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RESUMO 

 

A pandemia de COVID-19 criou uma situação dramática a nível mundial. O número 
de mortes era superior a 6 milhões em 220 países até maio de 2022, segundo a 
Organização Mundial da Saúde (OMS). De acordo com o Ministério da Saúde, em 
maio do mesmo ano o Brasil era o segundo país em número total de mortes. Apesar 
da redução de óbitos e casos graves graças à aplicação em massa das vacinas, estas 
não protegem 100% contra a infecção com o agravante de que algumas variantes são 
capazes de escapar à imunidade gerada pela vacina. As medidas farmacológicas que 
no início da pandemia estavam restritas à amenização dos sintomas passaram a 
dispor de alguns medicamentos e anticorpos, os quais, no Brasil, são recomendados 
apenas para os casos graves. Ademais, a circulação de variantes do vírus SARS-
CoV-2 tende a perdurar, impondo a necessidade continuada da detecção das 
infecções ativas por testes rápidos como os de captura de antígenos virais. Neste 
projeto, avaliamos domínios variáveis de anticorpos de cadeia pesada (denominados 
VHH) descritos na literatura, isolados contra o domínio de ligação ao receptor (RBD) 
da proteína S de SARS-CoV-2. VHHs possuem características de estabilidade e baixa 
complexidade estrutural que tornam o seu uso contra alvos virais vantajoso. Através 
da análise das estruturas tridimensionais disponíveis dos complexos RBD-VHH, assim 
como de dados da interação RBD-VHHs disponíveis na literatura, um candidato, o 
VHH Sb#68, foi selecionado para prosseguimento dos trabalhos. A sequência deste 
VHH serviu de arcabouço em uma estratégia para a geração de variantes com maior 
afinidade para o RBD da proteína S de SARS-CoV-2. A geração de variantes foi 
realizada por evolução dirigida, onde oligonucleotídeos contendo mutações 
específicas promoveram substituições na sequência original através de reações de 
PCR. Após a indução da expressão das variantes, sua ligação ao RBD foi testada pela 
técnica de ELISA e 59 clones foram selecionados para sequenciamento do DNA. 
Diversas variantes mostraram resultados positivos de interação, uma delas com sinal 
superior ao obtido com o Sb#68 original, em nossas condições de ensaio. A análise 
da substituição de aminoácidos combinada com uma análise estrutural permitiu 
sugerir o efeito de algumas mutações na diminuição ou aumento de afinidade de 
variantes geradas para o VHH Sb68 ao domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-2. 

 

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; Anticorpos tipo VHH; Sb68; Evolução 
Dirigida. 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

The COVID-19 pandemic has created a dramatic situation worldwide. The number of 
deaths exceeded 6 million in 220 countries by April 2022, according to the World Health 
Organization (WHO). According to the Ministry of Health, in April of the same year 
Brazil was the second country in terms of total number of deaths. Despite the reduction 
in deaths and severe cases due to the mass application of vaccines, they do not protect 
100% against infection and some variants are capable of escaping the immunity 
generated by the vaccines. At the beginning of the pandemics, the pharmacological 
measures were restricted to alleviation of symptoms. With time, some antiviral drugs 
and therapeutic antibodies were made available, although in the Brazilian medical 
system they are recommended for severe cases only. Furthermore, circulation of 
SARS-CoV-2 virus variants tends to persist, imposing the continued need for the 
detection of active infections by rapid tests such as those for capturing viral antigens. 
In this project we evaluated variable domains of heavy chain antibodies (called VHH) 
described in the literature, isolated against the receptor binding domain (RBD) of the 
S protein of SARS-CoV-2. VHHs have characteristics of stability and low structural 
complexity that make their use against viral targets advantageous. Through the 
analysis of the available three-dimensional structures of RBD-VHH complexes, as well 
as data on the RBD-VHHs interaction available in the literature, a candidate, the VHH 
Sb#68, was selected for further work. The sequence of this VHH served as a 
framework in a strategy for the generation of variants with higher affinity for the RBD 
of the S protein of SARS-CoV-2. The generation of variants was performed by directed 
evolution, where oligonucleotides containing specific mutations promoted substitutions 
in the original sequence through PCR reactions. After inducing the expression of the 
variants, their binding to RBD was tested by the ELISA technique and 59 clones were 
selected for DNA sequencing. Several variants showed positive interaction results, one 
of them with a signal superior to that obtained with the original Sb#68, under our test 
conditions. The analysis of amino acid substitution combined with a structural analysis 
allowed us to suggest the effect of some mutations in decreasing or increasing the 
affinity of variants generated for the VHH Sb68 to the RBD domain of the S protein of 
SARS-CoV-2. 

 

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, VHH antibodies, Sb68, directed evolution. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 29 de janeiro de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou o 

contágio pelo vírus SARS-CoV-2 como emergência de saúde pública de interesse 

internacional (OMS, 2020). De acordo com a atualização mais recente da OMS, no 

dia 13 de maio de 2022, o número de casos confirmados em todo o mundo chegou a 

517.648.631, totalizando 6.261.708 mortes e com contágios confirmados em 222 

países (OMS, 2022). No Painel Coronavírus disponibilizado pelo Ministério da Saúde, 

no mesmo período o Brasil registrava 30.664.739 casos confirmados e 664.780 óbitos 

com a letalidade em 2,2%. 

A COVID-19 é causada pelo coronavírus SARS-CoV-2 (coronavírus 2 da 

síndrome respiratória aguda grave). Pessoas infectadas podem apresentar diversos 

sintomas variando da forma leve até a doença severa onde há necessidade de 

internação. Os sintomas mais comuns são: febre ou calafrios, tosse, falta de ar ou 

dificuldade para respirar, fadiga, dores musculares ou corporais, dor de cabeça, perda 

da sensação de sabor ou cheiro, dor de garganta, congestão ou nariz escorrendo, 

náusea ou vômito e diarreia (CDC, 2022). Entretanto, a prevalência e característica 

dos sintomas pode diferir dependendo da variante responsável pela infecção (MENNI 

et al., 2022; JEWELL, 2021). Os casos mais graves requerem hospitalização, com 

tratamento que pode incluir oxigênio suplementar, ventilação assistida e outras 

medidas de suporte. Ademais, muitos pacientes apresentam “COVID prolongada” 

(síndrome pós-COVID) que se refere à persistência ou surgimento de novos sintomas 

várias semanas ou meses após a recuperação da infecção (YONG, 2021). No Brasil, 

os medicamentos para intervenção farmacológica disponíveis e recomendados pelo 

Ministério da Saúde se restringem a pacientes adultos em progressão para casos 

graves ou já hospitalizados, de modo que não há tratamento para os infectados 

assintomáticos ou com sintomas leves em situação de não internação (FALAVIGNA 

et al., 2021). 

A vacinação, por outro lado, tem sido disponibilizada gradualmente a toda a 

população acima de cinco anos. Em dezembro de 2020, o Ministério da Saúde 

divulgou o Plano Nacional de Operacionalização da Vacinação contra a COVID-19, 
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sendo essa uma importante etapa em resposta ao enfrentamento da pandemia 

(BRASIL, 2020). No Brasil, até atualização de maio de 2022, mais de 165 milhões de 

doses haviam sido aplicadas, o que equivale à imunização de 77,7% da população 

(BRASIL, 2022). Entretanto, embora as vacinas confiram imunidade reduzindo o risco 

de internação e morte (ZHENG et al., 2022; MOHAMMED et al., 2022), elas não 

apresentam 100% de eficácia, não impedindo a ocorrência de infecção em todos os 

vacinados. Além do mais, o surgimento de novas variantes diminuiu a eficácia das 

vacinas e aumentou o risco de reinfecção (ARAF et al., 2022). Outra dificuldade na 

implementação da vacinação é que países subdesenvolvidos não possuem condições 

financeiras para adquirirem vacinas em quantidade suficiente para sua população, 

nem estrutura para armazenamento, distribuição e aplicação. Apenas 15,3% das 

pessoas em países de baixa renda receberam pelo menos uma dose de vacina 

(RITCHIE et al., 2022). Por outro lado, em países desenvolvidos uma grande parcela 

da população se recusa a se imunizar por razões pessoais. 

A transmissão da COVID-19 ocorre principalmente de pessoa a pessoa, 

através de gotículas respiratórias produzidas por tosse, espirro ou durante a fala. Um 

dos fatores que dificulta o controle da disseminação do vírus é a transmissão por 

portadores assintomáticos. Também pode ocorrer disseminação pelo contato com 

superfícies e/ou objetos contaminados, seguido de contato na boca, nariz e olhos 

(CDC, 2020). Pelas formas de transmissão, falta de medicamento específico, demora 

na vacinação, e pelo fato de que a circulação de variantes do vírus SARS-CoV-2 tende 

a perdurar, existe a necessidade continuada da detecção das infecções ativas. Uma 

limitação grave que dificulta esta detecção é a falta de testes rápidos em número 

suficiente para toda a população, impossibilitando um controle do número real de 

casos. Segundo números disponibilizados pelo painel Worldometers, até o final do 

ano de 2021 o Brasil realizou 63.776.166 testes sendo o 18° país em testagem. Por 

outro lado, é o terceiro país em quantidade de infecções (WORLDOMETERS, 2021).  

O fato de o número de mortes e internações por infecções causadas pelo 

SARS-CoV-2 ter sido reduzida em muitos países (OMS, 2022), inclusive no Brasil, 

graças a vacinação massiva (BRASIL, 2022), não reduz a necessidade por cuidados 

sanitários contínuos e monitoramento. O risco de infeção mediada por esse vírus é 

parte do cotidiano e, portanto, seria especialmente importante a aplicação de testes 
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sorológicos para monitorar a circulação do vírus e avaliar se as medidas atuais de 

vigilância são eficientes no controle de infecções. Além disso, como acredita-se que 

os portadores assintomáticos são os principais agentes de disseminação do vírus 

(WILMES et al., 2021), os testes precisam identificar também as infecções ativas nos 

assintomáticos de modo mais prático e acessível do que os testes atualmente 

disponibilizados. Para isso, a inclusão de testes rápidos usando anticorpos para 

captura de antígenos virais em secreção nasofaríngea possibilitaria aumentar as 

opções para se realizar testes para detecção de infecções ativas em proporções que 

atendam a população. 

Em trabalhos publicados recentemente, diferentes fragmentos de anticorpos de 

cadeia pesada foram isolados a partir da imunização de camelídeos (lhamas ou 

alpacas) com a glicoproteína S de SARS-CoV-2 ou pela utilização de bibliotecas 

sintéticas de alta diversidade. A caracterização detalhada de vários destes anticorpos 

demonstrou seu potencial de reconhecimento da proteína S (WRAPP et al., 2020 a; 

HANKE et al., 2020; WALTER et al., 2020). As vantagens na utilização da fração 

variável de anticorpos de cadeia pesada (denominada VHH) para aplicações 

biotecnológicas estão em sua maior facilidade de expressão em relação a outros 

fragmentos de anticorpos, estabilidade do ponto de vista bioquímico e menor tamanho 

se comparado a anticorpos convencionais (VATTEKATTE et al., 2020). Por outro lado, 

a menor quantidade de sítios de interação ao antígeno, que pode significar uma 

desvantagem em termos de afinidade ao alvo, facilita a aplicação de técnicas de 

maturação sítio-dirigidas, uma vez que a área de interesse é menor. 

Apesar de diversos VHHs isolados terem se mostrado capazes de reconhecer 

o domínio de interação ao receptor (RBD, do inglês receptor binding domain) da 

proteína S de SARS-CoV-2, nem todos os VHHs descritos apresentaram alta 

afinidade a esse domínio. 

Uma opção para a maturação de anticorpos é a obtenção de uma biblioteca 

sistematicamente mutada somente nas regiões de reconhecimento do antígeno, 

também chamadas de regiões determinantes de complementariedade (CDR, do inglês 

complementarity-determining regions). Quando informações estruturais a respeito da 

interação antígeno-anticorpo estão disponíveis, as mutações podem ser direcionadas 

visando substituir aminoácidos com menor potencial de interação com o alvo por 
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aminoácidos com cadeia lateral potencialmente mais favorável à interação. 

Explorando o uso de oligonucleotídeos degenerados em combinação com a técnica 

de PCR, é possível inserir mutações apenas em regiões alvo, definindo quais os 

resíduos a serem inseridos com a taxa de substituições desejada. Com a geração de 

diversos clones é possível eleger os candidatos com maior afinidade ao alvo, levando 

a um processo racional e direcionado de evolução molecular. 

A disponibilidade de anticorpos que possam detectar SARS-CoV-2 com alta 

afinidade tem grande interesse para aplicação em ensaios para detecção de infecções 

ativas. Além disso, a nacionalização da produção e disponibilização local de insumos 

para testes diagnósticos torna-se particularmente importante em situações de crise 

sanitária mundial como a provocada pela pandemia de Covid-19. 

 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral  

 

Otimizar o domínio variável de um anticorpo de cadeia pesada (VHH) isolado contra 

SARS-CoV-2, de modo a aumentar sua afinidade ao domínio de ligação ao receptor 

da proteína S, através de evolução molecular dirigida. 

 

1.2.2 Objetivos específicos  

 

1- Realizar um levantamento bibliográfico sobre os fragmentos de anticorpos tipo VHH 

isolados para SARS-CoV-2 e realizar análises comparativas das estruturas primárias 

e terciárias e regiões de interação com o antígeno. 

2- Selecionar, a partir destas análises, VHHs para produção recombinante e definir os 

aminoácidos a serem substituídos para a geração de variantes por evolução 

molecular, visando ao aumento da afinidade do anticorpo pelo antígeno. 
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3- Gerar variantes de VHH através da substituição de aminoácidos na região de 

interação com o domínio de interação ao receptor (RBD) da proteína S de SARS-CoV-

2. 

4- Selecionar, por ensaios do tipo ELISA, variantes do VHH geradas por evolução 

molecular dirigida, através da quantificação de sua ligação ao domínio RBD da 

proteína S de SARS-CoV-2. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 A COVID-19 E SEU AGENTE ETIOLÓGICO 

 

A COVID-19 tem seu nome derivado do inglês coronavirus disease (doença 

do coronavírus), com o número 19 indicando o ano de 2019, quando os primeiros 

casos foram divulgados (OMS, 2020). A COVID-19 é causada pelo SARS-CoV-2 ou 

coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS, do inglês severe acute 

respiratory syndrome). O vírus SARS-CoV-2 foi inicialmente chamado "novo 

coronavírus", em referência a outros coronavírus anteriormente detectados, como o 

SARS-CoV ou SARS-CoV-1, identificado em 2002 e causador de um surto de SARS 

que acometeu mais de 8 mil pessoas em vários países e levou a aproximadamente 

800 óbitos (KSIAZEK et al., 2003; OMS, 2004).  

Os coronavírus (CoVs) são o maior grupo de vírus pertencentes à ordem 

Nidovirales, que inclui as famílias Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae e 

Roniviridae. Os vírus classificados na família Coronaviridae são caracterizados por 

apresentarem um genoma de RNA não segmentado de polaridade positiva, de 

aproximadamente 30 kb. O genoma contém uma estrutura cap na extremidade 5' e 

cauda de poli-(A) na extremidade 3’, permitindo que ele atue como um RNA 

mensageiro (mRNA) para a tradução das proteínas virais (FEHR e PERLMAN, 2015). 

SARS-CoV-2 bem como SARS-CoV-1 são betacoronavírus, pertencentes à família 

Coronaviridae. SARS-CoV-2 é muito similar a um vírus encontrado em morcegos do 

gênero Rhinolophus, com o qual apresenta > 96% de identidade de aminoácidos 

(TEMMAM et al. 2021; MALLAPATY, 2021). A sequência proteica do SARS-CoV-2 

apresenta 75% de identidade com o SARS CoV-1 (KUMAVATH et al., 2021).  

A característica estrutural mais proeminente dos coronavírus são as projeções 

de espigões em forma de taco que emanam da superfície do vírus, formados por 

trímeros da glicoproteína S (spike) (BENIAC et al., 2006). Esses picos são uma 

característica definidora dos virions e dão a eles a aparência de uma coroa solar, 

origem do nome coronavírus (FEHR e PERLMAN, 2015). Como em outros 

betacoronavírus, o domínio de ligação ao receptor (RBD) da glicoproteína S é 
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caracterizado por um domínio compacto e um subdomínio externo. Esse subdomínio 

externo do RBD de SARS-CoV-2 é bastante semelhante ao do SARS-CoV-1 e utiliza 

o mesmo receptor, a enzima conversora de angiotensina (ACE2, do inglês 

angiotensin-converting enzyme 2), para se ligar à célula hospedeira (LU et al., 2020). 

O genoma de SARS-CoV-2 codifica 16 proteínas não estruturais, 4 estruturais 

e 9 acessórias. A replicação do genoma viral gera o RNA completo (gRNA), a partir 

de uma fita antisenso completa, que é empacotado pelas proteínas estruturais para 

montar novos virions. Em paralelo são gerados subgenomas que vão da extremidade 

3’ até uma das sequências reguladoras de transcrição. O RNA genômico é traduzido 

para produzir proteínas não estruturais (nsps) a partir de dois quadros de leitura 

abertos (ORFs), ORF1a e ORF1b que ocupam aproximadamente 70% do genoma 

(BRANT et al., 2021). Os RNAs sub-genômicos (sgRNAs) mais curtos codificam 

proteínas estruturais conservadas: spike (S), proteína de envelope (E), proteína de 

membrana (M) e proteína de nucleocapsídeo (N) e várias proteínas acessórias. As 

proteínas acessórias diferem das proteínas não estruturais, pois não possuem 

homologia com proteínas de outros grupos de vírus. Elas são geralmente pequenas e 

têm papéis indiretos na função de um vírus. Sabe-se que o SARS-CoV-2 possui nove 

genes acessórios, sendo dois localizados entre os genes S e E (ORFs 3a e 3b), e sete 

são encontrados entre genes M e N (ORFs 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b e 10) (GORKHALI et 

al, 2021).  

 

FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO GENOMA DO SARS-CoV-2 

 

LEGENDA: A ORF1a codifica 11 proteínas não estruturas (Nsp 1-10) e a ORF1b codifica 5 Nsp (12-
16). Indicação das proteínas estruturais principais: S, E, M e N e das proteínas acessórias 3a, 3b, 6, 
7a, 7b, 8, 9a e 9b. FONTE: Modificada de GORKHALI et al., 2021. 

 

As quatro proteínas estruturais principais, spike (S), envelope (E), membrana 

(M) e nucleoproteína (N) (Figura 2), ocorrem em todas as linhagens conhecidas de 
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coronavírus (NEUMAN e BUCHMEIER, 2016). A proteína M, a mais abundante no 

virion, é pequena (~ 25 a 30 kDa), possui três domínios transmembrana e participa da 

montagem viral, interagindo com as demais proteínas E, S e N do virion (FEHR, e 

PERLMAN, 2015). Pode ser considerada como um acessório multifuncional pois 

contribui para o crescimento e patogênese do vírus (NEUMAN E BUCHMEIER, 2016). 

A proteína E facilita a montagem e a liberação do vírus, e possui outras funções. Por 

exemplo, a atividade do canal iônico na proteína E de SARS-CoV-1 é necessária para 

a patogênese viral (FEHR, A. R., & PERLMAN, S., 2015). 

 
FIGURA 2 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO VIRION SARS-CoV-2 

 

LEGENDA: Indicação das quatro proteínas estruturais principais: spike (S), envelope (E), membrana 
(M) e nucleoproteína (N). FONTE: Adaptado de KUMAR et al., 2020. 

 

N é a única proteína presente no nucleocapsídeo. Ela é composta por dois 

domínios distintos, um domínio N-terminal (NTD) e um domínio C-terminal (CTD), 

ambos capazes de se ligar ao RNA in vitro (FEHR e PERLMAN, 2015). A proteína N 

está associada a locais de replicação do RNA viral, sugerindo que ela também pode 
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atuar na proteção do genoma ou possivelmente no transporte do genoma para o local 

de multiplicação do vírus (VERHEIJE et al., 2010). 

A glicoproteína trimérica S é uma proteína de fusão de classe I e medeia a 

ligação ao receptor hospedeiro (COLLINS et al., 1982). Uma infecção viral bem-

sucedida necessita ultrapassar a barreira da membrana celular hospedeira. Nos vírus 

SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2, a glicoproteína spike (S) que compõe sua superfície, é 

responsável pela ligação e fusão à membrana da célula e consequente infeção viral. 

Por estar exposta na superfície viral e mediar a entrada nas células hospedeiras, a 

proteína spike é o principal alvo para o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes 

e o foco do design terapêutico e de vacinas (WALLS et al., 2020). 

A proteína S (Figura 3) forma um complexo trimérico que pode ser dividido em 

duas subunidades de acordo com suas funções. A subunidade S1 contêm o domínio 

N-terminal (resíduos 13-305) e domínio de ligação ao receptor (RBD, resíduos 319-

541), que é o determinante crítico da interação vírus-receptor. Já na subunidade S2 

estão os peptídeos de fusão celular (FP, resíduos 788-806), sequências de repetição 

de heptapepitídeo 1 (HR1, resíduos 912-984) e 2 (HR2, resíduos 1163-1213), domínio 

transmembrana (TM, resíduos 1213-1237) e domínio citoplasmasmático (CT, resíduos 

1237-1273) (WALLS et al., 2020). 

A ligação ocorre devido à forte interação do vírus aos receptores funcionais das 

células hospedeiras, a enzima conversora de angiotensina (ACE2) e a dipeptidil 

peptidase 4 (DPP4) (WALLS et al. 2020; LI et al., 2020). O domínio RBD da proteína 

S é suficiente para uma forte ligação à ACE2. Li e colaboradores (2003) expressaram 

ACE2 em linhagem HEK 293T e demonstraram que a capacidade da proteína S de 

SARS-CoV-1 de mediar a fusão é dependente desta enzima. A ligação de ACE2 ao 

RBD de SARS-CoV-2 apresenta uma constante de dissociação de 15 nM, sendo a 

afinidade 10 a 20 vezes superior do que a ligação entre ACE2 e o RBD de SARS-

CoV-1 (WRAPP et al., 2020 b). 
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FIGURA 3 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA PROTEÍNA SPIKE (S) DE SARS-CoV-2 

 
LEGENDA: A) Esquema da organização dos domínios estruturais da proteína S. B) Estrutura 
esquemática da proteína S e sua ligação à ACE2. C) Representação da estrutura tridimensional da 
proteína S em ligação ao receptor ACE2, cada uma das cores azul, roxo e bege representam um 
monômero que compõe o trímero. FONTE: Adaptado de HUANG et al., 2020. 

 

O RBD de SARS-CoV-2 apresenta uma folha β composta por cinco fitas 

antiparalelas (β1, β2, β3, β4 e β7) com curtas conexões de hélices e loops que formam 

o núcleo. Entre as fitas β4 e β7, há uma inserção das fitas β5 e β6, das hélices α4 e 

α5 e loops. Esta inserção é denominada de motivo de ligação do receptor (RBM), 

região que contém a maioria dos resíduos de contato do SARS-CoV-2 que se ligam à 

ACE2 (LAN et al., 2020). Um total de 17 resíduos do RBD estão em contato com 20 

resíduos de ACE2 e a maioria dos resíduos de contato estão localizados na hélice N-

terminal de ACE2 (LAN et al., 2020). 

Através de estudos por crio-microscopia eletrônica da proteína S do vírus 

SARS-CoV-1, Gui e colaboradores (2017) observaram que o domínio RBD pode 

adotar duas diferentes conformações, denominados “up” e “down” no trímero da 

proteína S (Figura 4). Na posição "down", o domínio RBD não seria capaz de ligar o 

receptor celular ACE2, sugerindo que essa conformação representa um estado inativo 

de ligação do receptor. Por outro lado, sobreposições estruturais semelhantes 

mostraram que o ACE2 se liga bem ao RBD "up" sem conflitos estéricos com outras 

regiões do complexo trimérico da glicoproteína S, sugerindo que essa conformação 
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representa um estado ativo de ligação do receptor. As comparações estruturais 

indicaram que uma mudança de posição de "down" para "up" do RBD no trímero da 

glicoproteína S leva a uma transição do estado inativo para o estado ativo de ligação 

ao receptor, que é um pré-requisito para a ligação à ACE2 e para a neutralização por 

anticorpos monoclonais (GUI et al., 2017). 

 
FIGURA 4 - MUDANÇA CONFORMACIONAL DA PROTEÍNA SPIKE DE SARS-CoV-1, COM O 
DOMÍNIO RBD (EM ROSA) NAS CONFORMAÇÕES “DOWN” E “UP” 

 

 

LEGENDA: Na posição superior estão as representações de quatro diferentes conformações do trímero 
da proteína spike. Na posição inferior estão representados os ângulos de inclinação, marcados em 
vermelho, da região RBD destacada em rosa. A) Proteína spike com RBD na conformação “down”. B) 
Conformação intermediária. C-D) Estrutura representando o RBD na conformação “up”. FONTE: 
Adaptado de GUI et al., 2017. 

 

Wrapp e colaboradores (2020 b), também observaram essas diferentes 

conformações, “up” e “down” em estudos estruturais da proteína S do vírus SARS-

CoV-2. Em outro estudo, Hanke e colaboradores (2020) isolaram um anticorpo de 

cadeia pesada contra SARS-CoV-2, o VHH Ty1, e mostraram que é possível ocorrer 
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sua a ligação ao RBD, impedindo a ancoragem ao ACE2, tanto na conformação “up” 

como “down”. 

 

2.1.1 Variantes de SARS-CoV-2 

 

Usualmente, as quantidades de substituições de nucleotídeos em vírus de RNA 

são altas e essa rápida evolução é principalmente moldada pela seleção natural 

(MOYA et al., 2000). Essa alta taxa de erro e a consequente rápida evolução das 

populações de vírus, que poderiam levar ao acúmulo de mutações de aminoácidos, 

afetar a transmissibilidade do vírus, seu tropismo celular e patogenicidade 

(GIOVANETTI et al., 2021). Mutações como substituições, deleções e inserções de 

aminoácidos, que ocorreram no vírus SARS-CoV-2 seja na proteína spike, nas outras 

proteínas ou em regiões não codificadoras, levaram ao surgimento de diversas 

variantes (TIAN et al. 2022). Essas modificações podem conferir ao vírus novas 

características biológicas, incluindo o aumento da transmissibilidade.  

As variantes de SARS-CoV-2 são classificadas como variantes de preocupação 

(VOC – variants of concern) ou variantes de interesse (VOI – variants of interest). Até 

a última atualização de abril de 2022, a Organização Mundial da Saúde considera 

como VOC atualmente circulantes as variantes Delta (B.1.617.2) e Ômicron (BA 

1.1.529), além das previamente circulantes Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351) e Gamma 

(P.1). Mutações no domínio RBD da proteína S podem estar relacionadas ao aumento 

da infectividade dessas variantes (Figura 5): a mutação N501Y pode aumentar a 

afinidade de ligação de RBD para ACE2, aumentando a chance de o vírus infectar 

células hospedeiras (LIU et al., 2021). A mutação T417K e N501Y pode aumentar a 

afinidade de ligação da região RBD à ACE2 na superfície celular (PASCARELLA et 

al., 2021). A mutação N439K localizada na região RBM pode promover a formação de 

uma ponte salina com ACE2, o que poderia aumentar a afinidade de ligação da 

proteína spike ao ACE2 (THOMSON et al., 2021). Singh e colaboradores descobriram 

que a mutação S477N pode aumentar a afinidade de ligação da proteína spike à ACE2 

e atenuar o reconhecimento do vírus por anticorpos monoclonais e plasma de 

pacientes convalescentes (SINGH et al., 2021). Modificações coletivas na estrutura 
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de interface da variante Ômicron serviram para promover simultaneamente o acesso 

aos receptores ACE2 humanos e reduzir o reconhecimento de anticorpos. Entre 

muitas modificações estão Q493R, Q498R, Y505H, que contribuem para melhor 

ligação geral dessa variante ao receptor (GAN et al. 2022). 

 
FIGURA 5 - SUBSTITUIÇÕES DE AMINOÁCIDOS NO DOMÍNIO RBD DA PROTEÍNA S DE 
DIFERENTES VARIANTES DE SARS-CoV-2 

 

LEGENDA: A letra “S” indica que estas mutações ocorreram na proteína spike. FONTE: HODCROFT, 
2022. 

 

2.2 ANTICORPOS CONVENCIONAIS DO TIPO IMUNOGLOBULINA 

 

Os anticorpos são proteínas globulinas (família de proteínas com forma globular 

e compacta) produzidas em resposta a um antígeno, e, portanto, utiliza-se o termo 
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imunoglobulinas para referir-se a eles de uma forma geral. Os anticorpos do tipo 

imunoglubulina (Ig) são compostos por três segmentos principais: dois fragmentos 

idênticos de ligação ao antígeno, denominados Fabs (do inglês fragment antigen-

binding), cada um contendo a cadeia leve e os dois primeiros domínios da cadeia 

pesada do anticorpo, e o chamado fragmento cristalizável (Fc), que contém os 

domínios constantes do C-terminal das duas cadeias pesadas (Figura 6). Os Fabs 

estão ligados ao Fc pela região da dobradiça, que varia em comprimento e flexibilidade 

nas diferentes classes de anticorpos. As regiões de ligação aos antígenos (parátopos) 

estão localizados nas extremidades dos Fabs (PADLAN, 1994).  

Os anticorpos do tipo imunoglobulina-γ (IgG) são formados por quatro 

moléculas, sendo elas duas cadeias polipeptídicas idênticas que abrangem as cadeias 

pesadas (H, do inglês heavy) com 450 aminoácidos, e duas cadeias polipeptídicas 

idênticas de cerca de 250 aminoácidos, as cadeias leves (L). Cada cadeia pesada 

contém quatro domínios de duas folhas β antiparalelas, enquanto a cadeia leve 

consiste em dois desses domínios. Estes domínios de folha β são estruturalmente 

muito semelhantes, tendo sido denominados domínio imunoglobulina (BRADEN et al., 

1998). 

As sequências dos domínios N-terminal das cadeias H e L do anticorpo formam 

o par dos domínios VH-VL, estes compõem o fragmento variável (Fv) que reconhece 

o antígeno. Os domínios VH e VL possuem três segmentos altamente variáveis tanto 

em sua composição de aminoácidos quanto em suas estruturas, os loops que unem 

as fitas β (BRADEN et al., 1998). Esses segmentos são conhecidos como sequências 

hiper variáveis ou regiões determinantes de complementariedade (CDR, do inglês 

complementarity-determining regions), responsáveis pelo reconhecimento específico 

do respectivo antígeno (BRADEN et al., 1998). As sequências restantes das cadeias 

H e L do Fab são conservadas (abreviadas como CH1 e CL). As duas últimas regiões 

da cadeia pesada, denominadas CH2 e CH3, são importantes para o recrutamento de 

células imunes (por exemplo, macrófagos e células natural killer) ou para funções de 

efetoras (por exemplo, ativação complementar) (MUYLDERMANS, 2013). 
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FIGURA 6 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ANTICORPO IgG E SUAS REGIÕES DE 
LIGAÇÃO AO ANTÍGENO 

 
LEGENDA: Esquerda: organização global da estrutura do IgG, indicando o fragmento cristalizável (Fc), 
o fragmento de ligação ao antígeno (Fab) e o fragmento variável (Fv). Em verde estão representadas 
as cadeias pesadas (H, do inglês heavy) e em azul as cadeias leves (L). C refere-se aos domínios 
constantes e V aos domínios variáveis; Direita: representação da estrutura tridimensional dos domínios 
variáveis das cadeias pesada (VH) e leve (VL) destacando em cores as regiões de ligação ao antígeno 
ou regiões determinantes de complementariedade (CDR) da cadeia pesada (H) e leve (L). FONTE: 
Adaptada de LEEM e DEANE, 2018. 

 

2.3 DOMÍNIO VARIÁVEL DE ANTICORPOS DE CADEIA PESADA (VHH) 

 

Os camelídeos (camelos, alpacas, lhamas e vicunhas) apresentam em seu soro 

anticorpos com uma estrutura diferente, quando comparados à IgG convencional. 

Além dos anticorpos convencionais, estes organismos possuem anticorpos de cadeia 

pesada apenas (HCAbs – heavy chain antibodies) (Figura 7), que são desprovidos do 

polipeptídeo da cadeia L e são únicos também porque não possuem o primeiro 

domínio constante (CH1) (MUYLDERMANS, 2013). Seu domínio N-terminal, chamado 

de fração variável de anticorpo de cadeia pesada (referido como VHH), consiste num 

domínio equivalente ao VH das cadeias pesadas das imunoglobulinas, que tem a 

função de associação com o antígeno. O VHH em um HCAb é o equivalente funcional 

do fragmento Fab (fragmento de ligação de antígeno) de anticorpos convencionais 

(MUYLDERMANS, 2013). 
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Além dos camelídeos, alguns peixes cartilaginosos como os tubarões, possuem 

anticorpos dos quais se pode obter fragmentos de anticorpos de domínio único (sdAb, 

single domain antibody fragments). Embora a estrutura deste tipo de anticorpo de 

peixes cartilaginosos contenha cinco domínios CH, enquanto a estrutura proveniente 

de camelídeos contêm só dois domínios CH, a estrutura do domínio VH (denominada 

vNAR, variable domain of the shark new antigen receptor) corresponde igualmente à 

do VHH de camelídeos (EYER e HRUSKA, 2012).  

 
FIGURA 7 - COMPARAÇÃO ENTRE A ESTRUTURA DE UMA IMUNOGLOBULINA G (IgG) E UM 
ANTICORPO DE CADEIA PESADA (HCAbs) 

 
LEGENDA: A) Molécula do IgG com cadeia pesada (domínios VH, CH1, CH2 e CH3) e cadeia leve 
(domínios VL e CL). B) Representação dos anticorpos de cadeia pesada (HCAbs), com os domínios 
VHH, CH2 e CH3. FONTE: Adaptado de VATTEKATTE et al. 2020). 

 

O domínio VHH possui regiões hipervariáveis (HV) equivalentes às regiões 

determinantes de complementariedades CDR1, CDR2 e CDR3 dos domínios VH e VL 

dos anticorpos de cadeia dupla, intercalados de sequencias conservadas, os 

chamados frameworks (FR) (Figura 8). O VHH é formado por nove fitas β (A-B-C-C’-

C’’-D-E-F-G), organizados em uma folha β de quatro fitas e outra folha β de cinco fitas 

conectadas por loops e por uma ponte dissulfeto entre Cys23 e Cys94. As regiões HV 

ou CDR1, 2 e 3 ficam localizadas nas alças que conectam as fitas B-C, C’-C’’ e F-G, 

respectivamente, e embora a sequência de aminoácidos das CDRs seja bastante 

variável, a variação em seus comprimentos é limitada, exceto para a CDR3 

(MUYLDERMANS, 2013). 
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FIGURA 8 - REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DO DOMÍNIO VARIÁVEL DE ANTICORPOS DE 
CADEIA PESADA VHH 

 
LEGENDA: Nas figuras do alto a representação da estrutura tridimensional destacando as fitas β (A, B, 
C, C’, C’’, D, E, F, G) e as regiões determinantes de complementariedade (CDR). Abaixo a 
representação da topologia com as fitas β também identificadas. As regiões de framework (FR) e CDRs 
são identificadas em diferentes cores. FONTE: Adaptada de VATTEKATTE et al. 2020. 

 

As regiões de loops das estruturas VH do IgG e VHH do HCAb apresentam 

diferenças entre si (MUYLDERMANS, 2013). O VHH, por não depender da presença 

de um domínio variável VL, tem o antígeno reconhecido por apenas três loops ao invés 

de seis. Por outro lado, sua superfície é geralmente maior, apresentando alças mais 

longas do que os VHs de anticorpos convencionais (DE GENST et al., 2006). 

O alinhamento das sequências de aminoácidos de VHHs indica que as regiões 

FR e HV são semelhantes às dos VHs, com algumas diferenças no FR2 e nas CDRs. 
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Dentro do FR2, aminoácidos hidrofóbicos altamente conservados nos VHs (Val47, 

Gly49, Leu50, Trp52), que normalmente participam da interação com o domínio VL 

(CHOTHIA et al., 1985), são substituídos no VHH por aminoácidos menores e/ou 

hidrofílicos, principalmente Glu49, Arg50 e Gly52 (MUYLDERMANS, 2013). 

O pequeno tamanho, a facilidade de expressão e as propriedades bioquímicas 

e biofísicas únicas desses domínios VHHs os tornaram alvos da biotecnologia 

aplicada, terapêutica de saúde e diagnóstico. Como ferramentas de pesquisa os VHHs 

permitem a montagem de um conjunto abrangente de reagentes bem caracterizados 

para alvos importantes, incluindo moléculas de sinalização intracelular e 

biomarcadores de câncer (VATTEKATTE et al., 2020). 

Os domínios variáveis podem também ser usados como ferramentas de 

diagnóstico, como anticorpos de captura sensíveis e seletivos. Esses domínios 

possuem alta afinidade e podem ser facilmente modificados para evitar grupos 

quimicamente reativos nas proximidades do parátopo. Também permitem sua 

imobilização direcional na superfície de um sensor, aumentando a capacidade 

máxima de captura do antígeno (SAERENS et al., 2005). Outra aplicação seria na 

área terapêutica, pois apesar dos anticorpos policlonais geralmente resultarem em 

melhor neutralização e, portanto, melhor proteção, um VHH monoclonal modificado 

para reconhecer epítopos especiais envolvidos no reconhecimento do receptor pode 

atingir uma potência de neutralização extremamente alta (VANEYCKEN et al., 2011). 

 

2.4 APLICAÇÕES DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS DO TIPO FABS E VHHS 
NO RECONHECIMENTO DE SARS-COV-2 

 

Diversos anticorpos têm sido caracterizados, apresentando propriedade de 

neutralização do vírus SARS-CoV-2. Walls e colaboradores demonstraram que o 

anticorpo S230, o qual foi isolado a partir de um indivíduo infectado com SARS-CoV-

1, liga-se à proteína S de SARS-CoV-2 em região que se sobrepõe parcialmente à 

região de ligação ao receptor ACE2, bloqueando a interação por meio de um 

mecanismo competitivo.  
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Além disso, a ligação de S230 ou de ACE2 acarretou a mudança da proteína S 

de SARS-CoV-1 para a conformação pós-fusão. Esse é um exemplo de mimetismo 

funcional, pelo qual um anticorpo recapitula a ação do receptor ao ativar a fusão da 

membrana (WALLS et al., 2019). Alguns dos anticorpos neutralizantes mais potentes, 

específicos para SARS-CoV-1, que têm como alvo o local de ligação ao receptor ACE2 

não foram capazes de se ligar à proteína S de SARS-CoV-2, indicando que é 

necessário desenvolver novos anticorpos monoclonais que possam ligar 

especificamente o RBD de SARS-CoV-2 (TIAN et al., 2020). 

Trabalhos anteriores descreveram o isolamento de VHHs dirigidos contra 

MERS-CoV a partir da imunização de camelídeos, porém com poucos detalhes 

específicos a respeito das regiões de interação ao receptor (ZHAO et al., 2018; 

STALIN RAJ et al., 2018). 

O trabalho de Wrapp e colaboradores (2020 a) está entre os primeiros que 

descrevem o isolamento de VHHs potencialmente neutralizantes direcionados contra 

o RBD da proteína S de SARS-CoV-1 e MERS-CoV. Também mostra que dois VHHs 

dirigidos ao RBD da proteína S de SARS-CoV-1 exibem reatividade cruzada contra o 

RBD da proteína S de SARS-CoV-2, sendo capaz de bloquear a interface de ligação 

ao receptor (WRAPP et al., 2020 a). 

Outros anticorpos do tipo VHH apresentando reconhecimento específico do 

RBD da proteína S de SARS-CoV-2 foram posteriormente descritos. Esparza e 

colaboradores (2020), através da imunização de lhamas, isolaram VHHs que se ligam 

ao domínio RBD da proteína S, bloqueando a ligação do vírus à ACE2. O VHH NIH-

CoVnb-112 com maior afinidade ao RBD isolado nesse estudo apresentou constante 

de dissociação (KD) de 4,94 nM em ensaio de interação in vitro. De forma similar, 

Hanke e colaboradores (2020), obtiveram um fragmento de anticorpo de domínio 

único derivado de alpaca, nomeado Ty1 e, Valenzuela Nieto et al. 2021, 

caracterizaram o VHH denominado W25. Tais fragmentos de anticorpos 

apresentaram, respectivamente, KD de 9 nM (Ty1) e 0,295 nM (W25) em ensaios de 

interação com o domínio RBD de SARS-CoV-2. 

Vários VHHs foram também obtidos pela utilização de bibliotecas sintéticas. 

Huo e colaboradores (2020), através de uma biblioteca “naive” de anticorpos de 

domínio único de lhama e maturação baseada em PCR, obtiveram dois VHHs, H11-
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D4 e H11-H4, que se ligaram ao RBD da proteína S de SARS-CoV-2 com KD de 10 

nM e 5 nM, respectivamente. Custódio e colaboradores (2020), relataram o rápido 

isolamento e caracterização de VHHs de uma biblioteca sintética, os chamando de 

sybodies (Sb), que também tem como alvo o RBD da proteína S de SARS-CoV-2. 

Neste estudo foi isolado o VHH Sb23, com o KD de 10,6 nM (CUSTÓDIO et al. 2020).  

A partir da mesma biblioteca usada por Custódio e colaboradores (2020), 

Walter e colaboradores (2020) relatam a seleção e caracterização de VHHs sintéticos. 

Entre eles, Sb#14, Sb#15, Sb#16, Sb#42, Sb#45 e Sb#68 apresentaram os melhores 

resultados de afinidade ao antígeno, tendo Sb#15, apresentado uma constante de 

dissociação de 24,22 nM. Li e colaboradores (2020) publicaram o processo de seleção 

e engenharia de VHHs sintéticos altamente potentes contra SARS-CoV-2, sendo que 

a melhor variante isolada neste estudo, MR3, apresentou um KD de 1 nM. 

 

2.5 TECNOLOGIAS UTILIZANDO ANTICORPOS APLICADAS EM DIAGNÓSTICOS 
E EXEMPLOS DE APLICAÇÕES 

 

2.5.1 Ensaios de imunoabsorção (ELISA) que Utilizam Anticorpos para 
Detecção de Antígenos 

 

Uma das diversas aplicações para os anticorpos é sua utilização em ensaios 

de imunoabsorção enzimática comumente conhecidos como ELISA (do inglês – 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Esta é uma técnica que utiliza um anticorpo 

conjugado com enzimas que é capaz de detectar proteínas imobilizadas a uma 

superfície sólida e revelá-la pelo desenvolvimento de cor após adição de um 

substrato/cromógeno adequado (CROWTHER, 2009). 

Existem três métodos principais que formam a base para os ensaios ELISA: 

ELISA direto, indireto e sanduíche (Figura 9). No ELISA direto, o antígeno é ligado à 

placa por adsorção passiva. São adicionados anticorpos conjugados com enzimas e 

após um período de incubação e lavagem, um cromógeno é adicionado e a coloração 

aparece. No ELISA indireto, o antígeno de interesse é imobilizado em uma placa, 

seguido pela incubação com um anticorpo primário específico para o antígeno. Um 
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anticorpo secundário conjugado com enzima para revelação é adicionado 

posteriormente para se ligar ao anticorpo primário e em presença de cromógeno a 

coloração é desenvolvida (CROWTHER, 2009). 

O ELISA sanduíche envolve a imobilização de anticorpos à placa. Esses 

anticorpos de captura reconhecem o antígeno e se ligam a ele. Os antígenos são 

diluídos em um tampão de bloqueio para evitar ligações inespecíficas à fase sólida e 

incubados à placa. Após a incubação e lavagem, anticorpos de ligação conjugados 

com enzimas de revelação se ligam ao complexo, completando assim o “sanduíche”. 

Por fim uma solução cromógena é adicionada e a cor desenvolvida (CROWTHER, 

2009). Como essa técnica consiste em dois anticorpos reconhecendo a mesma 

proteína é necessário que os epítopos sejam distintos a fim de evitar uma competição 

(SCHMIDT et al., 2012). 

 
FIGURA 9 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS TRÊS TIPOS BÁSICOS DE ELISA 

 

LEGENDA: A) ELISA direto, B) ELISA indireto e C) ELISA sanduíche. FONTE: Adaptada de 
CROWTHER, 2009. 

 

2.5.2 Ensaios de captura de antígenos aplicados a diagnóstico 

 

A técnica de ELISA sanduíche é amplamente empregada em testes de captura 

de antígeno. Esse é um método atual e pode ser utilizado para o diagnóstico de 

infecção ativas. Testes dessa natureza são amplamente utilizados no Brasil para o 

diagnóstico da dengue (DENV) ainda na fase inicial da doença, com a identificação 

do antígeno viral a proteína não estrutural 1 (NS1) (BORGES et al., 2021; ALCON et 
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al., 2002). Testes similares foram descritos para o diagnóstico precoce de infecções 

pelo vírus do Oeste do Nilo (WNV), onde dois anticorpos monoclonais reconhecem 

diferentes epítopos da proteína NS1 do WNV. O teste apresentou especificidade 

exclusiva ao vírus sem reação cruzada com outros membros relacionados da família 

flavivírus (DING et al., 2014). 

Existe também um teste disponível para detecção da infecção ativa pelo vírus 

sincicial respiratório humano (HRSV). O teste utiliza anticorpos monoclonais para 

capturar a proteína de fusão deste vírus (MOESKER et al., 2016). Também foi descrito 

um teste ultrassensível baseado em um biossensor eletroquímico com anticorpos 

produzidos em equinos contra a glicoproteína do vírus Ebola. Este teste se mostrou 

efetivo para a detecção do vírus Ebola inativado (JIN et al., 2019). Além disso, um dos 

principais testes utilizados no diagnóstico da infecção pelo HIV, aprovado pela 

ANVISA, utiliza a detecção paralela de anticorpos e antígenos. O teste é do tipo ELISA 

no formato de “sanduíche” e detecta simultaneamente o antígeno p24 e anticorpos 

específicos contra HIV (ANVISA, 2018). A detecção do antígeno p24 é feita por 

anticorpos monoclonais imobilizados que irão capturar o antígeno viral, sendo este 

revelado por anticorpos acoplados à molécula reveladora. Já a detecção de anticorpos 

presentes no soro é feita por antígenos imobilizados que capturam os anticorpos do 

soro, sendo revelado por anticorpos acoplados à molécula reveladora. Che e 

colaboradores desenvolveram um teste ELISA de captura para o antígeno N presente 

no vírus SARS-CoV-1. Este teste utiliza três anticorpos monoclonais com alta 

afinidade e especificidade à proteína N (CHE et al., 2004).  

 

2.6 MATURAÇÃO DA AFINIDADE DE ANTICORPOS 

 

Uma característica importante do sistema imunológico natural é o uso do 

princípio evolutivo da mutação e seleção para alcançar maior afinidade ao antígeno. 

No entanto, anticorpos naturais muitas vezes não possuem as propriedades de 

ligação necessárias para suas aplicações terapêuticas. Portanto, aumentar a 

afinidade de ligação é uma etapa necessária no desenvolvimento de um candidato a 

aplicações terapêuticas ou de diagnóstico (CHIU et al., 2019). 
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Pela abordagem in vitro, esse processo natural pode ser substituído por 

diferentes estratégias e ferramentas que estão disponíveis para a maturação da 

afinidade entre proteínas (RAJPAL et al., 2005). Duas técnicas primárias de 

mutagênese são: mutagênese sítio dirigida (SDM) e mutagênese extensiva e aleatória 

(REM) (DURLAND e AHMADIAN-MOGHADAM, 2021). A estratégia SDM envolve a 

substituição de resíduos selecionados específicos dentro dos loops da região 

determinante de complementaridade (CDR). Já a REM é uma técnica mais ampla, 

pois a mutagênese ocorre de forma aleatória em toda a sequência de fragmento 

variável (Fv) (PRESTA, 2005). 

Um método alternativo para criar mutações direcionadas ao local dentro da 

sequência de nucleotídeos emprega o PCR que usa dois oligonucleotídeos sintéticos 

como primers para amplificar uma sequência de interesse. Estes primers se anelam 

em ambas as extremidades da região de interesse e são orientados em sentidos 

opostos. A amplificação exponencial da sequência de alvos ocorre ao longo de 

múltiplos ciclos de desnaturação, anelamento e extensão de 3’ pela DNA polimerase. 

O PCR pode ser usado para introduzir sequências adicionais, como sítios de restrição, 

incorporando-as nos primers (DURLAND e AHMADIAN-MOGHADAM, 2021). 

Posteriormente, esses produtos de PCR são digeridos e clonados para geração de 

bibliotecas. 

Dentre as opções disponíveis para o monitoramento da infecção do SARS-

CoV-2 na população, certamente a testagem em massa é uma das ferramentas mais 

necessárias. Tendo em vista que a afinidade de anticorpos pelo antígeno é essencial 

para o funcionamento de testes rápidos, é especialmente importante dispor de 

técnicas que melhorem o reconhecimento da molécula ao alvo. Portanto a utilização 

de técnica de mutagênese sítio dirigida é uma opção viável para a otimização de 

anticorpos para a identificação de SARS-CoV-2. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 

 

A parte experimental foi dividida em duas etapas principais: análise in silico e 

produção de biblioteca in vitro. A primeira etapa consistiu em um levantamento da 

literatura a respeito dos VHHs disponíveis contra SARS-CoV-2. Nesta fase foram 

compiladas e analisadas as informações a respeito de constantes de associação ao 

antígeno, sequência de aminoácidos, estrutura proteica, resíduos de interação. A 

partir destas informações escolheu-se o candidato para geração de variantes e por 

conseguinte, planejou-se o desenho dos oligonucleotídeos para mutagênese sítio 

dirigida. 

A segunda etapa consistiu nos experimentos para isolar novas variantes in 

vitro. Utilizando a técnica de PCR com oligonuclotídeos previamente desenhados para 

realizar as substituições planejadas, foi construída uma minibiblioteca do VHH Sb68, 

selecionado a parir das análises in silico, em fusão com a proteína fluorescente verde 

(GFP), a qual serviu como indicador direto de expressão do VHH em meio sólido 

contendo o indutor IPTG. A partir desta minibiblioteca, extratos proteicos das colônias 

apresentando maior intensidade de fluorescência foram preparados e testados 

através de ensaio do tipo ELISA, com o objetivo de identificar variantes do VHH Sb68 

com maior capacidade de interação ao domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-2. 

A identificação dos aminoácidos substituídos nas variantes selecionadas foi realizada 

através da extração dos plasmídeos de cada clone, seguida da determinação da 

sequência nucleotídica.  

Após o sequenciamento, as substituições foram analisadas com base na 

estrutura tridimensional do complexo VHH-RBD disponível e comparadas com os 

resultados dos testes de interação com objetivo de investigar a relação entre a 

substituição dos resíduos e o ganho ou perda de afinidade do VHH Sb68 pelo domínio 

RBD. 
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3.2 LEVANTAMENTO E ANÁLISES in silico DOS VHHS CONTRA SARS-CoV-2 

 

Através do levantamento da literatura, as informações disponíveis dos VHHs 

que interagem com o domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-2 foram compiladas. 

Desse modo foi possível comparar as sequências, propriedades e características da 

região de interação com o antígeno.  

Alinhamentos múltiplos de sequências foram realizados utilizando-se as 

ferramentas Clustal Omega (SIEVERS et al., 2014) para gerar o alinhamento e os 

programas Jalview (Version 2.11) (CLAMP et al., 2004) e WebLogo 

(http://weblogo.threeplusone.com/) (CROOKS et al., 2004) para edição e visualização. 

As análises das estruturas tridimensionais disponíveis no PDB e das superfícies de 

interação foram feitas utilizando as ferramentas computacionais Coot (EMSLEY e 

COWTAN, 2004), Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 

Schrödinger, LLC.), e PDBePISA (KRISSINEL e HENRICK, 2007). Estas análises 

dirigidas pela estrutura indicaram os aminoácidos da região de interação do VHH que 

poderiam ser substituídos visando aumentar a afinidade e especificidade pelo RBD de 

SARS-CoV-2.  

 

3.3 DEFINIÇÃO E OBTENÇÃO DO VHH INICIAL PARA ESTE ESTUDO 

 

Nessa etapa, foram analisadas as diferenças entre as CDRs dos diferentes 

VHHs com o intuito de se escolher a melhor sequência. Como critério para a escolha 

foram avaliadas as seguintes informações: dados disponíveis na literatura, regiões de 

interação entre o VHH e a proteína S de SARS-CoV-2, valor das constantes de 

dissociação (KD) e se as moléculas estão ou não protegidas por patentes. Em relação 

à região de interação com o RBD da proteína S, buscou-se também avaliar VHHs que 

se ligassem em regiões distintas da região de interação com a ACE2 e de outros VHHs 

em estudo no nosso grupo, visando a obtenção de anticorpos com regiões distintas 

de reconhecimento. 
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A sequência de nucleotídeos codificadora do VHH selecionado (Sb68), 

depositada em banco de dados (AHMAD et al., 2021), foi sintetizada e clonada em 

vetor de expressão pET28a (Novagen - Merck KGaA). 

 

3.4 ESTRATÉGIA PARA GERAÇÃO DE VARIANTES DO VHH Sb68  

 

3.4.1 Desenho dos vetores de expressão para seleção de variantes do VHH 
Sb68 

 

Para geração de variantes foram desenhados inicialmente dois vetores de 

expressão. Um deles contém a sequência original do VHH Sb68 em fusão com a 

proteína superfolder fluorescente verde (SGFP2) (Figura 10). A SGFP2 é uma variante 

da proteína fluorescente verde (GFP) e se dobra eficientemente quando fusionada a 

proteínas mal dobradas, também é diretamente proporcional à expressão total 

independentemente da solubilidade da fusão, tornando a fluorescência da SGFP um 

repórter robusto da expressão proteica de fusão (PÉDELACQ et al., 2006). 

Este vetor serve como template nas reações de PCR para gerar a minibiblioteca 

de variantes e como controle nos experimentos de expressão e nos testes de 

interação com RBD. Na extremidade N-terminal da região codificadora foi inserido o 

peptídeo sinal da proteína PelB para secreção ao periplasma. A proteína Sb68-SGFP2 

é expressa em fusão com uma cauda de seis histidinas no C-terminal, o que permite 

sua posterior purificação por cromatografia de afinidade. Além disso, foi inserido um 

sítio de digestão da protease TEV que permite a separação da SGFP2 do VHH Sb68 

após a purificação.  
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FIGURA 10 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA E SEQUÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS DA REGIÃO 
DE INTERESSE DO VETOR pET28A-Sb68-SGFP2 

 

LEGENDA: A região codificadora está representada pela seta com contorno amarelo na parte inferior 
do esquema. A região da sequência de nucleotídeos marcada em azul corresponde à sequência que 
foi deletada na construção pET28a-Sb68-GOF que está descrita abaixo. A posição dos sítios de 
reconhecimento das enzimas de restrição XmaJI, XbaI, KpnI, NdeI e XhoI está indicada no esquema 
superior. Os sítios de XmaJI, XbaI e KpnI estão marcados em vermelho na sequência de nucleotídeos. 
A utilização dos sítios de restrição XmaJI e KpnI permite substituir o segmento do VHH contendo as 
CDRs 2 e 3 pelo mesmo segmento contendo novas variantes. Já utilizando-se os sítios de XbaI e KpnI 
é possível substituir a região da CDR3 pela mesma região contendo novas variantes.  Essa imagem foi 
gerada pelo programa SnapGene version. 6.0.2. FONTE: A autora (2022). 

 

O segundo vetor, denominado pET28a-Sb68-GOF, foi construído de forma que 

os clones resultantes após a inserção dos produtos de PCR da minibiblioteca de 

variantes pudessem ser diferenciados do clone original. Para isso, ele contém o VHH 

Sb68 em fusão com a proteína SGFP2 (Figura 11), entretanto com a deleção de um 

segmento da sequência do VHH Sb68 (região deletada corresponde aos nucleotídeos 

em cor azul na Figura 10), ficando, com isso, o códon de iniciação da sequência 

codificadora que inicia em PelB, fora de fase de leitura com a sequência codificadora 
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da SGFP2. A fase de leitura da tradução pode ser reconstituída com a inserção de um 

fragmento de DNA gerado na construção da minibiblioteca de variantes.  

A construção permite substituir a região contendo ambas as CDRs 2 e 3, 

através do uso dos sítios de restrição XmaJI e KpnI ou, apenas a região da CDR3 

através do uso dos sítios das enzimas de XbaI e KpnI. Assim, após a clonagem da 

minibiblioteca no vetor pET28a-Sb68-GOF e transformação em cepa de expressão de 

E. coli, as colônias não fluorescentes representam os clones originais ou não viáveis 

e as colônias fluorescentes representam os clones em que a sequência do Sb68 foi 

reconstituída ocorrendo a expressão da proteína de fusão Sb68-SGFP2.  

Através da análise dos níveis de fluorescência na própria placa de Petri é 

possível fazer uma seleção inicial dos clones de interesse. Além disso, a proteína de 

interesse é expressa em fusão com uma cauda de hexahistidina no C-terminal visando 

sua posterior purificação por afinidade. Estes dois clones foram adquiridos da 

empresa Biomatik (Kitchener, Ontario Canada) como genes sintéticos clonados no 

plasmídeo pET28a.  
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FIGURA 11 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA E SEQUÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS DA REGIÃO 
DE INTERESSE DO VETOR pET28A-Sb68-GOF 

 

LEGENDA: A região codificadora do Sb68 fora de fase de leitura de tradução com a SGFP2 está 
representada pela seta com contorno amarelo na parte inferior do esquema. Na construção GOF a 
sequência codificadora da proteína SGFP2 está fora da fase de leitura com relação ao códon de 
iniciação anterior ao peptídeo sinal pelB devido à deleção de parte da sequência codificadora do Sb68. 
A posição dos sítios de reconhecimento das enzimas de restrição XmaJI, XbaI, KpnI, NdeI e XhoI está 
indicada no esquema superior. Os sítios de XmaJI, XbaI e KpnI estão marcados em vermelho na 
sequência de nucleotídeos. A inserção de segmento de DNA a partir da minibiblioteca de variantes do 
Sb68 nos sítios de restrição XmaJI e KpnI permite reconstituir o segmento do VHH contendo as CDRs 
2 e 3, reconstituindo assim as variantes do Sb68 com sequência codificadora completa. Essa imagem 
foi gerada pelo programa SnapGene version 6.0.2. FONTE: A autora (2022). 
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3.4.2 Geração de variantes do VHH Sb68 

 

3.4.2.1 Desenho dos oligonucleotídeos 

 

Oligonucleotídeos com proporções variáveis de nucleotídeos nos códons dos 

aminoácidos a serem substituídos foram desenhados e usados para inserção das 

modificações da sequência original do VHH Sb68 através de amplificação por PCR. 

Para a construção da biblioteca racional foram utilizados 2 oligonucleotídeos 

sintéticos, um no sentido senso/forward (CDR2-F) e um no sentido antisenso/reverse 

(CDR3-R), contendo as alterações nos códons para obtenção das mutações 

desejadas nas CDR2 e CDR3. Um terceiro oligonucleotídeo forward, CDR3-F, sem 

modificações, foi feito para ser usado conjuntamente com o oligonucleotídeo CDR3-R 

para, se necessário, gerar variantes somente da CDR3 (Figura 12). As sequências 

dos primers estão apresentadas na Tabela 1. Os primers para as reações de PCR 

para geração das variantes foram adquiridos liofilizados da empresa Synbio 

Technologies (Monmouth Junction, NJ, EUA). 

 

FIGURA 12 - ESQUEMA REPRESENTANDO GERAÇÃO DE VARIANTES 
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LEGENDA: A) Regiões de anelamento dos oligonucleotídeos. Os três primers contendo as 
modificações anelam sobre o VHH Sb68 e estão destacados em azul turquesa, “N” indica as posições 
em que diferentes proporções dos nucleotídeos foram utilizadas para gerar as variantes. Os locais de 
reconhecimento das enzimas de restrição XmaJI, XbaI e KpnI estão destacadas em vermelho. B) Os 
produtos obtidos pela reação de PCR sítio dirigida são ligados ao vetor pET28a-Sb68-GOF que serve 
como template. As regiões da sequência da proteína Sb68 que sofrem modificações estão destacas 
em azul turquesa. A seta inferior alaranjada indica a leitura da fase, caso haja correta ligação a fase de 
leitura será reconstituída. FONTE: A autora (2022). 

 
TABELA 1 - SEQUÊNCIA DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS ADQUIRIDOS PARA GERAÇÃO DE 
VARIANTES DO VHH Sb68 

Oligonucleotídeo Sequência 

CDR2-F 5’CCTA CCT AGG TTG GTT TCG CCA GGC CCC GGG TAA AGA ACG TGA 

AGG CGT GGC AGC ACT GAT TAC CA(00356500) AAT GGT 

(15850000)(35006500)(10750015) ACC TAT TAT GCA GAT AGTG 3’ 

CDR3-F 5’ GGTCGCTTTACCGTGTCTCTAGATAATGC 3’ 

CDR3-R 5’ CCTG GGT ACC CTG GCC CCA ATA CCA ATA ATC CCA CTG 

(40000060)(55004500)(00604000) CAG AGG CCA AT(00600040) ATA  GCC 

CCA (50005000)(20800000)(35006500) TGC TGC GGC ACA ATA ATA CAGG 

3’  

LEGENDA: Os números entre parênteses representam um código numérico usado para indicar a 
proporção, em percentagem, de cada nucleotídeo na respectiva posição, sendo que o primeiro e 
segundo algarismos representam a percentagem de adenina, terceiro e quarto algarismos a 
percentagem de citosina, quinto e sexto a percentagem de guanina e, sétimo e oitavo a percentagem 
de timina. FONTE: A autora (2022).  
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3.4.2.2 Amplificação e purificação dos produtos de PCR 

 

Os oligonucleotídeos para as reações de PCR foram reidratados com água 

ultrapura até a concentração de 100 μM. As reações de PCR foram realizadas com 

PlatinumTM Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fischer Scientific), conforme 

manual do fabricante. Uma amplificação alternativa foi realizada com Platinum 

SuperFiTM II DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific) seguindo o protocolo do 

fabricante. O programa para as amplificações foi de um ciclo de desnaturação inicial 

a 94°C/1 min, seguido de 35 ciclos (94 °C/15 s, 68 °C/20 s e 72 ºC/1 min); e um ciclo 

de extensão final a 72 ºC/5 minutos. 

Os produtos de PCR foram precipitados com 0,7 volumes de isopropanol, 

incubados a -20 ° C por 1 hora, centrifugados (20.000 x g, por 30 minutos a 4°C) e o 

sobrenadante descartado. Os precipitados foram lavados com etanol 70%, novamente 

centrifugados (10.000 x g, por 5 minutos, 4 °C), secos à temperatura ambiente e 

reidratados em H2O (18.2 MΩ-cm).  

 

3.4.2.3 Digestão e ligação enzimática de DNA 

 

Após quantificação, os produtos da amplificação por PCR com os primers 

CDR2-F e CDR3-R foram digeridos com as enzimas de restrição KpnI e XmaJI 

(Thermo Fischer Scientific), e os produtos amplificados com os primers CDR3-F e 

CDR3-R digeridos com as enzimas KpnI e XbaI (Anza™, Thermo Fischer Scientific).  

O vetor pET28a-Sb68-GOF também foi digerido com a combinação de enzimas 

KpnI-XmaJI ou KpnI-XbaI, sendo ambas as versões posteriormente purificadas após 

eletroforese em gel de agarose, cujas bandas foram cortadas e purificadas com o kit 

NucleoSpin Gel and PCR cleanup (Macherey-Nagel).  

Os insertos e os vetores digeridos com o mesmo conjunto de enzimas foram 

posteriormente ligados usando a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen - Thermo Fischer 

Scientific) em reação a 16 ºC por cerca de 18 h, sendo interrompida incubando-se a 

70 ºC por 10 min. 
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3.4.2.4 Transformação em Escherichia coli  

 

Os produtos da ligação foram transformados por choque térmico (42 °C por 1 

minuto e 4 °C por 3 minutos) na cepa de Escherichia coli BL21 Star-DE3 cálcio-

competentes, misturando-se 5 μL da reação de ligação em 50 μL de células. Após o 

choque térmico, 950 μL de meio LB foi adicionado à suspensão de transformação para 

recuperação das células, que foram mantidas a 37 °C por uma hora com agitação de 

200 rpm. A seguir, as células foram plaqueadas em meio LB sólido com canamicina 

(50 μg/mL) e IPTG (30 μM). Após incubação a 37 ºC por 16 horas, as placas foram 

analisadas no sistema iBright™ FL1500 (Invitrogen-Thermo Fischer Scientific) para 

identificar as colônias fluorescentes, indicando a expressão do Sb68, ou de suas 

variantes, fusionado à SGFP2. Para fins de comparação, os vetores pET28a-Sb68-

SGFP2 e pET28a-Sb68-GOF foram também transformados e analisados como 

controles positivo e negativo, respectivamente. 

 

3.5 SELEÇÃO INICIAL DE VARIANTES DO VHH Sb68 

 

3.5.1 Seleção inicial pela análise de fluorescência  

 

Para a estratégia de seleção a partir da expressão periplasmática das variantes 

do VHH Sb68, a primeira seleção dos clones consistiu em observar a presença e 

intensidade da fluorescência das colônias transformadas com a biblioteca de variantes 

clonadas no vetor pET28a-Sb68-GOF, cujos clones com o inserto correto expressam, 

cada um deles, a fusão de uma variante do Sb68 com a SGFP2. Como controle foram 

plaqueadas, em paralelo, células transformadas com o vetor pET28a-Sb68-SGFP2 e 

que, quando cultivadas em meio suplementado com baixas doses de IPTG, 

expressaram o VHH Sb68 original fusionado à SGFP2. Estas células apresentaram 

fluorescência verde, que pôde ser rapidamente identificada no equipamento de análise 

de imagens iBright™ FL1500 (Invitrogen-Thermo Fischer Scientific) sob o comprimento 

de onda de excitação na faixa de 488 nm. 
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3.5.2 Avaliação dos clones das variantes por digestão de DNA plasmideal e 
PCR de colônias  

 

Visando confirmar que as colônias fluorescentes continham a sequência 

codificadora de Sb68-SGFP2 - reconstituída após a ligação do produto de PCR 

contendo a minibiblioteca de variantes com o pET28a-Sb68-GOF digerido com XmaJI 

e KpnI - dez clones que apresentaram fluorescência foram selecionados para essa 

etapa. O DNA plasmideal foi extraído pelo método de lise alcalina e precipitado com 

isopropanol e depois digerido com as enzimas de restrição XbaI e XhoI (Anza, Thermo 

Fischer Scientific). A reação de digestão foi incubada em estufa a 37 ºC durante 1 hora. 

A seguir realizou-se uma análise qualitativa dos produtos das digestões por eletroforese 

em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

A partir desta análise e do sequenciamento do DNA de algumas amostras 

iniciais, verificou-se que vários DNAs isolados de colônias fluorescentes não 

apresentavam o inserto correspondendo ao segmento das CDRs 2 e 3 (discussão na 

seção 4.5.1. “Pré-triagem dos clones fluorescentes por PCR de colônia"). Por isso, foi 

necessário inserir uma etapa de triagem adicional dos clones por PCR de colônia, para 

excluir das etapas posteriores aqueles que não continham o inserto correto.  

Passaram pela etapa de triagem por PCR de colônia todos os clones que foram 

previamente selecionados pela análise da expressão por fluorescência da SGFP2, feita 

diretamente nas placas de Petri utilizando o equipamento iBright FL1500 (Invitrogen- 

Thermo Fisher Scientific). 

Para as reações de PCR foram utilizadas colônias isoladas cujas células foram 

transferidas com palito estéril para o tubo de reação, as quais foram também inoculadas 

em nova placa de LB-ágar-canamicina-IPTG, com a respectiva identificação numérica, 

para identificação posterior de cada clone propagado. As reações foram realizadas com 

a mastermix do Kit NAT (IBMP) e os primers CDR3F e GFP-R (10 μM) que resultaram 

na amplificação de um fragmento de DNA contendo parte da região do Sb68 e a SGFP2 

somente dos clones positivos.  

As reações foram feitas em termociclador ProFlex™ (Thermo Fischer Scientific). 

O programa para as amplificações consistiu em um ciclo de desnaturação inicial a 
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94°C/3 minutos; seguido de 30 ciclos (94 °C/15 s, 61 °C/20 s, 72 °C/1 min); e um ciclo 

de extensão final a 72°C/7 minutos. O produto da reação foi analisado em gel de 

agarose 1%, visualizado pela adição do corante GelRed® (Sigma-Aldrich). Os clones 

que continham o inserto completo foram selecionados para os testes de interação com 

o domínio RBD da proteína S de SARS-CoV2. 

 

3.6 ENSAIOS DE ELISA PARA AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO DAS VARIANTES DE 
Sb68 COM O RBD DA PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2 

 

3.6.1 Preparação de extratos proteicos por choque osmótico 

 

Primeiramente, culturas de 2 mL de meio LB contendo canamicina (50 μg/mL), 

de cada clone, foram incubadas a 37°C por 16 horas com agitação de 200 rpm. Em 

seguida, 100 μL de cada pré-cultura foram adicionados em 5 mL de meio LB fresco 

suplementado com canamicina (50 μg/mL) e as culturas foram incubadas a 37°C com 

agitação de 200 rpm até atingir densidade ótica a 600 nm (DO600) entre 0,6 e 0,8. Em 

seguida, as culturas foram aclimatadas a 18 ºC por 30 min e induzidas com 100 μM de 

IPTG, permanecendo a 18 °C com agitação de 200 rpm por cerca de 16 horas. 

Para obtenção dos extratos, 3 mL das culturas induzidas foram centrifugados 

(4.000 x g, 5 min, 4 °C), as células ressuspendidas em 1 mL de tampão PBS (137 mM 

NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 anidro, 2 mM KH2PO4) e novamente centrifugadas, 

tendo o sobrenadante sido completamente removido. Após esta lavagem das células 

com PBS, as proteínas do periplasma foram extraídas através de choque osmótico. 

Para isso as culturas foram ressuspendidas em 300 μL de tampão hipertônico (20% 

sacarose, 30 mM Tris-HCl pH 8,0, 1,0 mM EDTA), incubadas em gelo por 10 min sob 

leve agitação, centrifugadas (20.000 x g, 10 min, 4 °C) e este sobrenadante foi 

descartado.  

As células foram então resssuspendidas em 300 μL de H2O ultrapura (18.2 MΩ-

cm), incubadas em gelo por 10 min sob leve agitação, centrifugadas (20.000 x g, 10 

min, 4 °C) e o sobrenadante coletado e armazenado em gelo para as análises e ensaios 
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posteriores. Os extratos foram quantificados utilizando o espectrofotômetro 

NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific) através da medida de absorbância a 280 nm. A 

quantidade de proteínas totais foi normalizada, adicionando-se PBS, com relação ao 

extrato controle obtido do clone pET28a-Sb68-SGFP2 original, para possibilitar a 

comparação da afinidade relativa na interação com o RBD nos ensaios do tipo ELISA.   

 

3.6.2 Ensaio de imunoabsorção enzimática - ELISA indireto 

 

3.6.2.1 Padronização dos ensaios 

 

Nessa etapa buscou-se identificar as melhores condições para a 

realização do teste. A concentração da proteína RBD2 foi determinada por 

curva de BSA (albumina de soro bovino – Sigma Aldrich) e gel SDS-PAGE. O 

domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-2 utilizado neste trabalho foi expresso em 

células HEK293 em nosso laboratório pela aluna de mestrado Vanessa Zulkievicz 

Rogério e purificado por métodos cromatográficos pela pós-doutoranda Dayane Sereno 

Baeta Rodrigues. A proteína purificada foi gentilmente cedida para a utilização em 

nossos ensaios de ELISA.  

Inicialmente a solução de BSA (20 mg/mL) foi preparada e quantificada pelo 

espectrofotômetro NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific) utilizando o método A280 

próprio para detecção de BSA. Solução de BSA (1mg/mL) foi preparada e procedeu 

diluições em PBS, para a obtenção das seguintes concentrações (115 μg/mL, 47 

μg/mL; 25 μg/mL). Diluições seriadas em PBS da proteína RBD2 também foram 

preparadas (100 μg/mL, 50 μg/mL; 25 μg/mL, e 10 μg/mL).  

Alíquotas dessas proteínas de quantidades conhecidas foram adicionadas ao 

tampão de amostra (glicerol 10%, β-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HCl pH 6,8 

0,0625 M) na proporção de 4:1. Seguidamente foram fervidas por cinco minutos a 95 

°C, centrifugadas rapidamente e aplicadas em gel SDS-PAGE 10% e submetido a 

uma corrida de 145 V. Após a corrida, o gel foi corado com azul de Coomassie (40% 

metanol, 20% de ácido acético, 0,5% Coomassie Brilliant Blue R-250). Os padrões das 

bandas foram comparados. 
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Para a padronização dos ensaios foram realizados diversos testes com 

diferentes concentrações de antígenos e diferentes diluições. As 

concentrações do antígeno RBD2 testadas foram: 5 μg/mL, 4 μg/mL, 2 μg/mL, 

1 μg/mL e 0,5 μg/mL, diluídas em solução PBS. O anticorpo primário (Anti-GFP 

IgG1κ monoclonal – Roche) foi testado nas diluições 1:1000 e 1:2000. Foram testados 

tempos de incubação dos extratos proteicos e anticorpos primário e secundário, sendo 

avaliado os intervalos de 40 minutos e 1 hora. A quantidade de lavagens entre as etapas 

também foi avaliada. 

Os melhores resultados foram utilizando o antígeno RBD2 na concentração 5 

μg/mL, para o anticorpo primário (Anti-GFP) optou-se pela diluição 1:1000 com o 

tempo de incubação entre as etapas igual a 1 hora e com 5 lavagens com PBS-T (PBS 

+ 0,05%Tween 20) seguidas por 3 lavagens com PBS. 

 

3.6.2.2 Ensaio de imunoabsorção enzimática - ELISA indireto 

 

Para os ensaios de imunoabsorção enzimática (ELISA) indireto (Figura 13) 

utilizou-se uma microplaca de 96 poços, preta, de fundo transparente chato (μClear®, 

Chimney Well). As placas foram inicialmente sensibilizadas com 100 μL/poço do 

domínio RBD a 5 μg/mL, totalizando 500 ng/poço. As placas tampadas foram incubadas 

a 4°C por aproximadamente 16 horas, os poços foram esvaziados por aspiração e 

lavados 3 vezes com 190 μL de PBS-T. Como solução de bloqueio utilizou-se 200 μL 

PBS-T + 5% de leite em pó desnatado e incubado por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após isso, a solução de bloqueio foi removida, os poços lavados 3 vezes com 200 μL 

de PBS-T e 3 vezes com PBS. 

 A próxima etapa consistiu na incubação de 100 μL de extrato de cada clone por 

poço, em triplicatas, por 1 hora à temperatura ambiente. Após esse período, os extratos 

foram aspirados e os poços lavados 3 vezes com PBS-T. A seguir, adicionou-se 100 

μL de anticorpo primário (Anti-GFP IgG1κ monoclonal – Roche) previamente diluído 

1:1000 em PBS-T, incubou-se por 1 hora à temperatura ambiente e removeu-se por 

aspiração. Após quatro lavagens com 200 μL de PBS-T, incubou-se com 100 μL de 

anticorpo secundário (Anti-Mouse Goat IRDye800 - Licor) diluído 1:20.000 em PBS-T 
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por 1 hora à temperatura ambiente antes da remoção por aspiração. Após 5 lavagens 

com 200 μL de PBS-T e 3 lavagens com PBS, a coloração/revelação foi feita com 100 

μL da solução cromógena de Tetrametilbenzidina (TMB) em peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 0,01% por 3-8 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, 100 μL de solução de 

ácido sulfúrico (H2SO4) a 1 M foram adicionados a fim de interromper a reação. A leitura 

da absorbância foi realizada em 450 nm em leitora de microplacas Synergy™ H1 

Multidetecção Híbrida (BioTek).  

 

3.6.2.3 Ensaio de imunoabsorção enzimática - ELISA direto 

 

O objetivo do ensaio de ELISA direto foi verificar a possibilidade de obter dados 

de interação utilizando apenas a fluorescência emitida pela SGFP2 fusionada às 

variantes do Sb68. Esse método seria mais prático pois dispensaria a necessidade de 

incubação com anticorpo contra a SGFP2 e a posterior incubação com anticorpo 

secundário contendo uma peroxidase acoplada para revelação do ensaio.  

Para esse ensaio foram realizadas duas leituras com excitação na faixa de 485-

520 nm e emissão na faixa 509 nm, em leitora de microplacas Synergy™ H1 

Multidetecção Híbrida (BioTek) em momentos diferentes como indicado na Figura 

13. A primeira ocorreu após a aplicação do extrato proteico, denominada leitura 1, a fim 

de determinar a intensidade de fluorescência inicial dos extratos. Já a leitura 2, que é o 

resultado do ELISA direto propriamente, ocorreu posteriormente à remoção do extrato 

e lavagens e imediatamente após a adição do anticorpo primário (anti-GFP).  

A leitura foi realizada após a adição do anticorpo primário na sequência do 

procedimento do ELISA indireto, visto que este anticorpo não interfere na leitura de 

fluorescência da SGFP2. Desta forma pode-se avaliar os resultados de ELISA direto e 

indireto no mesmo experimento.  
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FIGURA 13 - ESQUEMA DE ETAPAS ENVOLVIDAS NOS ENSAIOS ELISA 

 

LEGENDA: Os diferentes componentes do ensaio são representados por símbolos em cores e 
identificados. A etapa de detecção direta da fluorescência da SGFP2 está destacada como “Leitura 
2”. FONTE: A autora (2022). 

 

3.6.3 Tratamento e normalização dos dados 

 

 Para o ensaio de ELISA direto, a fluorescência emitida pelos extratos celulares 

dos clones foi normalizada pelo controle positivo (VHH Sb68 em fusão ao SGFP2) e os 
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valores de média de intensidade de fluorescência são apresentados como fold-change 

em relação ao controle. 

No ELISA indireto, a afinidade foi medida pelo valor de absorbância também 

normalizado pelo valor do VHH Sb68. As barras de erro foram obtidas pelo cálculo do 

desvio padrão das razões entre cada amostra e controle. 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA DOS CLONES DAS 
VARIANTES DO VHH Sb68 

 

3.7.1 Extração de DNA plasmidial  

 

Nesta etapa foi extraído o DNA plasmideal dos clones para determinação da 

sequência nucleotídica visando identificação das substituições de aminoácidos. O DNA 

foi extraído pela técnica de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) a partir de inóculos 

de 10 mL de meio LB suplementado com canamicina (50 μg/mL), cultivados a 37 °C 

por 16 horas com 200 rpm de agitação. A seguir as células foram coletadas por 

centrifugação (4.000 rpm, 10 min, 4°C.) e ressuspendidas em 300 μL de solução S1 

(glicose 50 mM, Tris-HCl pH 8.0 1 M, EDTA pH 8.0 10 mM) e RNAse A (400 μg/mL). 

Em seguida, adicionou-se 600 μL de solução S2 (NaOH 200 mM e SDS 1%), incubou-

se por 5 min à temperatura ambiente e então adicionou-se 450 μL de solução S3 

(acetato de potássio 5 M, ácido acético glacial), com agitação manual branda após cada 

adição.  

O lisado foi centrifugado por 10 min a 20.000 x g, à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi transferido para novo tubo ao qual foram adicionados 300 μL de etanol 

absoluto. O DNA foi purificado desta suspensão através de coluna de minipreparação 

de plasmídeos (Qiagen). O DNA extraído foi quantificado utilizando o espectrofotômetro 

NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific) e analisado em gel comparando-se com o 

marcador de massa molecular Precision Mass Ruler (BioRad). 
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3.7.2 Sequenciamento de DNA  

 

O DNA plasmideal extraído dos clones foi sequenciado pelo método de Sanger 

(SANGER e NICKLEN, 1977) utilizando os serviços de sequenciamento das empresas 

GoGenetic (Tecnoparque PUC-PR, Curitiba – PR, Brasil), ACTGene (Campus do Vale 

- UFRGS, Alvorada – RS, Brasil) e Exxtend (Paulínia – SP, Brasil). Foram realizadas 

duas reações de sequenciamento para cada clone, uma utilizando o primer T7 promoter 

e outra o primer GFPseq-R (Tabela 2). 

 

TABELA 2 - PRIMERS UTILIZADOS NAS REAÇÕES DE SEQUENCIAMENTO 

Primer Sequência 
T7 promoter 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

GFPseq-R 5’ AGTTTACCCGTGGTGCAGATG 3’ 

 

FONTE: A autora (2022). 

 

3.8 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS DAS VARIANTES 

 

As sequências obtidas foram analisadas por alinhamento múltiplo utilizando-se 

as ferramentas Clustal X version 2.0 (http://www.clustal.org/clustal2/) (LARKIN et al. 

2007) para gerar o alinhamento e os programas Jalview version 2.11 (CLAMP et al., 

2004) e WebLogo (http://weblogo.threeplusone.com/) (CROOKS et al., 2004) para 

edição e visualização. Nessa etapa, foram observados quais nucleotídeos e, 

consequentemente, quais aminoácidos foram substituídos quando comparados à 

sequência original. Também foi calculada a frequência de cada substituição observada 

e avaliada sua correlação com a taxa de substituições inicialmente planejada. 
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3.9 ANÁLISE ESTRUTURAL DAS REGIÕES DA INTERAÇÃO ENTRE AS 
VARIANTES DO VHH Sb68 COM O RBD DA PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2 

 

A partir do modelo cristalográfico previamente disponibilizado no banco de dados 

PDB (Protein Data Bank), acesso 7KLW (Ahmad et al. 2021), do VHH Sb68 em 

complexo com o RBD da proteína S de SARS-CoV-2, foi analisada a região de interface 

entre as proteínas, com auxílio dos programas Pymol (The PyMOL Molecular Graphics 

System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.) e PDBePISA (KRISSINEL e HENRICK, 2007). 

A partir desta caracterização, foram realizadas análises a fim de se observar como as 

substituições de aminoácidos nas variantes do Sb68 poderiam afetar, positiva ou 

negativamente, a ligação das variantes ao RBD. Foram levadas em consideração as 

características físico-químicas dos resíduos de aminoácidos originais e dos substitutos, 

como volume da cadeia lateral, polaridade ou hidrofobicidade e carga.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DAS SEQUÊNCIAS DE VHHs QUE RECONHECEM O RBD DE 
SARS-CoV-2 E ANÁLISES ESTRUTURAIS 

 

Inicialmente foi realizado um levantamento dos fragmentos de anticorpos do 

tipo VHH anti SARS-CoV-2 descritos na literatura no período de maio a outubro de 

2020, para definição dos alvos a serem abordados na parte experimental do trabalho 

e encaminhamento da aquisição dos materiais.  

Destes, 23 foram selecionados com base nas informações disponíveis e 

propriedades de interação com o antígeno (Tabela 3). Em particular, o VHH-72 foi 

caracterizado tanto em relação à sua interação com SARS-CoV-1 quanto com SARS-

CoV-2. Os demais anticorpos foram testados apenas contra SARS-CoV-2. Os 

trabalhos descrevendo caracterizações estruturais e funcionais dos VHHs 

relacionados a este projeto, publicados após outubro de 2020, incluindo a 

determinação da estrutura do VHH Sb68, foram posteriormente incorporados em 

nossas análises. 

A Tabela 3 contém informações resumidas sobre os 23 VHHs selecionados. 

Informamos se o método de isolamento dos anticorpos foi por meio de bibliotecas 

sintéticas ou por imunização de camelídeos (natural). Os valores das constantes de 

dissociação (KD) determinadas para cada anticorpo VHH com o antígeno RBD são 

também informados, assim como os respectivos códigos das estruturas 

tridimensionais depositadas no Protein Data Bank. 
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TABELA 3 - RESUMO DOS DADOS SOBRE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS DO TIPO VHH 
PARA SARS-CoV-2 DESCRITOS NA LITERATURA 

Identificação Origem KD VHH-RBD 
Estrutura 

tridimensional 
(código PDB) 

Referência 

VHH-72 Natural 38,6 nm Não disponível Wrapp et al., 
2020 (a) 

NIH-CoVnb-103 Natural 9,43 nM Não disponível 

Esparza et al., 
2020 

NIH-CoVnb-108 Natural 28 nM Não disponível 

NIH-CoVnb-109 Natural 58 nM Não disponível 

NIH-CoVnb-112 Natural 4,94 nM Não disponível 

NIH-CoVnb-113 Natural 8,19 nM Não disponível 

Ty1 Natural 9 nM 6ZXN Hanke et al., 
2020 

H11-D4 Sintético 10 nM 6YZ5 
Huo et al., 2020. 

H11-H4 Sintético 5 nM 6ZBP 

W25UACh Natural 0,295 nM Não disponível Valenzuela Nieto 
et al., 2021. 

Sb23 Sintético 10,6 nM 7A29 Custódio et al., 
2020. 

Sb#14 Sintético 30,75 nM Não disponível 

Walter et al., 
2020. 

Sb#15 Sintético 24,22 nM Não disponível 

Sb#16 Sintético 61,22 nM 7KGK 

Sb#42 Sintético 178,21 nM Não disponível 

Sb#45 Sintético 84,82 nM 7KGJ 

Sb#68 Sintético 118,12 nM 7KLW 

SR4 Sintético 14,5 nM 7C8V 

Li et al., 2021. 

MR17 Sintético 83,7 nM 7C8W 

MR3 Sintético 1,0 nM Não disponível 

MR4 Sintético 20,3 nM Não disponível 

LR1 Sintético 47,5 nM Não disponível 

LR5 Sintético 22,8 nM Não disponível 
 
FONTE: A autora (2022). 

 

A etapa seguinte consistiu no alinhamento múltiplo de sequências, o qual tem 

como objetivo revelar padrões e características que podem ser compartilhados por 
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muitas sequências ou identificar modificações que podem explicar a variabilidade 

entre elas (KEMENA e NOTREDAME, 2009). Esta análise permitiu verificar as 

características semelhantes e divergentes entre as sequências de aminoácidos do 

grupo de VHHs de interesse. 

O alinhamento das sequências dos VHHs selecionados e relacionados na 

Tabela 3, gerado utilizando-se o programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2014) e 

editado e analisado pelo Jalview (Versão 2.11) (CLAMP et al., 2004), é mostrado na 

Figura 14. Os VHHs analisados possuem tamanho entre 114 e 130 resíduos e as 

regiões determinantes de complementariedade (CDRs) possuem aproximadamente 9 

resíduos de aminoácidos na CDR1 e 10 resíduos na CDR2. É interessante notar a 

variação do tamanho da CDR3 entre os VHHs analisados, que podem ser separados 

em três grupos. Um primeiro grupo apresentando a CDR3 mais curta, de 6 resíduos, 

um segundo grupo com CDR3 de tamanho intermediário de 11 resíduos e um terceiro 

grupo, que apresenta uma CDR3 com comprimento de 16 a 21 resíduos. 
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FIGURA 14 - ALINHAMENTO MÚLTIPLO DE SEQUÊNCIAS DE VHHS ANTI SARS-CoV-2 

 

LEGENDA: As regiões correspondentes às frameworks (FR) e regiões determinantes de 
complementariedade (CDR) estão indicadas no topo do alinhamento. Os resíduos estão coloridos de 
acordo com suas propriedades químicas e em branco são indicados os resíduos não conservados. Os 
resíduos que participam da interação com o domínio RBD da proteína S, com base nas estruturas 
tridimensionais disponíveis dos complexos estão contornados em vermelho. As sequências estão 
agrupadas pelo comprimento, de modo que, aquelas com maior quantidade de gaps estão mais 
distantes daquelas com nenhum gap. Figura gerada pelo programa Jalview 2.11. FONTE: A autora 
(2022). 

 

As regiões destacadas por caixas vermelhas indicam os resíduos que 

participam da interação com o domínio RBD da proteína S, identificados a partir da 

determinação das estruturas tridimensionais dos complexos. Observa-se, como 

esperado, que a maior parte das regiões de interação estão restritas às CDRs, porém 
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em alguns VHHs, resíduos pertencentes aos frameworks também participam da 

superfície de interação. 

Uma representação do alinhamento múltiplo de sequências dos VHHs foi 

gerada pelo programa WebLogo 3.7.4 (http://weblogo.threeplusone.com/) (CROOKS 

et al., 2004). Tal representação evidencia a conservação ou variabilidade dos 

aminoácidos em cada posição ao longo da sequência. É possível observar as três 

regiões hiper variáveis, correspondentes as regiões de determinantes de 

complementariedade CDR1, CDR2 e CDR3, intercaladas pelas regiões mais 

conservadas frameworks FR1, FR2, FR3 e FR4 (Figura 15). Como já descrito para os 

anticorpos do tipo VHH, a CDR3 é a maior e menos conservada, enquanto as regiões 

correspondentes aos frameworks são mais conservadas e apresentaram maiores 

valores de bits. Este resultado corrobora alinhamentos anteriores de sequências de 

VHHs realizados por Vattekatte et al. (2020) e Mitchell e Colwell (2018). 

 
FIGURA 15 - REPRESENTAÇÃO DO ALINHAMENTO MÚLTIPLO DE SEQUÊNCIAS DOS VHHS EM 
FORMATO LOGO 

 
LEGENDA: A frequência de cada aminoácido é representada por sua letra e seu tamanho varia 
conforme sua conservação no alinhamento. Aminoácidos mais conservados possuem maiores bits e 
aqueles menos conservados possuem menores bits. Figura gerada pelo programa WebLogo 3.7.4. 
FONTE: A autora (2022). 
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Nove estruturas tridimensionais do domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-

2 em complexo com anticorpos do tipo VHH (SR4, Ty1, MR17, H11-D4 e H11-H4, 

Sb23, Sb#16, Sb#45, Sb#68) estão disponíveis no Protein Data Bank. As análises das 

estruturas utilizando o programa PyMol 2.4.0 (The PyMOL Molecular Graphics 

System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.) e o PDBePISA (KRISSINEL e HENRICK, 

2007), visaram a investigação detalhada da interface de interação antígeno-anticorpo. 

A figura 16 mostra uma análise global das interfaces RBD-VHH revelando que, 

com exceção do Sb#68, a região de interação dos demais anticorpos envolve o motivo 

de ligação ao receptor (RBM, mostrado em vermelho na figura 16) e, portanto, 

sobrepõe-se em maior ou menor grau à região de interação do RBD com a ACE2. 

 
FIGURA 16 - REPRESENTAÇÃO DAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DOS COMPLEXOS DO 
DOMÍNIO RBD DA PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2 E ANTICORPOS TIPO VHH 

 
LEGENDA: O domínio RBD da proteína S está representada em verde, com o motivo de ligação ao 
receptor (RBM) destacado em vermelho. As estruturas dos VHHs são mostradas em ciano com a região 
de interação com o RBD destacada em azul escuro. FONTE: A autora (2022). 
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A tabela 4 contém resultados das análises, realizadas através da ferramenta 

PDBePISA, das superfícies de interação dos complexos VHH-RBD. O complexo RBD-

SR31 possui a maior área de interface também é o que possui a maior quantidade de 

pontes de hidrogênio. Apresentar uma grande área de interface não indica 

necessariamente maior afinidade, por exemplo, o VHH Sb#16 possui o segundo maior 

valor de áreas de interface (993,3 Å2) porém apresenta um baixo valor de afinidade 

ao RBD (KD = 61,3 nM).  

Em contrapartida, o complexo RBD-H11-H4 utiliza uma menor superfície de 

interação e apresenta maior afinidade (KD = 5 nM). Nota-se que os complexos do 

domínio RBD com os anticorpos H11-D4 e H14 envolvem quatro pontes salinas 

(interação eletrostática entre cadeias laterais carregadas) o que pode conferir maior 

estabilidade aos complexos. 

 
TABELA 4 - CARACTERÍSTICAS DA SUPERFÍCIE DE INTERAÇÃO DOS COMPLEXOS VHH-RBD 

Identificação 
VHH 

Área de 
Interface (Å2) 

NHB NSB KD Referências 

Ty1 796,2 3 - 9 nM Hanke et al., 
2020 

H11-D4 599,0 11 4 10 nM 
Huo et al., 2020 

H11-H4 636,8 5 4 5 nM 

Sb23 609,3 5 - 10,6 nM Custódio et al., 
2020 

Sb#16 993,3 10 1 61,22 nM 
Walter et al., 

2020 
Sb#45 975,7 15 4 84,82 nM 

Sb#68 639,5 9 4 118,12 nM 

SR4 727,4 6 - 14,5 nM 
Li et al., 2021 

MR17 895,2 14 1 83,7 nM 

 
LEGENDA: A área de interface é um valor obtido pela diferença entre a área total da superfície 
acessível das moléculas individualmente e a área acessível do complexo, dividido por dois. O número 
de pontes de hidrogênio (NHB) e pontes salinas (NSB) envolvidas na interação, bem como as constantes 
de dissociação (KD) são indicadas. FONTE: A autora (2022). 
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4.2 ESCOLHA DO VHH PARA EXPRESSÃO E EVOLUÇÃO MOLECULAR 

 

Nesta etapa do trabalho, foram definidos os anticorpos para produção 

recombinante e geração de mutantes. Como critério para a escolha foram avaliados 

os dados disponíveis na literatura, regiões de interação entre SARS-CoV-2 e VHH, 

valores da constante de dissociação (KD) e presença ou não de proteção de 

propriedade intelectual através de patentes. Como resultado, os candidatos 

escolhidos foram os Sb#15 e Sb#68 os quais não se ligam na mesma região do RBD, 

permitindo a utilização de um deles para captura do antígeno e do outro para 

revelação, em possíveis ensaios de detecção de antígeno. 

Embora a detecção do vírus por um ensaio empregando o mesmo anticorpo 

para captura e revelação seja possível devido à presença de múltiplas cópias da 

proteína S na superfície viral, a utilização de anticorpos com diferente região de 

reconhecimento do antígeno pode apresentar vantagens em relação à sensibilidade 

do ensaio. A interação dos anticorpos em regiões distintas do RBD pode proporcionar 

um ensaio mais robusto, capaz de detectar o antígeno a partir de amostras, por 

exemplo, em que o trímero da proteína S não esteja íntegro. 

O Sb#15 reconhece o vírus pela sua ligação ao topo da região RBD, se 

sobrepondo fortemente ao local de ligação do ACE2, e possui uma constante de 

dissociação entre antígeno-anticorpo relativamente baixa (KD = 24,22 nM) (WALTER 

et al., 2022). O Sb#68, por sua vez, se liga ao vírus pela região lateral do RBD sendo 

essa uma região mais conservada e muito distinta da região de reconhecimento da 

ACE2 (Figura 17), porém esse VHH apresenta uma afinidade de ligação ao RBD bem 

mais baixa (KD = 118,2 nM). Walter e colaboradores (2022) já demonstraram que 

esses dois VHHs podem se ligar simultaneamente ao RBD e apresentam uma ligação 

cooperativa à proteína spike (WALTER et al., 2022). 

O fato de que ambos os VHHs não estão sob proteção de propriedade 

intelectual também foi crucial para a escolha. Desse modo, possíveis produtos 

gerados em decorrência desse trabalho poderão ser disponibilizados para uso futuro 

sem infringir o direito de patente. 



66 
 
 

 
 

Ensaios de captura de antígeno exigem uma grande afinidade e especificidade 

do anticorpo no reconhecimento da proteína alvo. O fato do complexo Sb#68-RBD 

possuir um valor de KD relativamente alto, indicando baixa afinidade, deixa margem 

para o aumento desta afinidade através da otimização da sua superfície de interação. 

Neste trabalho, o anticorpo sintético de domínio único inicialmente designado por 

Walter e colaboradores (2022) como sybody Sb#68 será referido como VHH Sb68. 

Utilizou-se Sb#68 quando se fez referência direta ao artigo original. 

Por uma questão de limitação de tempo, a produção do Sb#15 e análise de sua 

aplicação em testes de detecção de antígeno é atualmente objeto de estudo de uma 

outra estudante do nosso grupo de pesquisa. 
 

FIGURA 17 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS REGIÕES DE INTERAÇÃO E DAS 
ESTRUTURAS DOS VHHS Sb#68 E Sb#15 EM COMPLEXO COM O RBD DA PROTEÍNA S DE SARS-
CoV-2 

 

LEGENDA: A região destacada como epítopo críptico se refere a região de ligação do Sb#68, e a região 
ACE2 é onde ocorre a interação do RBD com o receptor celular. Sb#68 é representado pela cor laranja 
e o Sb#15 pela cor amarela. FONTE: Extraída de WALTER et al., 2022. 

 

4.3 PLANEJAMENTO DAS MUTAÇÕES A SEREM INTRODUZIDAS NO VHH SB68 
VISANDO AUMENTO DE AFINIDADE À PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2 
 

A estratégia para gerar variantes do Sb#68 com maior afinidade ao RBD da 

proteína S de SARS-CoV-2 consistiu num processo de maturação in vitro. Para isto, 

conforme descrito acima, primeiramente foi feita a análise do alinhamento múltiplo de 

sequências, que auxiliou nas escolhas dos aminoácidos cuja substituição pudesse 
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aumentar a afinidade do VHH Sb#68. Os VHHs LR1 e LR5 serviram como base, pois, 

apesar de apresentarem sequências muito parecidas ao candidato (Figura 18), 

possuem maior afinidade ao RBD, sendo as constantes de dissociação: VHH LR1 

KD=47,5 nM e VHH LR5 KD=22,8 nM. Também possuem comprimento igual, de 124 

aminoácidos e mesmo tamanho da CDR3, com 16 aminoácidos. 

 

FIGURA 18- ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DE Sb#68, LR1 E LR5 

 

LEGENDA: As setas indicam as posições para as quais foram planejadas substituições dos 
aminoácidos de Sb#68, destacados por caixas pretas. FONTE: A autora (2022). 

 

Considerando que a CDR1 é igual para os VHHs LR1, LR5 e Sb68, nenhuma 

modificação foi planejada para esta região. Os aminoácidos a serem substituídos com 

as respectivas substituições estão listados na Tabela 6, na coluna denominada 

substituições desejadas. Na região CDR2, os aminoácidos a serem substituídos são: 

valina na posição 54 (V54) por serina (S) ou treonina (T); histidina na posição 57 (H57) 

por arginina (R) em maior proporção, manter a própria histidina (H) ou substituir pelo 

aminoácido serina (S).  

Na região CDR3, as substituições inicialmente planejadas foram: alanina da 

posição 100 (A100) por treonina (T) em maior proporção, ácido glutâmico (E) ou 

manter a alanina (A); alanina da posição 104 (A104) por histidina (H) ou tirosina (Y); 

histidina da posição 108 (H108) por glicina (G), manter histidina (H) ou substituir por 

tirosina (Y); ácido aspártico da posição 110 (D110) por triptofano (W), tirosina (Y) ou 

serina (S). Destaca-se que o planejamento das substituições levou em conta não 

somente o resíduo correspondente nos VHHs LR1 e LR5, mas também o 
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aparecimento recorrente de determinado resíduo naquela posição nos demais VHHs 

analisados (conforme alinhamento múltiplo mostrado na Figura 14). 

 

4.3.1 Desenho dos primers 

 

Para substituição direcionada, são desenhados primers contendo proporção 

específica de nucleotídeos em cada posição dos códons. Entretanto, o desenho dos 

primers degenerados exige um compromisso entre as substituições de aminoácidos 

desejadas e a escolha de uma frequência de nucleotídeos que evite o aparecimento 

de códons de terminação ou de resíduos indesejados naquela posição. 

As sequencias degeneradas de nucleotídeos inicialmente planejadas visando 

as substituições nas posições desejadas nas CDRs 2 e 3 do Sb68 são mostradas na 

Tabela 5.  

 
TABELA 5 - PLANEJAMENTO DA PROPORÇÃO DE NUCLEOTÍDEOS PARA SUBSTITUIÇÃO DE 
AMINOÁCIDOS 

CDR2 
54-VNGH-57 

CDR3 
100-AWGYAWPLHQD-110 

Sequência original: 
GTT AAT GGT CAT 

Sequência original: 
GCC TGG GGC TAT GCC TGG CCT CTG CAT 

CAG GAT 

Sequência modificada: 
A(00356500)T AAT GGT 

(15850000)(35006500)(10750015) 

Sequência modificada: 
(35006500)(20800000)(50005000) TGG GGC TAT 

(00600040)AT TGG CCT CTG 
(00604000)(55004500)(40000060) CAG TGG 

 
LEGENDA: Os aminoácidos selecionados para substituição estão destacados em negrito e 
sombreados no alto da tabela. Nas sequências modificadas, os valores mostrados entre parênteses 
representam a frequência relativa, em porcentagem, dos nucleotídeos A, C, G e T, respectivamente, 
nas posições modificadas. Por exemplo, os valores “35006500” indicam que nesta posição é desejado 
que haja uma adenina (A) em 35% dos casos, citosina (C) em 0%, guanina (G) em 65% e timina (T) 
em 0% dos casos. FONTE: A Autora (2022). 
 

A tabela 6 resume as substituições de aminoácidos desejadas e as possíveis, 

com base nas proporções de nucleotídeos dos códons modificados. 
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TABELA 6 - PLANEJAMENTO INICIAL DE SUBSTITUIÇÕES DE RESÍDUOS DAS CDRS 2 E 3 DO 
VHH Sb68 

CDR2 CDR3 

54-VNGH-57 100-AWGYAWPLHQD-110 

Aminoácido 

original 

Aminoácidos 

desejados 

Aminoácidos 

possíveis 

Aminoácido 

original 

Aminoácidos 

desejados 

 

Aminoácidos 

possíveis 

V54 S ou T S, T A100 T(+), E, A A(+) T, E, K 

H57 R(+), H, S R(+), H, S, N, Q, K A104 H(+), Y H(+), Y 

   H108 G, H, Y R(+), H, G, Q, D, E 

   D110 W, Y, A W 

LEGENDA: Os aminoácidos selecionados para substituição estão destacados em negrito e 
sombreados no alto da tabela. As colunas indicam os resíduos originais, as substituições inicialmente 
desejadas e as mutações possíveis com base no plano de modificação dos códons. O símbolo (+) 
indica o resíduo de maior frequência naquela posição. Em alguns casos além das modificações, 
também se optou por manter o aminoácido original. FONTE: A Autora (2022). 

 

A partir do planejamento acima, realizou-se o desenho dos primers 

degenerados CDR2-F (forward) e CDR3-R (reverse), para amplificação do produto de 

PCR contendo as substituições de nucleotídeos, que é inserido entre os sítios das 

enzimas XmaJI e KpnI do vetor pET28a-Sb68-GOF para posterior expressão das 

variantes de Sb68. 

No momento de fazer a sequência reversa complementar para síntese do 

oligonucleotídeo CDR3-R, foi cometido um erro. Foi feita apenas a sequência reversa 

complementar dos nucleotídeos fixos, ficando os nucleotídeos com proporções 

modificadas na orientação senso (Tabela 7).  

 
TABELA 7 - SEQUÊNCIA DO OLIGONUCLEOTÍDEO CDR3-R ADQUIRIDO ERRONEAMENTE E DO 
OLIGONUCLEOTÍDEO DESEJADO 

CDR3-R 
adquirido 

5’ CCTGGGTACCCTGGCCCCAATACCAATAATC CCA CTG (40000060)(55004500) 

(00604000) CAG AGG CCA AT(00600040) ATA GCC CCA (50005000)(20800000) 

(35006500) TGCTGCGGCACAATAATACAGG 3’  

CDR3-R 
desejado 

5’ CCTGGGTACCCTGGCCCCAATACCAATAATC CCA CTG 

(60000040)(00450055)(00406000) CAG AGG CCA AT(40006000) ATA GCC CCA 

(00500050)(00008020)(00650035) TGCTGCGGCACAATAATACAGG 3’ 

 
FONTE: A autora (2022). 
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Consequentemente, as mutações obtidas (Tabela 8) não corresponderam ao 

planejamento inicial para a CDR3 (Tabela 6). Tal erro somente foi detectado nas 

etapas finais do trabalho, após o sequenciamento do DNA das variantes selecionadas.  

 

TABELA 8 - SUBSTITUIÇÕES ESPERADAS DE RESÍDUOS DAS CDRS 2 E 3 DO VHH Sb68 

CDR2 
54-VNGH-57 

CDR3 
100- AWGYAWPLHQD -110 

Aminoácido 

original 

Aminoácidos 

possíveis 

Aminoácido 

original 

Aminoácidos 

possíveis 

V54 S(+), T A100 R(+), C, L, F 

N55 N W101 W 

G56 G G102 G 

H57 R(+), H, S, N, Q, K Y103 Y 

  A104 D(+), N 

  W105 W 

  P106 P 

  L107 L 

  H108 V(+), A, L, P 

  Q109 Q 

  D110 W 
 
LEGENDA: As colunas indicam os resíduos originais, e os possíveis com base na modificação dos 
códons dos primers adquiridos. O símbolo (+) indica o resíduo de maior frequência naquela posição. 
FONTE: A Autora (2022). 

 

A figura 19 mostra as proporções esperadas para os resíduos nas posições das 

CDRs 2 e 3 sujeitas a mutações. Com base nas modificações inseridas, 385 

combinações diferentes de aminoácidos podem ocorrer. 

Apesar das variantes do VHH Sb68 geradas apresentarem mutações distintas 

das inicialmente planejadas devido ao erro no primer CDR3-R, os resultados obtidos 

permitiram a identificação de substituições de aminoácidos com impacto positivo e 

negativo para a interação com a proteína alvo, como apresentaremos a seguir.  

 

 



71 
 
 

 
 

FIGURA 19 - PROPORÇÃO ESPERADA DOS RESÍDUOS NAS POSIÇÕES DAS CDRS 2 E 3 
SUJEITAS A MUTAÇÕES 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2022). 
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4.4 CONSTRUÇÃO DA MINIBIBLIOTECA DE VARIANTES DO VHH Sb68 

 

4.4.1 Amplificação dos fragmentos de DNA por PCR  

 

Os primers definidos acima foram utilizados em reações de PCR com 

amplificação dos segmentos que abrangem as CDRs 2 e 3 ou somente a CDR-3 do 

Sb68 usando o fragmento de DNA que codifica Sb68-SGFP2 como template. Este 

fragmento de DNA foi isolado de gel a partir de digestão do DNA do vetor pET28a-

Sb68-SGFP2 com NdeI e XhoI. Os primers (0,4 μM) CDR2-F foward, CDR3-F foward 

e CDR3-R reverse foram utilizados para reações de PCR com enzimas de alta 

fidelidade PlatinumTM Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fischer Scientific), 

e SuperFiTM II DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific) respectivamente.  

A região amplificada pelos primers CDR2-F e CDR3-R deve gerar um 

fragmento de 266 pares de base e aquela amplificada com CDR3-F e CDR3-R um 

fragmento com 166 pares de base. Os produtos das reações foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1,0%. Os padrões no gel coincidem com os tamanhos 

esperados, mostrando que as reações de PCR foram bem-sucedidas (Figura 20). O 

controle negativo é proveniente da reação de PCR e primers sem a presença do vetor 

pET28a-Sb68-SGFP2. A presença da banda no controle negativo pode ser explicada 

por possível contaminação da amostra durante o manuseio. 
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FIGURA 20 - ANÁLISE POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,0% DOS PRODUTOS DE 
AMPLIFICAÇÃO POR PCR 

 

LEGENDA: Os tamanhos, em pares de bases, correspondentes às bandas, na região de interesse, do 
marcador de massa molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen), estão indicados. As amplificações e 
as respectivas polimerases utilizadas estão identificadas no alto do gel. Os produtos de PCR obtidos 
com os primers CDR2-F e CDR3-R (266 bp) e, CDR3-F e CDR3-R (166 bp) migram com os tamanhos 
esperados. FONTE: A autora (2022). 

 

4.4.2 Clonagem dos produtos de PCR das variantes em vetor de expressão e 

seleção direta dos clones recombinantes 

Antes de iniciar os experimentos de transformação da biblioteca de variantes, 

realizou-se teste para comparar a diferença na fluorescência das colônias de E. coli 

BL21 Star-DE3 cálcio competente geradas pela transformação com os vetores de 

expressão pET28a-Sb68-SGFP2 e pET28-Sb68-GOF. Foram selecionadas 3 colônias 

isoladas de cada vetor para analisar a fluorescência com auxílio do equipamento 

iBright™ FL1500 (Invitrogen™) canal Green Fluorescent Protein (GFP) (Figura 21). 

Como esperado, é possível observar maior intensidade nas colônias que expressam 

Sb68-SGFP2, embora haja fluorescência basal nas colônias transformadas com o 

vetor pET28-Sb68-GOF. 
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A fluorescência basal pode ser explicada pois células contêm moléculas, que 

se tornam fluorescentes quando excitadas pela radiação UV/Vis. Esta auto-

fluorescencia é decorrente de cromóforos endógenos, tais como nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADH) flavina adenina dinucleotídeo (FAD), e aminoácidos com uma 

fração aromática, como triptofano (MONICI, 2005; ISLAM et al., 2013). 

 
FIGURA 21 - COMPARAÇÃO DA INTENSIDADE DE FLUORESCÊNCIA 

 

LEGENDA: Comparação das células transformadas com o vetor pET28a-Sb68-SGFP2 (colônias 
superiores) e com o vetor pET28a-Sb68-GOF (colônias inferiores), que não devem expressar a SGFP2. 
FONTE: A autora (2022). 

 

Os kits de extração de produtos de PCR de gel têm apresentado baixo 

rendimento na recuperação do produto. Para tentar evitar perda do DNA, os produtos 

de PCR foram apenas submetidos à precipitação com etanol ou isopropanol antes da 

digestão com as enzimas de restrição. Os produtos de PCR foram digeridos com as 

enzimas KpnI e XmaJI para CDR-2-3 ou KpnI e XbaI para CDR3, e ligados com o 

vetor pET28a-Sb68-GOF, previamente digerido com as mesmas enzimas  

A reação de ligação foi transformada em células E. coli BL21 Star-DE3 cálcio-

competentes e as células foram plaqueadas em meio LB sólido contendo canamicina 

(50 μg/mL) e IPTG (30 μM) e incubadas a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Esta 

estratégia permitiu identificar os clones recombinantes de forma direta através da 
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fluorescência da SGFP2. Assim, as colônias expressando a proteína de interesse cuja 

clonagem reconstituiu a fase de leitura na fusão SGFP2 apresentaram fluorescência. 

(Figura 22). As análises foram realizadas a partir de imagens adquiridas com o 

equipamento iBright™ FL1500 (ThermoFisher Scientific).  

Foram observadas 79 colônias no controle positivo (transformação com o vetor 

pET28a-Sb68-GFP), aproximadamente 320 colônias provenientes da ligação do 

pET28a-Sb68-GOF com o produto de PCR englobando as CDRs 2 e 3 e 27 colônias 

com o produto de PCR compreendendo apenas a CDR3. Uma vez que a obtenção de 

clones com modificação simultânea das CDR2 e CDR3 foi bem-sucedida tornou-se 

desnecessário o trabalho com a CDR3 em separado. Portanto não foram mais 

realizadas reações com o oligonucleotídeo CDR3-F e CDR3-R para amplificação 

apenas da CDR3. 

 
FIGURA 22 - COLÔNIAS DA LINHAGEM BL21 Star-DE3 APÓS TRANSFORMAÇÃO DA LIGAÇÃO 
DOS PRODUTOS DE PCR COM O VETOR pET28A-Sb68-GOF 

 
 
LEGENDA: Os pontos em verde mais intenso correspondem à fluorescência da SGFP2 presente nas 
colônias transformadas. 1) Placa do controle positivo com células da linhagem BL21 Star-DE3 
transformadas com o vetor pET28a-Sb68-GPF; 2) Transformação de pET28a-Sb68-GOF ligado com o 
produto de PCR CDR2-3; 3) Transformação de pET28a-Sb68-GOF ligado com o produto de PCR CDR-
3. 4) Região da placa 2 em destaque mostrando a diferença entre colônia fluorescente indicada pela 
seta azul e não fluorescente, pela seta vermelha. FONTE: A autora (2022). 
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Para obtenção de um maior número de clones de variantes, foram feitas novas 

reações de PCR utilizando os primers CDR2-F e CDR3-R. Os produtos de PCR 

digeridos com as enzimas KpnI e XmaJI foram ligados ao vetor pET28a-Sb68-GOF 

também previamente digerido com as mesmas enzimas. As reações de ligação foram 

transformadas em células E. coli BL21 Star-DE3 conforme descrito acima e as 

imagens das placas foram capturadas com o equipamento iBright™ FL1500 (Figura 

23). Aproximadamente 160 colônias foram selecionadas pela intensidade de 

fluorescência e transferidas, uma por vez, para uma master plate e devidamente 

rotuladas e armazenadas (Figura 24). 

 
FIGURA 23 - COLÔNIAS DA LINHAGEM BL21 Star-DE3 APÓS TRANSFORMAÇÃO COM A 
LIGAÇÃO DE Sb68-GOF COM O PRODUTO DE PCR CDR2-3 

 
 

LEGENDA: Os pontos com verde mais intenso indicam maior fluorescência. 1) Placa do controle 
negativo com células BL21 Star-DE3 transformadas com o vetor pET28a-Sb68-GOF; 2) Transformação 
de pET28a-Sb68-GOF ligado com o produto de PCR CDR2-3 e amplificado com a Platinum SuperFi II 
DNA Polymerase; 3) Transformação de pET28a-Sb68-GOF proveniente de uma ligação com o produto 
de PCR CDR2-3 amplificado com Platinum® Taq DNA Polymerase; 4) Região da placa 3 em destaque 
mostrando a diferença entre colônia fluorescente indicada pela seta azul e não fluorescente, pela seta 
vermelha. FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 24 - COLÔNIAS DA LINHAGEM BL21 Star-DE3 APÓS SELEÇÃO POR FLUORESCÊNCIA 

 

LEGENDA: Exemplo de colônias da linhagem BL21 Star-DE3 transformadas com o vetor pET28a-
Sb68-GOF após ligação do produto de PCR, transferidas após seleção por fluorescência. FONTE: A 
autora (2022). 

 

4.5 SELEÇÃO DOS CLONES DE VARIANTES DE Sb68 POR ENSAIO DE 
INTERAÇÃO COM O RBD 

 

4.5.1 Pré-triagem dos clones fluorescentes por PCR de colônia 

 

A fim de evitar que clones que apresentaram fluorescência, mas que não 

possuíssem o inserto correto fossem selecionados para os ensaios de ELISA, 

realizou-se uma etapa de triagem por PCR de colônia dos clones fluorescentes 

selecionados na etapa anterior, utilizando-se os primers CDR3-F foward e GFPseq-R 

reverse (Figura 25). Aqueles clones que não apresentaram banda do tamanho 

esperado foram descartados. 
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FIGURA 25 - ANÁLISE POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS PRODUTOS DAS 
REAÇÕES DE PCR DE COLÔNIA 

 

LEGENDA: O tamanho da banda dos clones com inserto completo deve ser similar ao da banda do 
controle positivo (+), de cerca de 1000 pares de bases. Os clones negativos apresentam uma banda 
na região de migração dos primers livres. FONTE: A autora (2022).  

 

Esta triagem foi necessária pois os resultados de alguns sequenciamentos 

iniciais realizados como teste, feitos a partir da extração do DNA plasmideal de clones 

fluorescentes, revelaram a ausência do inserto. Tal resultado não era esperado, pois 

a nossa estratégia buscava garantir que a expressão da SGFP2 só ocorresse com a 

restauração do quadro de leitura promovida pela ligação correta do inserto.  

Entretanto, analisando o resultado destes sequenciamentos iniciais 

observamos que, em alguns clones sem a incorporação do inserto, houve restauração 

do quadro de leitura através da ligação de extremidades produzidas após digestão 

com as enzimas de restrição XmaJI e KpnI, apesar de tais sítios não serem 

complementares (Figura 26 A). Coincidentemente, a religação do plasmídeo desta 

forma reconstitui o quadro de leitura do AUG do peptídeo sinal com o quadro de leitura 

da SGFP2, criando um problema para nossa estratégia de seleção direta dos clones 

recombinantes. Por outro lado, não se obteve clones fluorescentes na ligação 

controle, que consiste na ligação de pET-GOF digerido sem adição do inserto. Ou 

seja, a geração de vetores religados reconstituindo o quadro de leitura, que resultam 

em colônias fluorescentes, porém sem o inserto, somente ocorreu na presença do 

produto da reação de PCR na reação de ligação. 
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A explicação possível para este resultado inesperado envolve a atuação da T4 

DNA ligase e da Taq DNA polimerase, esta última carreada para a reação de ligação 

junto com o produto de PCR (Figura 26 B). Considerando a capacidade da T4 DNA 

ligase de catalisar a formação de ligação fosfodiester entre extremidades 5’-fosfato e 

3’-hidroxila de DNA de fita dupla com extremidades coesivas ou extremidades “cegas” 

e, também ligar DNA de fita simples sem “template” ou mesmo RNA fita simples, uma 

primeira etapa da restauração do vetor envolveria a ligação do tipo fita simples das 

duas extremidades da fita anti-senso, permanecendo a lacuna na sequência senso 

para os oito nucleotídeos gerados pela digestão com XmaJI e KpnI (Figura 26 B, etapa 

1).  

Esta lacuna teria sido preenchida pela Taq DNA polimerase, permanecendo 

ainda as extremidades p5’-OH3’ sem ligação (Figura 26 B, etapa 2). A T4 DNA ligase 

catalisaria então esta última ligação na fita senso (Figura 26 B, etapa 3). Destaca-se 

que não foi realizado tratamento com fosfatase alcalina após a digestão do vetor, uma 

vez que as extremidades coesivas geradas pelas enzimas de restrição utilizadas não 

são complementares e não se esperava, portanto, a religação.  

Além disso, o fenômeno observado aponta que a DNA polimerase manteve-se 

ativa após o processo de precipitação do produto de PCR com 3 volumes de etanol, 

fato também inesperado. Concluímos que neste caso específico de geração de 

minibiblioteca, onde se buscava um método direto de triagem dos clones por detecção 

de fluorescência, o tratamento com fosfatase alcalina é indicado para evitar o 

fenômeno aqui observado.  
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FIGURA 26 - ESQUEMA DA RELIGAÇÃO DO VETOR pET28A-Sb68-GOF SEM A INCLUSÃO DO 
INSERTO CORRETO. 

 

LEGENDA: A) Esquema da região de interesse, no alto, e a sequência obtida para os clones 
fluorescentes que não apresentaram inserto. B) Representação da ligação da fita antisenso pela T4 
DNA ligase, posterior preenchimento da fita senso pela Taq DNA polimerase e ligação final pela T4 
DNA ligase, reconstituindo o quadro de leitura do AUG do peptídeo sinal com o quadro de leitura da 
SGFP2, mesmo na ausência do inserto. Os sítios de restrição de XmaJI e KpnI são destacados em 
vermelho e azul, respectivamente, bem como as extremidades correspondentes. NNNN indica a 
posição do inserto. FONTE: A autora (2022). 

 

Uma segunda triagem foi necessária, anterior ao preparo das amostras para os 

ensaios de afinidade ao antígeno. Notou-se que algumas culturas, após a etapa de 

indução, apresentavam coloração rosada quando sedimentadas por centrifugação. 

Esses precipitados rosados apresentaram pouca ou nenhuma fluorescência e foram 

descartados. Essa coloração pode ser devido à contaminação com outro 

microrganismo. 

Portanto, procurou-se estabelecer uma correlação entre o tempo decorrido 

desde a transferência dos clones para uma nova placa, onde clones tendo três 

semanas ou mais em placa já passavam a apresentar coloração diferente daquela 

observada nos clones mais frescos.  
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4.5.2 Preparação dos extratos por choque osmótico 

 

As colônias selecionadas após as etapas de triagem pela intensidade de 

fluorescência e PCR de colônia foram cultivadas para obtenção de células para 

extração de proteínas do periplasma através de choque osmótico. Nesta etapa, já foi 

possível notar diferença nas intensidades de fluorescência entre os clones (Figura 27), 

com alguns candidatos apresentando intensidade superior ao controle positivo VHH 

Sb68. Após o choque osmótico, a fluorescência dos clones foi medida e mesmo após 

as sucessivas triagens anteriores, clones que apesentaram pouca fluorescência foram 

descartados (Figura 27).  

 

FIGURA 27- ANÁLISE DOS EXTRATOS PROTEICOS OBTIDOS ATRAVÉS DE CHOQUE 
OSMÓTICO 

 

LEGENDA: A fluorescência dos extratos foi detectada utilizando-se o equipamento iBright 
(ThermoFischer Scientific). Os clones identificados com um asterisco foram descartados. FONTE: A 
autora (2022). 
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4.5.3 Seleção de variantes de Sb68 pela interação com o domínio RBD 

 

A interação individual das variantes do Sb68 com o domínio RBD da proteína 

S de SARS-CoV-2 foi determinada pelo método de ELISA. Foram obtidos dados tanto 

de ELISA indireto, através da incubação com anticorpo primário anti-GFP e 

secundário acoplado a peroxidase, como de ELISA direto, através de medida de 

fluorescência da SGFP2 fusionada ao Sb68.  

Para realizar a comparação dos dados dos diferentes clones entre diferentes 

ensaios, os valores de absorbância (ELISA indireto) ou intensidade de fluorescência 

(ELISA direto) foram normalizados, para cada ensaio individualmente, pelos valores 

apresentados pelo clone VHH Sb68-SGFP2, que corresponde ao VHH Sb68 original. 

Os ensaios seguiram um desenho experimental no qual foram adicionados na placa 

os extratos proteicos de cada clone, bem como o controle positivo VHH Sb68-SGFP2 

e dois controles negativos, VHH Sb68-GOF (fora de fase) e poços sem a adição do 

RBD (Figura 28). Os ensaios foram realizados em triplicata. Na apresentação dos 

resultados passaremos a identificar as variantes com a identificação dos clones 

utilizada desde as etapas de geração da minibiblioteca. 

 
FIGURA 28 - EXEMPLO DO DESENHO EXPERIMENTAL E RESULTADO OBTIDO APÓS ENSAIO 
DE ELISA DIRETO E INDIRETO 

 

ELISA indireto: 
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ELISA direto leitura 1- fluorescência inicial: 

 

ELISA direto leitura 2: 

 
 
LEGENDA: Os valores de absorbância obtidos a partir do ELISA indireto estão apresentados na 
primeira tabela com os resultados positivos destacados em verde. Para a análise do ELISA direto 
realizou-se uma primeira leitura de fluorescência do extrato antes das lavagens, para efeito 
comparativo. Os resultados do ELISA direto propriamente dito são mostrados na tabela referente à 
leitura 2, com os resultados positivos destacados em vermelho. Valores mais altos são representados 
em coloração mais escura. A identificação das variantes bem como dos controles positivo (VHH Sb68-
SGFP2) e negativo (VHH Sb68-GOF - fora de fase para expressão da SGFP) é mostrada no alto das 
tabelas. As colunas A, B e C referem-se a triplicatas do experimento. FONTE: A autora (2022). 

 

Vale lembrar que foram realizadas duas leituras da fluorescência para 

avaliação dos resultados do ELISA direto. A primeira leitura foi realizada após a 

aplicação do extrato proteico e antes das lavagens e a segunda após a remoção do 

excesso de extrato, detectando assim apenas as proteínas que se ligaram ao antígeno 

RBD. A realização da primeira leitura teve a finalidade de se verificar se haveria 

relação entre a fluorescência emitida pelo extrato total (leitura 1) e os resultados do 

ELISA direto obtido com a leitura 2 (amostras com valores maiores e menores 

coincidindo em ambas as leituras). Caso ocorresse esta relação isso poderia indicar 

que um maior valor de fluorescência no ELISA direto não estaria necessariamente 

relacionado a uma maior afinidade relativa. Como esta relação não foi verificada, tem-

se maior confiança de que os resultados do ELISA direto (leitura 2) refletem a 

afinidade relativa das variantes pelo antígeno.    
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Ao todo, 75 clones de variantes do VHH Sb68 foram testados por ELISA indireto 

quanto à afinidade relativa ao domínio RBD da proteína S de SARS-CoV-2, dos quais 

57 tiveram também os valores analisados por ELISA direto. Destes 75 testados no 

ELISA indireto, 17 (22,9%) apresentaram valores iguais ou superiores a 0,9 com 

relação ao valor do VHH Sb68-SGFP2 original (considerado como 1) e 9 (12%) 

apresentaram valores inferiores a 0,5 em relação ao Sb68 original (Figura 29).  
 

FIGURA 29 - RESULTADO DOS ENSAIOS DE INTERAÇÃO ENTRE AS VARIANTES DO VHH Sb68 
E O RBD PELO MÉTODO DE ELISA 

 
LEGENDA: O eixo horizontal mostra os valores de absorbância (ELISA indireto) ou fluorescência 
(ELISA direto) normalizados em relação ao VHH Sb68 original. No eixo vertical estão as identificações 
dos clones gerados através da estratégia de evolução molecular. Barras de erros também estão 
representadas. FONTE: A autora (2022). 
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O clone correspondente à variante com maior valor de afinidade relativa foi 

Sb68-E08.4 apresentando um aumento de 64% no valor em relação ao Sb68 original 

no ensaio de ELISA indireto. 

Deve-se considerar que, devido ao erro na aquisição do primer CDR3-R, os 

resíduos inseridos na região CDR3 foram diferentes do originalmente planejado. 

Apesar disso, algumas variantes apresentaram valores semelhantes ou ganho de 

afinidade em relação ao Sb68. Desse modo, as modificações introduzidas na 

sequência do fragmento de anticorpo foram determinantes para o reconhecimento do 

antígeno pelo anticorpo.  

Os valores obtidos por ELISA direto apresentaram barras de erros superiores 

aos daqueles obtidos por ELISA indireto, o que pode indicar incerteza com relação 

aos dados, de modo que os valores obtidos são pouco confiáveis.  

 

4.6 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS DAS VARIANTES DO VHH Sb68 

 

A partir dos resultados do ELISA indireto, 68 clones foram selecionados para 

extração do DNA plasmideal e sequenciamento. Para o sequenciamento foram 

escolhidos clones que apresentaram bons valores de reprodutibilidade nos ensaios 

de ELISA indireto. Optou-se por incluir no conjunto alguns clones com valores de 

afinidade relativa inferiores a 0,5, uma vez que a intenção também era entender quais 

mutações podem levar a perda da afinidade.  

As análises que seguem foram realizadas a partir de 59 resultados de 

sequenciamento que apresentaram boa qualidade dos picos no cromatograma.  

Inicialmente, avaliamos se as mutações introduzidas na sequência do VHH 

Sb68 pela mutagênese sítio dirigida seguiram as proporções baseadas nas 

sequências degeneradas dos oligonucleotídeos utilizados (Figura 30). É possível 

notar que as modificações se restringem majoritariamente as regiões de anelamento 

dos primers sendo estes os resíduos 173 e 174, 181 a 183, 310 a 312, 322 a 324 e 

334 a 342.  
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As substituições na posição 310 deveriam ser adeninas ou guaninas, porém 

também foram obtidas guaninas e timinas. Para a posição 335, o planejado era a 

substituição da adenina por guanina, mas foi observado citosina e timina. O mesmo 

ocorre na posição 337 onde se planejou a presença de guanina ou tirosina, porém 

manteve-se a presença da citosina original. Para o resíduo guanina 322 o esperado 

era a modificação por citosina e timina, porém o observado é a presença da guanina 

ou adenina.  

As demais modificações ocorreram conforme o planejamento. Na posição 173 

guanina foi substituída por adenina, na posição 174 timina foi substituída por citosina 

e guanina. Na posição 181 manteve-se na grande maioria dos clones a cisteína 

original com a presença em menor proporção da adenina. O resíduo cisteína 323 foi 

modificado por adenina, citosina 324 foi modificado por timina. O resíduo guanina que 

originalmente compunha a posição 340 foi majoritariamente substituído pela timina. 

As posições 341 e 342 eram originalmente preenchidas por adenina e timina e foram 

substituídas por guanina.  

 
FIGURA 30 - REPRESENTAÇÃO NO FORMATO LOGO DO ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DE 
NUCLEOTÍDEOS DAS VARIANTES DE VHH Sb68 NA REGIÃO DAS CDRs 2 e 3 

 
LEGENDA: O tamanho das letras reflete a proporção do nucleotídeo encontrado na posição específica, 
baseado no alinhamento de 59 sequências. Regiões alvos de substituições estão destacadas pelas 
caixas vermelhas. FONTE: A autora (2022). 
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A figura 31 mostra uma representação do alinhamento múltiplo das sequências 

de aminoácidos das variantes do VHH Sb68 nas regiões das CDRs 2 e 3. Na tabela 

9, são mostradas as frequências esperadas dos aminoácidos nas posições sujeitas a 

substituições, com base no desenho dos primers, e as frequências obtidas 

experimentalmente.  

Globalmente, observa-se uma concordância nas proporções, entretanto, deve-

se levar em conta que o número de amostras sequenciadas (59) é pequeno do ponto 

de vista de uma análise estatística. Além disso, a triagem inicial através dos ensaios 

de ELISA pode incluir uma tendência nos conjuntos de mutações específicas 

observadas dentro do conjunto de mutações possíveis. 

 
FIGURA 31 - REPRESENTAÇÃO, NO FORMATO LOGO, DO ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS 
DE AMINOÁCIDOS DAS VARIANTES DE VHH Sb68 

 

LEGENDA: O tamanho das letras reflete a proporção do aminoácido encontrado na posição específica, 
baseado no alinhamento de 59 sequências. Regiões alvos de substituições estão destacadas pelas 
caixas vermelhas. FONTE: A autora (2022). 
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TABELA 9 - COMPARAÇÃO ENTRE A FREQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS PLANEJADA E OBTIDA 
NAS POSIÇÕES DAS CDRS 2 E 3 SUJEITAS A SUBSTITUIÇÕES 

CDR2 
54-VNGH-57 

CDR3 
100- AWGYAWPLHQD -110 

V54 H57 A100 A104 H108 D110 

aa P O Aa P O aa P O aa P O aa P O Aa P O 

S 65% 50% R 56% 57% R 52% 70% D 60% 81% V 33% 40% W 100% 100% 

T 35% 50% H 27% 30% C 28% 24% N 40% 19% A 27% 19%  

      S 9% 11% L 13% 4%       L 22% 13%  

      N 5% 0% F 7% 2%       P 18% 29%  

      Q 3% 2%                   
 

      K 0,5% 0%                   
 

 
LEGENDA: As proporções baseadas no desenho dos oligonucleotídeos (P - planejada) utilizados para 
a introdução das mutações estão destacadas em azul. As frequências obtidas são mostradas na coluna 
O e em alaranjado estão destacadas as frequências foram muito menores do que a ordem esperada 
das probabilidades. FONTE: A autora (2022). 

 

4.6.1 Correlação das mutações com os resultados dos ensaios de ELISA 
 

Inicialmente, foi feita uma análise dos resultados de interação obtidos através 

dos ensaios de ELISA para os clones cujos resultados de sequenciamento mostraram 

a mesma combinação de mutações (Figura 32). Os valores de afinidade relativa em 

comparação com o VHH Sb68 original para os clones que apresentam a mesma 

sequência de aminoácidos são concordantes, o que reforça a confiabilidade dos 

resultados.  

A seguir buscou-se analisar as substituições de aminoácidos que produziram 

ganho ou perda da afinidade da variante ao domínio RBD da proteína S de SARS-

CoV-2. A Figura 33 mostra as variantes apresentando valores de afinidade relativa 

maiores de 90% ou menores de 50% em comparação com o VHH Sb68 original.  

As variantes Sb68-E08.4 e E09.4 apresentaram o maior valor de afinidade 

relativa ao RBD da proteína S de SARS-CoV-2, com um ganho de 64% em relação 

ao Sb68 original. Ambas as variantes apresentam a mesma combinação de 

aminoácidos nas posições sujeitas a substituições.  
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FIGURA 32 - CORRELAÇÃO ENTRE A COMBINAÇÃO DE AMINOÁCIDOS E OS RESULTADOS DE 
INTERAÇÃO POR ENSAIOS DE ELISA 

 

LEGENDA: Resultados dos ensaios de ELISA indireto (azul) e direto (laranja) de variantes cujo 
sequenciamento mostraram repetição da combinação de aminoácidos (agrupados com colchetes). O 
VHH Sb68 original e seus respectivos resíduos está mostrado no topo. As demais variantes estão 
identificadas com seus respectivos resíduos. O colchete em preto destaca o grupo em que os 
resultados de ELISA apresentaram discordância entre variantes com mesma sequência. FONTE: A 
autora (2022).  

 

Em uma análise global é possível observar uma maior proporção de serina na 

posição 57 entre as variantes que apresentaram afinidade relativa inferior a 50% e 

que este resíduo não aparece nesta posição nenhuma vez nas variantes com 

afinidade relativa >90%. Ainda em relação à posição 57, o resíduo de arginina aparece 

com alta frequência no grupo de variantes com afinidade relativa superior a 90%. O 
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ácido aspártico aparece na posição 104 de todas as variantes com afinidade relativa 

inferior a 50%, porém não é exclusivo desse grupo pois também se mostra em grande 

proporção entre as variantes com afinidade relativa superior a 90%. 

 
FIGURA 33 - CORRELAÇÃO ENTRE A COMBINAÇÃO DE SUBSTITUIÇÕES DE AMINOÁCIDOS 
NAS CDRs 2 E 3 E OS RESULTADOS DE INTERAÇÃO POR ENSAIOS DE ELISA 

 

 
LEGENDA: A) Variantes apresentando valores de afinidade relativa menores que 50% em comparação 
com o VHH Sb68 original. B) Resultados obtidos para as variantes apresentado valores superiores a 
90% em relação ao Sb68 original. Os aminoácidos originais e suas posições assim como o resultado 
do ELISA obtido para o VHH Sb68 usado como referência são mostrados na primeira linha. FONTE: A 
autora (2022). 
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4.7 ANÁLISE ESTRUTURAL DA INTERFACE DO COMPLEXO ENTRE VHH Sb68 E 

O DOMÍNIO RBD DA PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2  

 

4.7.1 Potencial impacto das substituições de resíduos na interface de 

interação 

 

A interação entre o VHH Sb68 e RBD-SARS-CoV-2 é mediada pelos resíduos 

que compõem as regiões determinantes de complementariedade CDRs do anticorpo. 

A modificação de alguns destes resíduos conferiram diferentes afinidades ao alvo 

conforme visto nos ensaios de ELISA. Logo, nessa etapa foi verificada como a 

substituição de alguns resíduos poderiam modificar a afinidade do anticorpo ao 

antígeno. As informações detalhadas a respeito da interface de interação entre o VHH 

Sb68 e o RBD da proteína S foram obtidas a partir da estrutura cristalográfica do 

complexo (AHMAD et al., 2021). Os resíduos envolvidos na interação são 

relacionados na Tabela 10.  

 
TABELA 10 - RESÍDUOS ENVOLVIDOS NA INTERAÇÃO DO VHH Sb68 COM O DOMÍNIO RBD DA 
PROTEÍNA S DE SARS-CoV-2. 

VHH Sb68 RBD VHH Sb68 RBD 

V54 N370 Y103 T376 

N55 Y369 Y103 Y369 

N55 N370 Y103 F377 

H57 S371 Y103 F374 

Y59 F374 A104 S375 

A100 P384 A104 T376 

W101 K378 W105 S 375 

W101 C379 H108 R408 

G102 F377 D110 R408 

G102 P384 D111 R408 

  D111 K378 

  D111 R408 

LEGENDA: Os resíduos que participam de ligações de hidrogênio estão destacados em azul, as 
interações por ponte salina estão identificadas em amarelo e os demais resíduos de interface estão em 
branco. Os resíduos relacionados mais de uma vez estão participando de múltiplas interações através 
de suas cadeias laterais e/ou principal. FONTE: A autora (2022). 
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É importante destacar que na época em que as substituições no VHH Sb68 

foram planejadas para a aplicação da estratégia de evolução dirigida e 

subsequentemente os oligonucleotídeos desenhados, a estrutura tridimensional do 

complexo entre VHH Sb68 e o domínio RBD não estava disponível. Desse modo, o 

planejamento das substituições baseou-se no alinhamento de estrutura primária e 

dados de interação disponíveis na literatura. 

Tendo em vista os resultados obtidos nos ensaios de ELISA, buscamos avaliar 

o possível efeito das substituições de aminoácidos encontradas na variante Sb68-

E08.4, que apresentou um ganho de afinidade ao RBD de cerca de 60% em relação 

ao VHH Sb68 original. Na tabela 11, comparamos a sequência de aminoácidos nas 

regiões sujeitas às mutações. Em ambas as CDRs, as substituições resultam em 

significativa alteração das características físico-químicas dos aminoácidos na variante 

Sb68-E08.4. 

 
TABELA 11 - COMPARAÇÃO ENTRE AS SEQUÊNCIAS DAS CDRS 2 E 3 DO VHH Sb68 ORIGINAL 
E VARIANTE Sb68-E08.4 

Identificação CDR2 CDR3 

VHH Sb68 original 54-VNGH-57 100-AWGYAWPLHQD-110 

Variante Sb68-E08.4 54-TNGR-57 100-RWGYNWPLLQW-110 
 
LEGENDA: Em negrito e sombreado estão destacadas as substituições de aminoácidos. FONTE: A 
autora (2022). 

 

A figura 34 ilustra a região da interface entre o VHH Sb68 e o domínio RBD da 

proteína S (painéis da esquerda) e mostra uma análise das substituições encontradas 

na variante Sb68-E08.4 (painéis da direita). A substituição dos resíduos foi realizada 

utilizando-se o programa Pymol 2.4.0, tendo sido selecionados os rotâmeros mais 

favoráveis para as cadeias laterais correspondentes às mutações. Mesmo as 

substituições envolvendo significativa alteração no volume da cadeia lateral não 

provocaram impedimentos estéricos, indicando que a interface de interação pode ser 

mantida.  
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FIGURA 34 - COMPARAÇÃO ESTRUTURAL ENTRE A INTERFACE DO DOMÍNIO RBD DA 
PROTEÍNA S DE SARS-COV-2 COM O VHH Sb68 ORIGINAL E VARIANTE Sb68-E08.4 
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LEGENDA: Detalhes da interface entre o RBD (verde) e o VHH Sb68 original (painéis da esquerda) e 
variante Sb68-E08.4 (painéis da direita). Os resíduos de aminoácidos da sequência original do Sb68 
estão destacadas em ciano e as substituições observadas na variante Sb68-E08.4 estão em amarelo. 
Em (A) são destacadas as substituições V54T e H57R. Em (B) é mostrada a substituição A100R e em 
(C) a substituição A104D. Em (D) são destacadas as substituições H108L e D110W. FONTE: A autora 
(2022). 

 

A valina 54, com cadeia lateral apolar é substituída por uma treonina, de volume 

similar, porém com um grupo hidroxila que lhe confere característica polar (Figura 34 

A). Esta característica poderia promover ganho de afinidade tendo em vista a possível 

participação em ligações de hidrogênio, por exemplo envolvendo o resíduo asparagina 

370 do RBD. 

A substituição H57 por uma arginina modifica a característica da estrutura da 

cadeia lateral passando de um grupo aromático para uma longa cadeia alifática. Além 

disso, o resíduo de arginina, positivamente carregado, pode participar de interações 

do tipo ponte salina.  

De maneira semelhante, a substituição dos resíduos de alanina A100 e A104 

por arginina e asparagina (Figura 34 B e C), respectivamente, alteram cadeias laterais 

pequenas e apolares, para cadeias polares e carregadas, conferindo características 

para participação em interação do tipo ligação de hidrogênio ou eletrostática.  

Finalmente, a substituição da histidina 108 por uma leucina, modifica uma 

cadeia lateral aromática e polar/carregada por uma cadeia lateral alifática e apolar 

(Figura 34 D). A cadeia lateral da leucina conferiria um caráter mais hidrofóbico à 

interface, podendo contribuir positivamente ou negativamente para a interação.  
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A substituição do resíduo D110 por triptofano havia sido planejada para todas 

as variantes e não é, portanto, característica específica da variante Sb68-E08.4. Tal 

substituição de um resíduo alifático ácido pelo resíduo aromático apolar de maior 

cadeia lateral poderia aumentar a superfície de interação entre as moléculas. 

Deve-se considerar, entretanto, que o aumento da afinidade relativa da variante 

Sb68-E08.4 pelo RBD da proteína S é resultado de um efeito global das mutações, 

não sendo possível atribuir este aumento a uma ou outra substituição individual de 

aminoácido. Além disso, deve-se ressaltar que a análise das substituições 

apresentada na figura 34 é uma análise bastante preliminar onde buscou-se apenas 

avaliar as possibilidades e natureza de interações com resíduos da interface, assim 

como eventuais impedimentos estéricos. Não foram aplicadas metodologias de 

dinâmica molecular e minimização de energia previamente a estas análises.  

 

4.7.2 Análise da região de interação entre VHH Sb68 e o domínio RBD da 

proteína S de variantes de SARS-CoV-2 

 

Tendo em vista o contínuo aparecimento de variantes do vírus SARS-CoV-2, 

realizou-se uma análise das mutações encontradas nas chamadas variantes de 

preocupação e seu possível impacto na interação entre o VHH Sb68 e o domínio RBD 

da proteína S. As variantes de preocupação (variants of concern – VOC) previamente 

e atualmente circulantes, conforme classificação da Organização Mundial da Saúde 

são: Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) e Ômicron 

(B.1.1.529).  

As mutações de aminoácidos identificadas no domínio RBD nestas variantes 

(HODCROFT, 2022) estão relacionadas na tabela 12, destacando-se aquelas 

localizadas na interface de interação com o receptor ACE2 (LAN et al., 2020) e as 

mutações na região de ligação do VHH Sb68 (AHMAD et al., 2021). Todas as 

variantes possuem mutação em ao menos um dos dezesseis resíduos do RBD que 

participam da interação com o receptor ACE2.  
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A variante Alpha apresenta uma substituição do resíduo de asparagina N501 

por uma tirosina, na região de interação com o receptor ACE2. As variantes Beta, 

Gamma e Delta possuem substituições adicionais na região de reconhecimento da 

ACE2, mas nenhuma destas apresenta mutações de aminoácidos na região de 

interação com o VHH Sb68. Por outro lado, a variante Ômicron, além de substituições 

de aminoácidos na região de ligação à ACE2 também apresenta duas mutações, 

S371L e S375F, na região de interação com o VHH Sb68 (Tabela 12). 

 

TABELA 12 - MUTAÇÕES DE AMINOÁCIDOS NO DOMÍNIO DE LIGAÇÃO AO RECEPTOR 
(RBD)DA PROTEÍNA S DE SARS-COV-2 OBSERVADAS NAS CHAMADAS VARIANTES DE 
PREOCUPAÇÃO, EM RELAÇÃO À CEPA PARENTAL (WUHAN) 

Variantes Mutação na região RBD 

Alpha Q498Y, N501Y 

Beta K417N, E484K, N501Y 

Gamma K417T, E484K, N501Y 

Delta L452R, T478K, E484Q, N501R 

Ômicron 

G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, 

N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, 

Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H 

 
LEGENDA: Em vermelho estão destacadas as mutações de resíduos presentes na interface de 
interação com o receptor ACE2 e em azul as mutações de resíduos presentes na interface de interação 
com o VHH Sb68. FONTE: A autora (2022). 

 

A figura 35 mostra a localização das mutações no domínio RBD da proteína S 

de SARS-CoV-2 encontradas nas chamadas variantes de preocupação. 

As substituições no RBD da variante Ômicron, dos resíduos S371 e S375, 

polares e de cadeia lateral curta, por leucina e fenilalanina, hidrofóbicos e de cadeia 

lateral mais volumosa, poderia afetar a interface de interação com o VHH Sb68. Uma 

análise mais detalhada da participação destes resíduos na ligação do RBD com o VHH 

Sb68 é mostrada na figura 36.  

Os resíduos S371 e S375 participam de ligações de hidrogênio, 

respectivamente, com os resíduos H57 e W105 do Sb68. As mutações S371L e S375F 

poderiam alterar a natureza destas interações, propiciando interações hidrofóbicas 

entre os novos pares presentes na interface. É interessante notar a introdução de uma 

cadeia lateral aromática na posição S375, que poderia favorecer uma interação do 
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tipo stacking com o W105 e/ou H57 do Sb68. Este tipo de interação é comum em 

interfaces de complexos e pode favorecer a estabilidade.  

 

FIGURA 35 - MAPEAMENTO DAS MUTAÇÕES OBSERVADAS NO DOMÍNIO RBD DA PROTEÍNA 
S DE SARS-CoV-2 NAS CHAMADAS VARIANTES DE PREOCUPAÇÃO. 

 

LEGENDA: O domínio RBD é representado em cinza através de sua superfície molecular. Os resíduos 
que participam da interação com ACE2 estão destacados em bege claro, enquanto aqueles que 
participam da interação com o VHH Sb68 são mostrados em ciano. Os locais de mutação aparecem 
em marrom, exceto aqueles na região de ligação do Sb68 que estão destacados em azul escuro com 
as mutações identificadas. FONTE: A autora (2022). 

 

Dados experimentais obtidos no nosso grupo em colaboração com o 

Laboratório de Macromoléculas e Interfaces do Departamento de Química e o 

Laboratório de Células Inflamatórias e Neoplásicas do Departamento de Biologia 

Celular da UFPR mostraram que o VHH Sb68 é capaz de reconhecer a variante 

Ômicron de SARS-CoV-2 em ensaio de detecção eletroquímico a partir de saliva de 

indivíduos infectados (dados não publicados). Desta forma conclui-se que as 

mutações S371L e S375F presentes no RBD da variante Ômicron não aboliram seu 

reconhecimento pelo Sb68. Tais resultados não fornecem, entretanto, dados 

quantitativos sobre a interação, ou seja, se estas mutações aumentam ou diminuem 

a afinidade do VHH Sb68 em relação à cepa parental de SARS-CoV-2. 
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FIGURA 36 - ANÁLISE ESTRUTURAL DO EFEITO DAS MUTAÇÕES PRESENTES NO DOMÍNIO 
RBD DA PROTEÍNA S DA VARIANTE ÔMICRON DE SARS-CoV-2 NA SUA INTERAÇÃO COM O 
VHH Sb68. 

 
 

LEGENDA: O RBD é representado em verde e o Sb68 em ciano com os resíduos envolvidos na 
interação com as serinas 371 e 375 do RBD representados em magenta. À esquerda estão 
representados os resíduos da cepa parental e à direita as substituições identificadas na variante 
Ômicron. FONTE: A autora (2022). 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 TESTES DE CAPTURA DE ANTÍGENOS COMO FERRAMENTAS NO 
COMBATE DA COVID-19 

 

Como parte dos esforços para o combate da pandemia causada pelo vírus 

SARS-CoV-2, em setembro de 2021 o Ministério da Saúde lançou o PLANO 

NACIONAL DE EXPANSÃO DA TESTAGEM PARA COVID-19 (PNE-Teste) (BRASIL, 

2021), uma estratégia nacional de vigilância epidemiológica e laboratorial para a 

COVID-19. O objetivo geral era a expansão do diagnóstico incluindo o uso do teste 

rápido de detecção de antígeno (TR-AG). Esse plano prevê o uso de testes em larga 

escala em três tipos de estratégias da assistência e vigilância: diagnóstico 

assistencial, busca ativa e triagem populacional (BRASIL, 2021). A medida de 

expansão do programa de testagem surgiu como resposta à circulação da Variante 

de Preocupação (VOC) Delta no país.  

Os kits são fornecidos pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), conforme 

detalhamento: Kit Teste rápido COVID Ag fabricado pelo Instituto de Biologia 

Molecular do Paraná (IBMP), e Kit TR DPP® COVID-19 AG fabricado pelo Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos (Bio-Manguinhos/Fiocruz) e apresentam 

sensibilidade de 91,3% e especificidade de 98% e apesar de ser apresentado como 

de fabricação nacional todos os componentes são importados de países como 

Estados Unidos da América e China (ANVISA, 2022). A fim de atender a alta demanda 

por testagem, outra medida foi implementada em fevereiro de 2022, com a aprovação 

pela ANVISA do registro do primeiro autoteste para COVID-19 no Brasil, sendo este 

também um teste rápido de captura de antígeno (BRASIL, 2022). Os kits são 

fabricados na China, possuem sensibilidade de 89% e especificidade de 97% podendo 

ser adquiridos em farmácias pelo Brasil com o custo a partir de R$ 49,00 por teste. 

Um trabalho publicado em 2022 analisou 94 estudos a respeito da performance de 

detecção de testes rápidos de antígenos (RATS). A sensibilidade e especificidade 

geral dos testes foram de 70% e 98%, respectivamente (KHALID et al., 2022). 
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Ao contrário dos métodos baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR), 

os testes de detecção de antígenos através de anticorpos específicos detectam 

componentes que se localizam na superfície viral (ou seja, glicoproteína S, proteína 

M ou proteína N liberada) ou o vírus diretamente sem etapas de amplificação (YÜCE 

et al., 2021). As amostras são obtidas das vias aéreas superiores e o método é 

designado como “imunocromatógrafico” pelo fato de a interação antígeno-anticorpo 

ser revelada por nanopartículas que conferem uma cor para as interações positivas 

(WEISSLEDER et al., 2020). Mesmo com a efetivação dessas ações para o 

monitoramento epidemiológico, o sistema público de saúde não tem capacidade para 

fornecimento de testes em quantidade adequada para toda a população 

especialmente quando há aumento de casos pelos surtos causados por novas 

variantes do vírus SARS-CoV-2. Um dos gargalos pode ser apontado na dependência 

externa de insumos e demais produtos de saúde, podendo representar até 80% do 

valor total do produto (FERNANDES et al, 2021). No Brasil, a indústria farmacêutica é 

predominantemente formada por empresas multinacionais, focadas na 

comercialização de medicamentos produzidos em outros países (FERNANDES et al, 

2021). 

Considerando que o vírus SARS-CoV-2 continuará em circulação por tempo 

indeterminado, é esperado que novas variantes do SARS-CoV-2 continuem a surgir e 

se espalhar substituindo cepas anteriores (CDC, 2022). Desse modo, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) mantém a recomendação de contínua testagem como uma 

ferramenta essencial para a prevenção e controle da disseminação do vírus (OMS, 

2021). Portanto, a utilização de testes para a detecção de antígenos continua sendo 

um pilar importante no combate ao COVID-19 e a disponibilização de produtos 

nacionais acessíveis é parte necessária para que isso ocorra. Pesquisas que buscam 

alternativas a este problema são fundamentais. 

 

5.2 METODOLOGIA PARA A GERAÇÃO DE VARIANTES 

 
Esse projeto buscou fornecer uma ferramenta que pode ser utilizada em 

eventuais testes de captura de antígeno, com produção nacional. Graças à quantidade 

de informações disponíveis a respeito da sequência de aminoácidos, afinidade, 
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estrutura, resíduos de interação foi possível selecionar um candidato que reconhece 

a região RBD da proteína spike de SARS-CoV-2 e desenhar oligonucleotídeos 

específicos para a modificação da sequência original. A partir disso, variantes de um 

anticorpo tipo VHH isolado contra o domínio RBD da proteína spike de SARS-CoV-2 

foram geradas e otimizadas por evolução molecular, uma delas apresentando 

aumento de afinidade relativa em relação ao VHH original.  

A produção da minibiblioteca em E. coli BL21-star (DE3), seguida pela seleção 

com base no fenótipo fluorescente, demonstram que a construção utilizando o vetor 

pET28a-GOF com a proteína indicadora fora de quadro é uma ferramenta útil na 

seleção de clones positivos em fusão com a proteína verde fluorescente SGFP2. Essa 

metodologia tornou a escolha de clones de interesse menos trabalhosa e mais prática. 

Entretanto, a quantificação da fluorescência direta das variantes do VHH em fusão 

com a SGFP2 não foi suficientemente reprodutível para ser utilizada em ensaios 

quantitativos para determinar a afinidade das variantes do VHH pelo antígeno alvo. 

Também deve-se levar em conta que situações inesperadas na etapa de clonagem 

podem ocorrer e eventualmente causar a reconstituição da fase de leitura do vetor.  

O baixo número de colônias obtido pode ser atribuído à utilização direta da cepa 

E. coli BL21 (DE3) para transformação da ligação da mini-biblioteca de variantes no 

vetor de expressão, pois esta cepa foi otimizada para a expressão de proteína 

recombinantes possui eficiência de transformação menor quando comparada às 

cepas desenvolvidas para clonagem de DNA. Apesar disso, considerando que o 

trabalho foi feito todo de forma manual, a quantidade de variantes geradas foi 

suficiente para análise de um conjunto representativo de clones.  

O método de ELISA indireto foi eficiente para avaliar a eficiência de interação, 

sendo que o nível de interação do VHH original ao domínio RBD da proteína spike de 

SARS-CoV-2 foi utilizado como referência em comparação com o nível de interação 

das demais variantes do VHH Sb68 para identificar os que eventualmente 

apresentavam maior afinidade. Foi possível selecionar dentre as variantes aquelas 

que apresentaram reconhecimento ao RBD superior ao VHH Sb68 original. Dentre 

elas, vale destacar o clone Sb68-E08.4, o qual apresentou maior afinidade relativa. 

Essa técnica tem também a vantagem de utilizar diretamente o extrato celular para 

realizar os testes iniciais de interação sem a necessidade de purificar o VHH. 
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Entretanto, as etapas de inoculação das culturas e subsequente indução por IPTG 

para eventual obtenção do material periplasmático por choque osmótico, demandam 

alguns dias de cultivo. Logo, este é um ensaio laborioso, com muitas etapas e que 

não permite a triagem de grande quantidade de clones ao mesmo tempo quando 

realizado de forma manual.  

Quanto aos valores de ELISA direto, determinado a partir da fluorescência da 

SGFP2 fusionada ao VHH, apresentaram alta variação entre as triplicatas de modo 

que os valores obtidos apresentaram desvio padrão muito alto. Embora a expressão 

da proteína fluorescente possa ser facilmente detectada sob um detector de 

fluorescência, a intensidade de fluorescência pode variar de célula para célula devido 

à heterogeneidade da expressão da proteína fluorescente (REMUS-EMSERMANN e 

LEVEAU, 2010), sendo que sua normalização em extrato total não é possível. Apesar 

disso, essa técnica se mostrou muito mais rápida e prática do que o ELISA indireto e 

pode ter o potencial explorado em futuros projetos.  

Através dos dados de sequenciamento verificamos que a metodologia 

empregada para a obtenção da miniblioteca racional funcionou. Permitiu a geração de 

uma minibiblioteca com sequências racionalmente direcionadas para a presença de 

resíduos com características físico-químicas e estruturais que culminaram na melhora 

da afinidade de interação das variantes do VHH Sb68 ao RBD da proteína spike de 

SARS-CoV-2. A proporção e natureza das modificações obtidas seguiram o 

planejamento inicial. Além disso, pela modificação das CDRs por PCR obtivemos 

clones modificados diretamente no vetor de expressão, em curto tempo.  

Uma etapa fundamental para a maturação e seleção de anticorpos com maior 

afinidade pelo antígeno, ocorre após a produção da biblioteca de sequências variadas. 

A maturação de anticorpos por esse método é dispendiosa pois envolve a testagem 

de milhares de variantes (ALMAGRO et al., 2019) para que ao final, poucos candidatos 

com real aumento de afinidade sejam selecionados. Essa etapa consiste na seleção 

em grande escala das variantes que apresentam afinidade, para serem enriquecidas 

e isoladas. Para isso a utilização de métodos mais práticos que permitam a seleção 

de muitas variantes simultaneamente seria vantajosa quando comparado aos ensaios 

de ELISA indireto.  
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5.3 AFINIDADE AO ANTÍGENO 

 

Para muitas terapias anticorpos de maior afinidade são desejáveis e/ou 

necessários. Anticorpos de maior afinidade também podem reduzir significativamente 

o custo do tratamento (ALMAGRO et al. 2019). É esperado que anticorpos utilizados 

em terapias tenham valores da constante de dissociação (KD) na faixa de 1 nanomolar 

(nM) (equivalente a 10-7 a 10-9) ou menos (TABASINEZHAD et al., 2019). Anticorpos 

de alta afinidade estão geralmente na faixa de nanomolar (10-9) e aqueles de afinidade 

muito alta estando na faixa picomolar (pM) (10-12) (KASTRITIS et al., 2011; ABCAM, 

2022).  

Em abril de 2021 a ANVISA liberou o uso do coquetel Regen-Cov2 para 

tratamento de pacientes internados pertencentes ao grupo de risco. Esse 

medicamento é composto pelos anticorpos monoclonais casirivimab (KD = 0,045 nM) 

e imdevimab (KD = 0,046 nM) que se ligam a distintos epítopos da proteína spike de 

SARS-CoV-2 (DEEKS, 2021). O anticorpo humano monoclonal recombinante 

sotrovimab se liga com alta afinidade a um epítopo altamente conservado da região 

RBD da proteína spike SARS-CoV-2 com uma constante de dissociação de KD = 0,21 

nM (HEO, 2022). 

Devido ao tempo reduzido para a execução da parte experimental não foi 

possível determinar os valores da constante de dissociação (KD), porém, deve-se levar 

em consideração que o anticorpo original Sb#68 possui uma KD = 118,12 nM 

(WALTER et al., 2020). Portanto, mesmo com o aumento da afinidade obtida pelo 

clone Sb68-E08.4 verificado pelo ensaio de ELISA, não é possível afirmar que este 

VHH possui afinidade a proteína spike superior aos demais candidatos como o VHHs 

Ty1 (KD = 9 nM) ou H11-D4 (KD = 10 nM).  

 

5.4 PERSPECTIVAS 

 

Uma opção para a triagem em larga escala de clones seria a utilização do 

bacterial surface display, um sistema que permite que peptídeos e proteínas sejam 

expressos na superfície de células microbianas, ao fusioná-los com proteínas de 
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ancoragem que geralmente são proteínas de superfície celular ou seus fragmentos 

(LEE et al., 2003). A geração de variantes seria semelhante àquela através da 

expressão no periplasma, utilizada neste trabalho, a diferença é que no método de 

expressão periplasmática é necessário selecionar os clones de maior afinidade ao 

alvo através de técnicas convencionais do tipo ELISA, enquanto a técnica de bacterial 

surface display permitiria a seleção inicial de um maior número de clones através de 

citometria de fluxo, utilizando o antígeno marcado com uma sonda adequada. 

A citometria de fluxo tem sido usada com sucesso para a triagem de bibliotecas 

de proteínas expressas na superfície de bactérias ou leveduras (GEORGIOU, 2000). 

A triagem de bibliotecas de proteínas por citometria de fluxo oferece as seguintes 

vantagens: 1. É uma técnica de triagem de alto rendimento, onde até 1x109 

células/hora podem ser processadas em equipamentos de última geração. 2. Ensaios 

quantitativos podem ser realizados em grandes populações, com resolução celular 

única. 3. O equilíbrio de ligação e a cinética de dissociação (KD) podem ser facilmente 

determinados pela citometria de fluxo de células inteiras. 4. Diferentemente de outras 

técnicas de screening, a citometria de fluxo pode ser usada para a seleção de clones 

seja com base na atividade de ligação ou catalítica (GEORGIOU, 2000). 

Nosso grupo de pesquisa iniciou as etapas para a utilização da técnica bacterial 

display. Para isolar clones que expressam o VHH na superfície celular de E. coli por 

citometria de fluxo, necessitaremos do RBD, alvo do VHH Sb68, marcado com um 

cromóforo que possa ser quantificado. Isto pode ser feito através de acoplamento de 

um cromóforo através de ligação covalente utilizando reagentes comerciais.  

Através de projetos anteriores fizemos a expressão do domínio RBD de SARS-

CoV-2 em células HEK293 utilizando o plasmídeo pIRES2-EGFP, então aproveitamos 

este vetor para construir uma versão do RBD de SARS-CoV-2 em fusão com a 

proteína fluorescente vermelha monomérica (mRFP). Neste vetor, o RBD de SARS-

CoV-2 contém um peptídeo sinal para expressão secretada e, no seu C-terminal, além 

de MRFP contém também cauda de dez histidinas para purificação. As próximas 

etapas incluem a expressão em E. coli para a geração de biblioteca. 
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