células foram suspensas em 200 μL de Tampão TE (Tris-HCl 

10 mM, EDTA 1 mM), transferidas para um eppendorf  mL, e foi adicionado 300 μL de 

solução II ( NaOH 2M,  SDS 10%).  A mistura foi incubada por 5 minutos à temperatura 

ambiente, foi adicionado 300 μL de solução III (Acetato de Potássio 5M, Ácido acético 

glacial 100%) e incubou-se  no gelo por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm 

durante 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf , onde foi 

adicionado 750 μL de isopropanol 100% e centrifugou-se por 10.000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspenso em 200 μL de Tampão TE + RNAse 

(100μg/mL), em seguida incubou-se  a 37 °C por 20 minutos. Após esse período, foi 

adicionado  Acetato de Amônia 7,5 M,  e posteriormente a mistura foi centrifugada  a 10.000 

rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf e 

adicionou-se 750 μL de etanol 100%, centrifugou-se à 10.000 rpm por 15 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 750 μL de etanol 70%, e após essa 

etapa realizou-se a centrifugação final à 10.000 rpm por 5 minutos. O precipitado foi seco e 

suspenso em  água pura estéril.  

 

3.2.2) PCR 

 

          Após essas etapas para a obtenção do DNA plasmidial, foi realizado o PCR, e para o 

PCR, utilizou-se:  2 μL do precipitado de DNA,  Buffer Go Taq 1 X,  1,5 mM de MgCl2, 0,2 

mM de dNTPs, 0,2 µM de primer sense (5’-CCCGCGAAATTAATACGACT-3’)  e antisense 
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(5’-CGCAGAGTTATACAGAACGG-3’), para a região do RBD do plasmídeo pET-28a e 

1,25U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Para as amplificações, 

realizou-se: 1 ciclo de aquecimento a 95° C por 5 minutos; 35 ciclos a 95 °C por 1 minuto, 35 

ciclos a 55 °C por 1 minuto, 35 ciclos a 72 °C por 1 minuto, 1 ciclo a 72 ºC por 5 minutos. 

Para controle positivo foi utilizado uma alíquota do plasmídeo pET-28a com o RBD obtido da 

empresa, e para o negativo foi utilizado água pura estéril.   

 

3.2.3) ELETROFORESE DE DNA 

 

     Após o PCR, foi realizada uma eletroforese em um gel de agarose a fim de comprovar que 

realmente existia a sequência de interesse no plasmídeo, e que a bactéria realmente estava 

transformada.  Foi utilizado um gel de agarose 1 % (0,55 g de Agarose, 55 mL de TBE 1X, 

0,6 μL de Brometo de Etídio). Em seguida, correram-se as amostras sob a voltagem de 100 V 

por cerca de 50 minutos. Logo após, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta utilizando o 

Transiluminador e o programa Quantum-Capt®.  

 

3.3) EXPRESSÃO DO RBD 

 

      Para a expressão do RBD de SARS-CoV-2, primeiramente a E. coli BL21 (DE3) foi 

cultivada em 15 mL de meio LB líquido (10 g/L de peptona bacteriológica, 5 g/L de extrato 

de levedura, 10 g/L de NaCl, pH 7) com Canamicina (100 μg/mL) à 37 °C, por 16 horas, sob 

agitação de 180 rpm. Após esse período, foi feita uma diluição de 1:50 desse pré-inóculo em 

200 mL de meio LB e deixado sob agitação de 200 rpm, 37 ºC até atingir DO (densidade 

óptica) entre 0,4 e 0,6, no comprimento de onda de 600 nanômetros. Depois que atingiu essa 

DO, adicionou-se o IPTG (indutor) na concentração de 0,4 mM, sob agitação de 100 rpm, a 

18 °C por 20h.   

 

3.4) OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS   
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      Após o período de incubação com o indutor, o meio LB contendo as bactérias é coletado e 

centrifugado a 8000 rpm, 4 ºC por 10 minutos. Terminado a centrifugação de todo o meio com 

as bactérias, esse meio foi descartado e o pellet de células suspenso em 20 mL de tampão A 

(50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, pH 8,0). Depois de adicionado o tampão, a amostra é 

submetida à sonicação com a seguinte programação: 4 segundos OFF, 1 segundo ON, 30% de 

amplitude por 8 minutos. Posteriormente, foi realizada uma centrifugação à 11000 rpm, 4 ºC 

por 20 minutos, onde o sobrenadante é fração solúvel com as proteínas na conformação 

nativa.  

 

3.5) PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

     

     Para a purificação das proteínas, foi utilizado o kit “cOmplete His-Tag Purification Resin” 

(Roche, Basileia, Suíça). Este kit é adequado para purificar proteínas que foram produzidas 

contendo uma sequência de aminoácidos Histidina (His), conhecido como “cauda de 

histidina”, como é o caso do RBD produzido usando este sistema de expressão. Ao utilizar a 

coluna de Níquel presente neste kit, a cauda de histidina presente nas proteínas se liga à 

coluna, permitindo dessa maneira a obtenção das proteínas que contenham essa sequência de 

aminoácidos. Após a passagem da amostra com as proteínas, o sobrenadante é descartado e o 

próximo passo é a lavagem da coluna com um tampão chamado “Tampão B” (50 mM de 

NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 250 mM de imidazol, pH 8,0). O Imidazol presente neste 

tampão faz com as proteínas se desliguem da coluna de Níquel (processo de eluição) e dessa 

forma possam ser coletadas.  

3.6) CONCENTRAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

 

        Após a etapa da purificação das proteínas, o próximo passo foi a concentração dessas 

proteínas em um volume menor. Para isso, as proteínas foram submetidas à um processo de 

centrifugação à 4200 xG por 25 minutos, utilizando amicon (Ultracel-10K, Merck Millipore). 

Terminada a centrifugação, as proteínas foram suspensas em PBS (10 mM de Na₂HPO₄, 137 

mM de NaCl, 10 mM de Na2HPO4, 1,8 mM de KH2PO4, pH 7,2) e armazenadas  à -20 ºC. 
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3.7) PRECIPITAÇÃO POR ÁCIDO TRICLOROACÉTICO (TCA) 

 

        Com o objetivo de obter melhores resultados na detecção das proteínas, uma parte das 

amostras armazenadas à -20 ºC foram submetidas à precipitação por TCA. Nesse processo, foi 

utilizado 125 µL de ácido tricloroacético para cada 1 mL de amostra utilizadas. 

Posteriormente, a amostra foi incubada no gelo por 30 minutos e em seguida centrifugada à 

10.000 rpm por 15 minutos à temperatura de 4 ºC. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi suspenso em tampão 70 µL Tris-HCL (150 µM, pH 8,8).  

 

3.8) SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING 

 

    A caracterização do RBD foi conduzida empregando-se a técnica de SDS-PAGE e Western 

blotting , sendo realizado aqui dois Western Blotting (um deles sendo o alvo para os 

anticorpos a cauda de histidina e outro possíveis epítopos no RBD, utilizando para isso 

anticorpo primário de soro de paciente infectado com SARS-CoV-2). Dessa forma, 15 µL de  

amostras de RBD precipitadas e não precipitadas com TCA foram inicialmente submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida e corado com Azul de Comassie (SDS-PAGE).  Em 

seguida, para a parte do Western Blotting os géis foram transferidos para membranas de 

nitrocelulose de 0,20 µm utilizando tampão Tris-Glicina pH 8,3 (25 mM Tris, 192 mM 

glicina, 20% metanol), mantido a 4 °C, por 2 h, sob corrente constante de 200 mA. Após a 

transferência, as membranas foram incubadas em solução de bloqueio composta por 4% de 

BSA em PBS pH 7,4 contendo 0,05% de Tween (PBS-T), sob agitação contínua por 1 h. 

Posteriormente, foram lavadas em PBS-T e incubadas, de forma independente, com um 

anticorpo monoclonal anti-histidina (Sigma, 05-949), diluído 1:3000 em PBS-T, e com um 

pool de 30 amostras de soro humano de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 (FIOCRUZ, 

Recife-PE, Brasil), diluído 1:500 em PBS-T, permanecendo sob agitação constante por 20 

horas. Na etapa subsequente, as membranas receberam anticorpos secundários conjugados à 

peroxidase (Sigma, P 8375) por 2 h. A visualização das bandas foi realizada utilizando o 

3,3'-Diaminobenzidine (DAB) (Sigma, D4293), e as bandas obtidas foram comparadas ao 

marcador molecular Precision Plus Dual Color Protein Standards (Bio-Rad).  
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4) RESULTADOS 

 

      O primeiro passo, que foi crucial para o andamento deste projeto, foi a confirmação da 

transformação das bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) com o plasmídeo pET-28a portando 

a sequência responsável pela produção do RBD de SARS-CoV-2. Este foi realizado por meio 

de PCR das amostras das bactérias e posteriormente por eletroforese em gel de agarose a 1%. 

Para essa amplificação, empregaram-se primers específicos da região do RBD presentes no 

plasmídeo pET-28a inserido nas bactérias E.coli BL21 (DE3). A análise do gel permitiu 

confirmar a transformação das bactérias, evidenciada pela visualização de bandas na altura 

aproximada de 300 pares de bases, correspondente ao controle positivo utilizado (pET-28a 

RBD) (Figura 3). Além do marcador de peso molecular e do controle positivo, a ausência de 

amplificação na amostra do controle negativo (água deionizada, autoclavada 2x) reforçou a 

confiabilidade dos resultados obtidos.  

 

Figura 3: Produto de PCR das bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas com 

PET28a RBD do SARS-CoV-2. M: Marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder RTU 

(Kasvi®); A1-A5: Fragmentos de DNA das amostras de Escherichia coli BL21 (DE3) 

transformadas ; C+: Controle positivo (pET-28a RBD) ; C-: Controle negativo (água 

deionizada estéril).  

 

 

      Após a confirmação da transformação das bactérias com o plasmídeo de interesse, 

iniciou-se o processo de indução para a produção do RBD, utilizando como indutor o IPTG. 

Finalizado o processo de indução, seguiu-se para as etapas de obtenção, purificação e 
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confirmação da produção do RBD. Para isso, utilizou o kit “cOmplete His-Tag Purification 

Resin” (Roche, Basileia, Suíça), e para a confirmação da produção o SDS-PAGE e Western 

Blotting. Com a realização do SDS-PAGE foi possível observar uma banda na altura de 25 

kDa, compatível com o tamanho do RBD de SARS-CoV-2, como pode ser observado na 

figura 4.  

 

Figura 4: Análise da expressão de proteínas pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) por 

meio de SDS-PAGE. M: Marcador molecular (Precision Plus Protein Standards- Dual Color, 

BIO-RAD). A1 e A2: amostras de Domínio de ligação ao receptor (RBD) produzidas pela 

bactéria Escherichia coli BL21 (DE3), sob indução por IPTG. A1: amostra de RBD 

precipitada por Ácido tricloroacético (TCA). A2: amostra de RBD não precipitada por Ácido 

tricloroacético (TCA). Setas vermelhas indicando as bandas da amostra A1 e A2, na altura de 

25kDa. 

 

 

        Para confirmar que a banda que apareceu no SDS-PAGE na altura correta do RBD 

realmente era o RBD almejado, realizou-se dois ensaios de Western Blotting. No primeiro 
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ensaio foi utilizado como anticorpo primário o anticorpo anti-cauda de histidina, que marcaria 

a cauda de histidina sintetizada junto ao RBD. Ao analisar o resultado desse primeiro Western 

Blotting, foi possível observar uma banda na altura de 25 kDa (Figura 5), mesmo padrão 

observado no SDS.  

 

Figura 5: Análise da expressão de proteínas pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) por 

meio de Western Blotting. M: Marcador molecular (Precision Plus Protein Standards- Dual 

Color, BIO-RAD). A1 e A2: amostras de Domínio de ligação ao receptor (RBD) produzidas 

pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3), sob indução por IPTG, marcadas primeiramente 

pela adição de anticorpo primário anti cauda de histidina, e posteriormente pela adição de 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase. A1: amostra de RBD não precipitada por 

Ácido tricloroacético (TCA). A2: amostra de RBD precipitada por Ácido tricloroacético 

(TCA). Setas vermelhas indicando as bandas da amostra A1 e A2, na altura de 25kDa. 

 

 

     No segundo Western Blotting, no qual foi utilizado anticorpos de soro de pacientes 

infectados com SARS-CoV-2 como anticorpo primário, também foi possível observar uma 
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banda na altura de 25 kDa, como pode ser observado na  Figura 6, confirmando assim a 

produção do RBD.  

     

Figura 6: Análise da expressão de proteínas pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) por 

meio de Western Blotting. M: Marcador molecular (Precision Plus Protein Standards- Dual 

Color, BIO-RAD). A1 e A2: amostras de Domínio de ligação ao receptor (RBD) produzidas 

pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3), sob indução por IPTG, marcadas primeiramente 

pela adição de anticorpo primário de soro de pacientes infectados com SARS-CoV-2, anti 

RBD, e posteriormente pela adição de anticorpo secundário conjugado com peroxidase. A1: 

amostra de RBD não precipitada por Ácido tricloroacético (TCA). A2: amostra de RBD 

precipitada por Ácido tricloroacético (TCA). Setas vermelhas indicando as bandas da amostra 

A1 e A2, na altura de 25kDa.  
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5) DISCUSSÃO 

           

          A confirmação bem sucedida da transformação das bactérias Escherichia coli BL21 

(DE3) com o plasmídeo pET-28a contendo a sequência codificante do RBD do SARS-CoV-2 

constituiu uma etapa fundamental e determinante para o andamento deste trabalho, uma vez 

que todos os experimentos subsequentes, desde a indução até a purificação e a caracterização 

da proteína recombinante, depende diretamente da inserção correta e da estabilidade do 

plasmídeo no hospedeiro bacteriano (Zhao et al., 2023). A validação desta etapa inicial não 

apenas assegura que o material genético de interesse está presente nas células transformadas, 

como também garante que estas possuem o potencial necessário para responder ao sistema de 

indução por IPTG baseado na polimerase T7 (Li et al., 2024). 

      Nesse contexto, a amplificação por PCR das amostras bacterianas, seguida da visualização 

dos produtos por eletroforese em gel de agarose a 1%, permitiu identificar um fragmento de 

aproximadamente 300 pares de bases, correspondente à região do RBD presente no plasmídeo 

pET-28a, o que confirmou a transformação das bactérias (Meenakshi; Suvetha; Ramadevi, 

2025). A presença da banda exclusivamente nas amostras transformadas, aliada à ausência de 

amplificação no controle negativo (água autoclavada), reforça a especificidade do par de 

primers utilizado e demonstra que não houve contaminação ou amplificação inespecífica. Do 

ponto de vista metodológico, esse conjunto de resultados é crucial, pois descarta falsos 

positivos e fornece evidências sólidas de que as amostras selecionadas eram, de fato, 

portadoras da construção gênica adequada para prosseguir às etapas de expressão do RBD 

(Wild Type). 

     Com essa etapa confirmatória concluída, deu-se início ao processo de indução da 

expressão do RBD, utilizando IPTG como indutor (Chen et al., 2005; Alrseetmiwe et al., 

2020). A utilização desse composto é amplamente difundida em sistemas heterólogos 

baseados em E. coli, especialmente em linhagens como a BL21 (DE3), que possuem o gene 

da RNA polimerase T7 inserido em seu genoma, sob controle do promotor lacUV5 

(Yaghoobizadeh et al., 2023; Du et al., 2021). A adição do IPTG, portanto, desencadeia a 

expressão dessa polimerase, que por sua vez reconhece o promotor T7 presente no plasmídeo 

pET-28a, promovendo altos níveis de transcrição do gene de interesse (Ghaderi et al., 2024; 

Rao, 2014; Ting; Tan; Ng, 2020). Após o período de indução, as amostras foram avaliadas por 

SDS-PAGE, técnica que permite a separação das proteínas de acordo com seu peso molecular, 
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possibilitando uma primeira análise da expressão proteica (Rahbar et al., 2022). A detecção 

de uma banda na altura de aproximadamente 25 kDa (compatível com o tamanho estimado 

para o RBD do SARS-CoV-2) constitui um indicativo inicial de que a proteína recombinante 

foi sintetizada pelas bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas (Tobón et al., 

2025). A observação dessa banda tanto na amostra precipitada por TCA quanto na amostra 

não precipitada sugere que o RBD foi produzido de maneira consistente e em quantidade 

suficiente para ser visualizado  (Tan et al., 2021; Gromova et al., 2023). 

         A observação de uma banda no SDS-PAGE, no entanto, não fornece garantia absoluta 

quanto à identidade da proteína expressa, visto que proteínas bacterianas endógenas podem 

apresentar pesos moleculares semelhantes à nossa proteína de interesse. Por esse motivo, a 

realização dos ensaios de Western blotting foi essencial para a confirmação definitiva que a 

proteína expressa era realmente a proteína de interesse (Meenakshi; Suvetha; Ramadevi, 

2025). No primeiro ensaio, foi utilizado um anticorpo anti-cauda de histidina, que reconhece 

especificamente a cauda His adicionada ao RBD na construção plasmidial, assim como 

mostra o trabalho de Jadidi et al., 2025 e Schmitt; Hess; Stunnenberg, 1993. A detecção de 

uma banda na mesma altura observada no SDS-PAGE confirma que a proteína visualizada 

possuía a cauda de histidina, característica indispensável para sua purificação utilizando a 

metodologia aplicada (Coluna de Níquel) (Vijayrajratnam et al., 2025). Esse achado é 

particularmente relevante, pois indica que a proteína recombinante não apenas foi expressa, 

como também manteve a integridade estrutural da região necessária para a etapa subsequente 

de purificação por resina de níquel (Adomako et al., 2025). 

          No segundo Western blotting, ao invés de anticorpos primários anti cauda de histidina, 

foram utilizados anticorpos presentes em amostras de soro de pacientes infectados pelo 

SARS-CoV-2, assim como no trabalho de Hsiao et al., 2022, onde foi utilizado a mesma 

estratégia de detecção, com esses anticorpos de soro de pacientes, e também conseguiram 

detectar antígenos do SARS-CoV-2. A detecção de bandas nas amostras testadas demonstra 

que a proteína produzida foi reconhecida pelos anticorpos anti-RBD, indicando que os 

epítopos relevantes do domínio foram preservados (Garcia-Cordero et al., 2021). Esse 

resultado possui importância significativa, pois sugere que mesmo sendo expressa em um 

sistema bacteriano que não realiza modificações pós-traducionais da mesma forma que 

eucariotos, a proteína manteve ao menos parte de sua conformação, o que foi suficiente para 

apresentar antigenicidade detectável (Yaghoobizadeh et al., 2023). A preservação desses 

epítopos é imprescindível para aplicações de interesse biotecnológico, como estudos 
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sorológicos, desenvolvimento de kits diagnósticos ou avaliações da resposta imune humoral 

(Tantiwiwat et al., 2023).  

          De maneira geral, o conjunto de resultados obtidos nesta etapa (a confirmação da 

transformação, a identificação da banda correspondente ao RBD no SDS-PAGE e o 

reconhecimento específico da proteína pelos dois tipos de anticorpos utilizados nos Western 

blotting) demonstram de forma clara e consistente que o sistema E. coli BL21 (DE3)/pET-28a 

foi eficiente para a expressão do RBD, resultados condizentes com Ghaderi et al., 2024; 

Tobón et al., 2025 e Biswas et al., 2025. A concordância dos dados obtidos por técnicas 

distintas reforça a veracidade das evidências e demonstra que a metodologia utilizada foi 

adequada para atingir os objetivos propostos, como foi observado também em Gonçalves et 

al., 2024. Além disso, o sucesso na expressão do RBD em E. coli destaca as vantagens 

inerentes a esse sistema, como rapidez, baixo custo operacional e facilidade de cultivo, 

características que tornam esse modelo particularmente útil em contextos de pesquisa que não 

exigem glicosilação igual à de células eucariotas ou estruturas altamente complexas (Bellone 

et al., 2021; Maltoni et al., 2022; Rivera-De-Torre et al., 2022; Yaghoobizadeh et al., 2023).  

    Assim, pode-se afirmar que esta etapa constituiu um marco essencial dentro do 

desenvolvimento do projeto, estabelecendo as bases para os procedimentos posteriores de 

caracterização e aplicação da proteína recombinante tanto em testes diagnósticos, assim como 

também em vacinas (Biswas et al., 2025; Tungekar; Recacha; Ruddock, 2023). 
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6) CONCLUSÃO 

 

        Os resultados obtidos neste trabalho demonstram de forma clara que o sistema de 

expressão heteróloga baseado na linhagem Escherichia coli BL21 (DE3), associado ao vetor 

pET-28a, mostrou-se eficiente para a produção do RBD (wild type) de SARS-CoV-2. A 

confirmação da transformação bacteriana, a indução bem sucedida da expressão e a 

visualização de uma banda compatível com aproximadamente 25 kDa no SDS-PAGE 

constituíram evidências iniciais da síntese da proteína recombinante. A especificidade desses 

achados foi posteriormente reforçada pelos ensaios de Western blotting, nos quais o RBD foi 

reconhecido tanto pelo anticorpo anti-cauda de histidina quanto pelos anticorpos presentes no 

soro de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, indicando preservação de epítopos relevantes. 

Dessa forma, o presente estudo comprova que a plataforma utilizada é adequada para a 

obtenção do RBD, oferecendo uma alternativa viável, econômica e escalonável para 

aplicações em estudos sorológicos, desenvolvimento de testes diagnósticos e futuras 

investigações biotecnológicas envolvendo antígenos derivados de Coronavírus. 
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