
     
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA E 

PARASITOLOGIA APLICADAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REDESIGN COMPUTACIONAL DE ANTICORPOS ESPECÍFICOS 

PARA O DOMÍNIO DE LIGAÇÃO AO RECEPTOR (RBD) DA 

PROTEÍNA SPIKE DE SARS-CoV-2 COM AFINIDADE DE LIGAÇÃO 

AUMENTADA ÀS SUBLINHAGENS ÔMICRON 

 

 

 

 

 

Cecília Luiza Pereira  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
UBERLÂNDIA - MG 

2023 



     
 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA E 

PARASITOLOGIA APLICADAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REDESIGN COMPUTACIONAL DE ANTICORPOS ESPECÍFICOS 

PARA O DOMÍNIO DE LIGAÇÃO AO RECEPTOR (RBD) DA 

PROTEÍNA SPIKE DE SARS-CoV-2 COM AFINIDADE DE LIGAÇÃO 

AUMENTADA ÀS SUBLINHAGENS ÔMICRON 
 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao colegiado do 

Programa de Pós-graduação em Imunologia e 

Parasitologia Aplicadas como parte dos 

requisitos para a obtenção do título de Mestre. 
 

 

 
 

Discente: Cecília Luiza Pereira 

Orientador: Jair Pereira da Cunha Junior 

 
 

 

 

 

UBERLÂNDIA - MG 

2023 



     
 

 

 



 
 



 
 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Primeiramente quero agradecer a Deus por ter me dado forças e esperanças para seguir 

meus sonhos e enfrentar cada batalha que surgiu ao longo dessa jornada.  

Aos meus pais e irmãs que sempre acreditaram no meu potencial. Obrigada por todo 

apoio e amor que me dão! Quem eu sou hoje se deve a vocês! 

Ao meu marido, Ian, que sempre me incentivou a continuar apesar dos obstáculos, por 

acreditar mais em mim do que eu mesma, por seu meu abrigo, meu melhor amigo e meu amor. 

Sou grata por ter você e a Nina em minha vida, vocês me fazem feliz todos os dias! 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha Júnior, obrigada por me receber em 

seu laboratório e me aceitar como sua aluna. Foi um verdadeiro prazer e orgulho ser sua aluna. 

Sou muito grata pela confiança, orientações, paciência e ensinamentos. 

Aos demais professores que me acompanharam até aqui nesta jornada, obrigada por me 

acolherem e agregar em meus conhecimentos. 

Ao Nilson Nicolau Junior, agradeço a valiosa ajuda e disposição de compartilhar seus 

conhecimentos, sem você esse trabalho seria impossível. 

Ao Carlos Roberto Prudêncio, por gentilmente me receber em seu laboratório, pelos 

ensinamentos, por esta e futuras contribuições. 

Agradeço também ao Victor Hugo Oliveira de Andrade, Daniel Ferreira de Lima Neto, 

pelas valiosas contribuições para a realização deste trabalho. 

Ao Programa de Pós-graduação em Imunologia e Parasitologia Aplicadas (PPIPA)  

UFU e ao órgão de fomento CAPES. 

E por fim, agradeço a vida, por ser tão bela e misteriosa que me anseia estudá-la. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

 

A doença COVID-19, apesar dos esforços vacinais, ainda é responsável por elevado número de 

casos e mortes em todo o mundo. O surgimento de novas variantes contendo inúmeras mutações 

associadas à maior transmissibilidade, infectividade e evasão de anticorpos neutralizantes, 

representa a grande dificuldade atual em limitar a propagação da doença. O objetivo deste 

estudo foi utilizar design computacional de proteínas para redesenhar as CDRs do anticorpo 

CV30, a fim de aumentar a afinidade de ligação do anticorpo ao RBD das sublinhagens 

Omicron de SARS-CoV-2. Os resultados demonstram que os anticorpos redenhados, CV30 

BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, apresentaram maior afinidade de ligação computacionalmente 

calculada com os respectivos RBDs das sublinhagens Omicron, com ligação ΔG (Rosetta) de –

56,8 REU e – 52,5 REU, respectivamente. Os anticorpos redesenhados demonstraram maiores 

modificações nas CDRH3 e CDRs leves, em comparação com o anticorpo parental CV30. Além 

disso, ambos os anticorpos apresentaram área de interface aumentada com os RBDs das 

respectivas sublinhagens Omicron. Os anticorpos redesenhados são candidatos promissores 

como anticorpos neutralizantes específicos para o RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 

BQ.1.1. 

 

Palavras-chave: anticorpos neutralizantes; redesign computacional; sublinhagens Omicron. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The COVID-19 disease, despite vaccine efforts, is still responsible for a high number of cases 

and deaths worldwide. The emergence of new variants containing numerous mutations 

associated with greater transmissibility, infectivity and evasion of neutralizing antibodies 

represents the current great difficulty in limiting the spread of the disease. The aim of this study 

was to use computational protein design to redesign the CDRs of the CV30 antibody in order 

to increase the binding affinity of the antibody to the RBD of the Omicron sublineages of 

SARS-CoV-2. The results demonstrate that the redrawn antibodies, CV30 BA.4/5 and CV30 

BA.5 BQ.1.1, showed a computationally higher binding affinity with the respective RBDs of 

the Omicron sublineages, with ΔG (Rosetta) binding of –56.8 REU and – 52.5 REU, 

respectively. The redesigned antibodies demonstrated greater changes in CDRH3 and light 

CDRs, compared to the antibody CV30. Furthermore, both antibodies showed increased 

interface area with the RBDs of the respective Omicron sublineages. The redesigned antibodies 

are promising candidates as neutralizing antibodies specific for the RBD of the BA.4/5 and 

BA.5 BQ.1.1 sublineages. 

 

Keywords: neutralizing antibodies; computational redesign; Omicron sublineages. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 COVID-19 

 

Em dezembro de 2019, surgiu relatos de casos de uma pneumonia acometendo a cidade 

de Wuhan, China. No início de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS), denominou a 

doença como Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) e a declarou como pandemia global em 

março de 2020 (CHEN et al., 2020; ALEEM et al., 2022). Desde então, essa doença infecciosa 

altamente contagiosa alcançou mais de 755.041.562 milhões de casos confirmados, e 6.830.867 

milhões de mortes (WHO 2023a). 

O patógeno causador da doença foi isolado a partir de amostras de lavado bronco-

alveolar de indivíduos infectados, e foi então denominado coronavírus da síndrome respiratória 

aguda grave 2 (SARS-CoV-2) (TAN, ZHAO e MA, 2020). O vírus pertence ao mesmo 

subgênero da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS), o qual causou uma epidemia em 

2003 na China, e da Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS), que acometeu a Ásia 

Ocidental em 2012 (STRABELLI e UIP, 2020). 

COVID-19 é uma doença viral que afeta, na maioria dos casos, o sistema respiratório. 

A sua transmissão ocorre principalmente por meio de partículas respiratórias, porém, também 

foi relatado possível transmissão por aerossóis e por meio de superfícies contaminadas com o 

vírus (HARRISON, LIN e WANG, 2020). Casos de transmissão vertical, ou seja, da mãe para 

o feto ou recém-nascido, também é possível, entretanto ocorre em uma minoria de casos 

(KOTLYAR et al., 2021). Estudo de caso relataram presença do vírus vivo em fezes de 

pacientes infectados por coronavírus, indicando possível transmissão fecal-oral (YEO, 

KAUSHAL e YEO, 2020).  

O período de incubação do vírus SARS-CoV-2-Wuhan foi estimado em 5,1 dias (IC 

95%, 4,5-5,8 dias), e a maioria dos indivíduos infectados desenvolverá os sintomas dentro de 

11,5 dias (IC, 8,2-15,6 dias) após a infecção (LAUER et al., 2020).  Entre 17,9% e 33,3% dos 

indivíduos infectados por SARS-CoV-2 de Wuhan são casos assintomáticos (MIZUMOTO et 

al., 2020). As principais manifestações clínicas apresentadas por pacientes sintomáticos são: 

febre, tosse seca, mialgia, fadiga e coriza. Sintomas menos comuns incluem alterações 

gustativas e olfativas, diarreia e vômito (WIERSINFA et al., 2020; HUANG et al., 2020).  

A presença de comorbidades também é um fator relevante, uma vez que estão associadas 

a casos graves da doença e a mortalidade. Dentre elas destacam-se diabetes mellitus, 

hipertensão, doenças cardiovasculares, doença renal crônica, câncer, doença pulmonar crônica, 
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obesidade grave (índice de massa corporal ≥40) e doença hepática (WHAN et al., 2020; 

HUANG et al., 2020).  

Dentre os fatores que justificam a associação dessas comorbidades com o agravamento 

do quadro clínico de COVID-19, encontram-se: tendência a processo inflamatório e maior 

expressão nas células do receptor responsável pela entrada viral, o receptor de enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA-2) (FRAGA- SILVA et al., 2021). 

  

1.2 SARS-CoV-2: Etiologia e estrutura viral 

 

Os coronavírus (CoVs), são vírus envelopados, compostos basicamente por proteínas e 

ácido ribonucléico (RNA) de cadeia simples e de sentido positivo (ELFIKY et al., 2020). A 

denominação “coronavírus” se refere ao termo em latim corona, que significa “coroa”, devido 

ao aspecto de múltiplas projeções da membrana do vírus, ao ser visualizado por meio de 

microscópia eletrônica (MASTERS, 2006). A família Coronaviridae é subdividida nos gêneros 

alfa, beta, gama e delta-coronavírus (LIU, J. et al., 2020), sendo o SARS-CoV-2 pertencente ao 

gênero beta-coronavírus, e sétimo coronavírus humano (HCoV) a ser identificado na família 

(WU, F. et al., 2020). 

O SARS-CoV-2 apresenta 16 proteínas não estruturais, 5-8 proteínas acessórias e 4 

proteínas estruturais (JIANG, HILLYER e DU, 2020). As principais proteínas são: proteína S 

(Spike), E (Envelope), M (Membrana), N (Nucleocapsídeo) (CÂNDIDO, 2021). (Figura 1) 

 

 

 

Figura 1: Estrutura geral do vírus SARS-CoV-2. Destaca-se os seus constituintes: glicoproteínas 

Spike (S), proteínas da membrana (M), proteínas do envelope (E), hemaglutinin6a-esterase (HE), ácido 

ribonucléico (RNA) e proteína do nucleocapsídeo (N). Fonte: YAMAMOTO, et al., 2020.  
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A proteína M, a mais abundante, define a forma do envelope viral e participa na 

replicação por meio de interações com as outras proteínas (NAL et al., 2005). A interação entre 

a proteína M e a proteína N auxilia no processo de montagem viral, estabilizando o complexo 

proteína N/RNA (FEHR, 2015). A proteína M ao se associar ao RNA viral sinaliza o seu 

empacotamento durante o processo de replicação viral (NARAYANA, 2003).  

A proteína E é a menor das proteínas estruturais e possui papel fundamental na 

patogenicidade e na produção e maturação viral (SIU et al., 2008). Esta proteína apresenta papel 

multifuncional, participando de processos como: formação do núcleocapsídeo e do envelope 

viral, auxilia na montagem e brotamento de novas partículas virais, tráfego intracelular e 

ativação do inflamassoma (SILVA e DE SÁ, 2021).  

Proteínas presentes no SARS-CoV-2 e outros vírus, como proteínas condutoras de íons 

ou viroporinas, por exemplo a ORF3a e a proteína E, podem ativar o inflamassoma NLRP3 via 

indução de canais iônicos (VORA, LIEBERMAN e WU, 2021; DUTTA et al., 2022). Os 

inflamassomas são montados em resposta à padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) ou padrões moleculares associados a danos (DAMPs), e desencadeiam a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, assim como, o processo de piroptose (BROZ e DIXIT, 2016; 

SWANSON et al., 2019). Desse modo, a ativação do inflamassoma NLPR3, expresso em 

células epiteliais alveolares e endoteliais pulmonares, pode contribuir na patogênese de algumas 

infecções pulmonares (WU J. et al., 2013; SWANSON, DENG e TING, 2019; ITO et al., 2020). 

A proteína N, além de encapsular o RNA viral, o protegendo e formando o 

nucleocapsídeo, auxilia na replicação viral na célula hospedeira (CUI, 2015). O RNA dos 

coronavírus possuem tamanho de 27,6 a 31 Kb, sendo o maior genoma entre os vírus de RNA 

(DECARO e LORUSSO, 2020). 

As Spike (S) são glicoproteínas triméricas que formam espículas projetadas do envelope 

viral para o meio externo. Sendo as responsáveis por mediar a ligação do vírus à membrana da 

célula hospedeira. (YUAN et al. 2020a). A proteína S consiste em três segmentos: um 

ectodomínio, uma âncora transmembrana de passagem única e uma cauda intracelular curta (LI, 

2016). O ectodomínio se divide em subunidade S1, que possui um domínio de ligação ao 

receptor da célula hospedeira, o RBD, e subunidade S2, de formado espiralado (alfa-hélice) que 

auxilia durante a fusão do vírus com a membrana celular (HAMED, 2020). 

 Ademais, os betacoranavírus apresentam uma proteína estrutural adicional, o dímero 

hemaglutinina-esterase (HE), proteína intermediadora no processo de ligação viral (DECARO 

e LORUSSO, 2020). A HE reconhece o ácido siálico presente na membrana das células 
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pulmonares. Esta proteína também foi identificada em outros vírus, como:  influenzavírus C, 

vírus da hepatite (MHV) e coronavírus bovino (BCV) (PEREIRA, DA CRUZ, LIMA, 2021). 

 

1.3 Mecanismo de replicação viral 

 

Em síntese, o processo de invasão do coronavírus envolve primeiramente o 

reconhecimento das glicoproteínas Spike (S) por receptores específicos da célula hospedeira, 

posteriormente fusão das membranas viral e celular, e liberação do material genético do vírus 

no interior da célula para posterior replicação e transcrição das proteínas virais (YUAN et al., 

2020a). O processo de replicação viral do coronavírus SARS-CoV-2 pode ser visualizado na 

Figura 2. 

 

 

Figura 2: Processo de replicação viral do SARS-CoV-2. [1] A proteína Spike liga-se à ECA-2 com o 

auxílio da enzima TMPRSS2; [2] Liberação do RNA viral dentro da célula do hospedeiro; [3] Tradução 

do RNAviral pela maquinaria da célula; [4] Algumas proteínas virais formam um complexo de 

replicação para produzir mais RNAviral [5] Montagem e [6] liberação dos novos vírus. Fonte: Ward, 
P et al. (2023). 

 

A primeira etapa para entrada do SARS-CoV-2 nas células-alvo envolve o 

reconhecimento e interação do RBD da subunidade S1 com os receptores humanos da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA-2) (SONG et al., 2018; QI et al., 2020). Os receptores ECA-

2 são expressos em diversos tecidos, como brônquios, pulmão, traqueia, nasofaringe, intestino, 

rins, coração, vasos sanguíneos, cérebro, entre outros. (KHATRI, STAAL e VAN DONGEN, 
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2021). A interação entre RBD e ECA-2 ocasiona mudanças conformacionais nas proteínas S, 

expondo o sítio de clivagem da subunidade S2, responsável pela fusão das membranas viral e 

celular (RABI et al., 2020; HOFFMANN et al., 2020). 

A clivagem de S2 e penetração do vírus na célula pode ocorrer através de dois 

mecanismos, via endossomo e via serino-protease transmembrana II (TMPRSS2). Quando a 

célula expressar insuficientemente, ou não expressar, TMPRSS2, o complexo vírus-ECA-2 é 

internalizado via endocitose mediada por clatrinas, e posteriormente clivagem de S2 dentro dos 

endossomos tardios (WANG et al., 2008; YUAN et al., 2017; OU et al., 2020).  

A endocitose mediada por clatrina inicia-se com o recrutamento de complexos adaptinas 

(AP-2) que interage com domínios citoplasmáticos ricos em resíduos de tirosina e coordena a 

montagem de uma rede de clatrinas, que por sua vez conduz a invaginação da membrana 

citoplasmática e formação de uma vesícula revestida por clatrinas (DE ALMEIDA et al., 2020) 

Dentro do endolisossomo, a subunidade S2 pode ser clivada por proteases do endossomo 

tardio e acarretar a fusão das membranas viral e endossomal, liberando o RNA viral no 

citoplasma, ou ocorre a degradação total das proteínas estruturais do SARS-CoV-2 através da 

acidificação endossomal e ação de catepsinas lisossomais, possibilitando também a liberação 

no citoplasma do material genético viral (YANG e SHEN, 2020). 

O outro mecanismo envolve a intermediação da TMPRSS2, que realiza a clivagem de 

S2 na superfície celular, possibilitando a fusão das membranas viral e celular e formação de um 

poro pelo qual o RNA viral é liberado no citoplasma (JIANG, HILLYER e DU, 2020). Este 

mecanismo, promove uma replicação viral 100 vezes maior do que o mecanismo via endossomo 

(MATSUYAMA et al., 2005). A menor dependência da via endossomal como meio de entrada 

para o SARS-CoV-2 pode explicar o efeito limitado de inibidores da acidificação endossomal, 

como a hidroxicloroquina, em restringir a infecção de células-alvo (JACKSON et al., 2022). 

Após entrada na célula e liberação do genoma viral no citoplasma, o processo de 

tradução nos ribossomos logo se inicia, uma vez que o RNA é simples e de sentido direto, 

funcionando diretamente como um RNA mensageiro (mRNA). Primeiramente são codificadas 

duas poliproteínas virais, pp1a e pp1ab, que são clivadas por proteases em 16 proteínas não 

estruturais (nsp1-nsp16) (DE ALMEIDA et al., 2020). As proteínas não estruturais (nsp) 

formam o complexo de replicação-transcrição (RTC) que se organiza em vesículas de 

membrana dupla (DMVs) derivadas do retículo endoplasmático (GAO et al., 2020; LI et al., 

2020).  

A posterior replicação do RNA viral é fundamental para o ciclo replicativo, formando 

assim molde para a transcrição de proteínas acessórias e estruturais, além de novos RNAs virais 
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destinados a montagem de novos vírions (SHEREEN et al., 2020). Segue-se então as etapas de 

montagem e maturação dos vírions, e posteriormente transporte e liberação dos vírus maduros 

para o meio extracelular por meio de vesículas (CARVALHO, 2020). 

 

1.4 Patogênese do SARS-CoV-2 

 

A patogênese da infecção por SARS-CoV-2 pode ser explicada por duas fases, uma fase 

inicial e uma fase tardia. A fase inicial caracteriza-se por uma intensa replicação viral o que 

resulta em dano tecidual direto mediado pelo vírus (AZHUR et al., 2020). A replicação viral do 

SARS-CoV-2 nas células hospedeiras ocasiona apoptose ou piroptose das células infectadas e 

consequentemente danos vasculares e/ou alveolares, e extravasamento de conteúdos celulares, 

proteínas virais e leucócitos para a matriz pulmonar (DE ALMEIDA et al., 2020). 

Na fase tardia, ocorre a intensa estimulação do sistema imune inato por padrões 

moleculares associadas a patógenos (PAMPs) e células apresentadoras de antígenos virais 

(APCs), que desencadeia uma resposta imunológica mediada por citocinas inflamatórias como 

fator de necrose tumoral α (TNF α), fator estimulador de colônia de granulócitos-macrófagos 

(GM-CSF), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10, e interferon gama 

(IFN-γ) (TAY et al., 2020; AZHUR et al., 2020).  

Espera-se que em casos nos quais a carga viral não é elevada e o indivíduo seja 

imunocompetente, o combate ao vírus seja rápido e o paciente apresentará apenas sintomas 

leves (RAMANATHAN et al., 2020). Em outros casos, a elevada replicação viral, níveis altos 

de citocinas inflamatórias e destruição de células endoteliais pulmonares como os pneumócitos 

tipo I - responsáveis por trocas gasosas- e pneumócitos tipo II – produtores de surfactante, 

podem superar os mecanismos de resolução do organismo, levando ao agravamento do quadro 

clínico (HUY et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020). 

A “tempestade de citocinas”, fenômeno no qual o organismo desenvolve uma resposta 

exacerbada com elevados níveis de citocinas inflamatórias, está associado ao agravamento da 

doença e falência de múltiplos órgãos (VERAS et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2021). 

Este processo provoca intenso dano celular e tecidual, devido a inflamação pulmonar e 

sistêmica, que podem progredir para quadros de pneumonia viral, sepse, síndrome respiratória 

aguda grave (SRAG), além de possíveis complicações cardiovasculares, neurais, hepáticas e 

renais (PROMPETCHARA, KETLOV e PALAGA, 2020; ALLEM et al., 2022).  
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A SRAG é uma das principais causas de morte de pacientes infectados por SARS-CoV-

2 e ocorre devido a intensa inflamação e dano tecidual pulmonar que resulta em fibrose e mau 

funcionamento do órgão (ZUMLA et al., 2020). A inflamação pulmonar observada em alguns 

casos também é resultado da ativação de receptores Toll-Like (TLR), como TLR2, TLR3 e 

TLR4, que induz a liberação de pró-inflamatórias (CONTI et al., 2020).  

Outros mecanismos estão envolvidos na patogênese dos casos graves de COVID-19, 

como: toxicidade viral direta, endotelite ocasionado por lesão viral, trombose, lesões 

isquêmicas causada por vasculite, desregulação do sistema angiotensina-aldosterona (SRAA) 

devido a maior ativação dos receptores ECA-2, e aumento da permeabilidade vascular por meio 

da ativação da via calicreína-bradicinina (TEUWEN et al., 2020; ACKERMANN et al., 2020; 

VAN DE VEERDONK et al., 2020; COOPERSMITH et al., 2021).  

 

1.5 Variantes e sublinhagens de SARS-CoV-2 

 

Durante o processo de replicação, os vírus passam por mecanismos de variação genética, 

como mutações e recombinação ou rearranjos gênicos, que podem proporcionar ao vírus evasão 

do sistema imunológico, maior eficiência na invasão da célula hospedeira, modificar fatores de 

virulência, entre outras características. Dessa forma, com o passar do tempo, os vírus 

naturalmente adquirem mutações, ocasionando o surgimento de variantes (DOMINGO, 2010). 

Os RNA vírus tendem a sofrer mutações gênicas com maior frequência do que os vírus 

constituídos de DNA, isto se deve a erros durante a replicação via RNA polimerase ou 

transcriptase reversa (ROMANOS, SANTOS e WIGG, 2015). Apesar dos coronavírus 

apresentarem um mecanismo de revisão genética, a enzima exoribonuclease 3’ a 5’, é possível 

ocorrer mutações durante a replicação viral principalmente como forma de adaptação em 

resposta à seleção natural (SMITH et al., 2013; HARVEY et al., 2021).  

Apesar da taxa de mutações do SARS-CoV-2 ser baixa, devido ao seu mecanismo 

enzimático de revisão genética, a rápida disseminação do vírus, seu alcance global, e o elevado 

número de indivíduos infectados, têm levado ao surgimento de novas variantes que são 

associadas ao aumento do número de novos casos e reinfecções (SHAHHOSSEINI et al., 2021).  

A OMS, segundo fatores como fenótipo, transmissibilidade e virulência, classifica as 

variantes de SARS-CoV-2 em variantes de preocupação (VOC, do inglês, variant of concern) 

e variantes de interesse em saúde pública (VOI, do inglês variant of interest). Entre as VOC’s 

encontram-se as variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (B.1.1.28.1), Delta (B.1.617.2) 
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e Omicron (B.1.1.529). E no grupo das VOIs, as variantes Eta (B.1.525), Epsilon 

(B.1.427/B.1.429), Zeta (B.1.1.28.2), Teta (B.1.1.28.3), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), 

Lambda (C.37) e Mu (B.1.621) (WHO, 2023b).  

A variante Alfa (B.1.1.7), surgiu na Inglaterra em setembro de 2020 e logo se espalhou 

pelo Reino Unido, apresentando maior transmissibilidade do que as variantes anteriores 

(RAMBAUT, et al., 2020). A B1.1.7 contém oito mutações e duas deleções (delH69/V70 e 

delY144) na proteína Spike, além da substituição D614G, relatada em variantes anteriores 

(WANG et al., 2021). Estudos indicaram que a Alpha se espalhou 50% mais rápido do que as 

outras variantes até então identificadas (VOLZ et al., 2021). A variante também apresentou 

sensibilidade seis vezes menor aos soros de indivíduos vacinados com Pfizer/BioNTech 

(GRUPTA, 2021). 

Em outubro de 2020, foi identificada a variante Beta (B.1.351), em Eastern Cape, África 

do Sul (TEGALLY, 2021), e em dezembro de 2020 foram identificadas as variantes: Gama 

(B.1.1.28.1 ou P.1) no Brasil, Kappa (B.1.617.1) e Delta (B.1.617.2), na Índia (MICHELON, 

2021). Estas variantes apresentaram sensibilidade reduzida a anticorpos monoclonais (mAbs), 

evasão imunológica após vacinação ou infecção natural e maior transmissibilidade (TAO et al., 

2021; MICHELON, 2021). 

Em novembro de 2021, foi identificada em Botsuana, África do Sul, a variante 

B.1.1.529, que rapidamente espalhou-se pelo mundo e foi classificada pela OMS como uma 

VOC, sendo nomeada Omicron. Posteriormente, sublinhagens de Omicron foram identificadas: 

BA.1, BA.2 e BA.3, responsáveis pela maioria dos casos na quarta onda epidêmica; BA.4 e 

BA.5, duas sublinhagens derivadas de BA.2 (TEGALLY, et al. 2022), e, BQ.1 e BQ.1.1, 

derivadas de BA.5 (QU et al., 2022).  

O período de incubação da variante Omicron  é de três dias, logo o indivíduo desenvolve 

sintomas mais rápido, em comparação com variantes anteriores (INSTITUTO BUTANTAN, 

2023). Além disso, foram relatadas mudanças no perfil clínico da infecção por Omicron, sendo 

os sintomas mais semelhantes à resfriados, e menor frequência no relato de perda ou alteração 

do paladar ou olfato (GRAHAN et al., 2021; BUTOWT, BILINSKA e VON BARTHELD, 

2022). Apesar disso, casos de Omicron, foram associados à maior número de sintomas relatados 

e maior necessidade de interrupção das atividades cotidianas (WHITAKER et al., 2022). 

A variante Omicron exibe um número significativamente maior de mutações do que as 

variantes anteriores (AKKIZ, 2022). Sendo 32 mutações localizadas na proteína Spike, local 

que determina a antigenicidade e infectividade do vírus, levantando assim, questionamentos em 

relação à eficácia das vacinas em limitar a propagação dessa variante (ZHANG et al., 2022). 
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Além das mutações exclusivas, as sublinhagens Omicron compartilham mutações com 

outras VOCs (Alpha, Beta, Gama e Delta), como del69–70, K417N, T478K, N501Y e P681R, 

que comprovadamente reduzem a sensibilidade do vírus à anticorpos neutralizantes (LI et 

al.,2021; GARCIA-BELTRAN et al., 2021), e aumentam a transmissibilidade viral 

(CALLAWAY, 2021). Logo, a variante Omicron pode ter um impacto negativo na eficácia de 

vacinas contra COVID-19 e consequentemente no aumento do número de novos casos e 

reinfecções (ZHANG et al., 2022).  

 

1.6 Anticorpos específicos à SARS-CoV-2 

 

Anticorpos são moléculas compostas por três segmentos, dois fragmentos de união ao 

antígeno (Fab) e um fragmento cristalizável (Fc), unidos por uma região flexível. Estes 

segmentos são compostos por quatro cadeias polipeptídicas, sendo pares idênticos de cadeia 

pesada e leve, que se ligam entre si por pontes de dissulfeto e interações não covalentes 

(KENNETH et al., 2014). 

A região do anticorpo que se liga ao antígeno, varia entre as moléculas de anticorpo, e 

por tanto é denominada região variável (V). Nas regiões variáveis encontra-se alças 

hipervariáveis, chamadas de regiões determinantes de complementariedade (CDRs), que 

determinam a especificidade dos anticorpos. A região constante (C), não apresenta alta 

variabilidade como a região variável, e determina o isotipo do anticorpo, classificando-os em 

cinco classes: imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina D (IgD), imunoglobulina G (IgG), 

imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina E (IgE) (ABBAS et al., 2015). 

Anticorpos neutralizantes (nAbs) são os anticorpos capazes de interferir na ligação do 

patógeno com o receptor celular, inibindo assim, a capacidade de infectar o hospedeiro. Logo, 

possuem papel fundamental na imunidade protetora (PLOTKIN, 2008; PLOTKIN, 2010; 

AMANNA, MESSAOUDI e SLIFKA, 2008). NAb’s foram descritos para diversos vírus, 

como: flavivírus (WU K.P. et al., 2003; GRIFFIN et al., 2019), vírus da doença de Newcastle 

(DINAPOLI, et al., 2007), papilomavírus (SLUPETZKY et al., 2007), rotavírus (WARD, 

2009), inclusive contra coranavírus humanos, por exemplo, o MERS (TANG et al., 2014) e 

SARS-CoV (CAO et al., 2010). 

Anticorpos podem ser gerados em resposta à várias proteínas do SARS-CoV-2, embora, 

a proteína Spike e o nucleocapsídeo sejam alvos mais eficazes da resposta humoral (ZHAO et 

al., 2020; LONG et al., 2020; PREMKUMAR et al., 2020; CHIA et al., 2020). Durante o curso 
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da infecção, os anticorpos direcionados à proteína Spike, especificamente ao RBD, são gerados 

antes do que os anticorpos contra o nucleocapsídeo (PREMKUMAR et al., 2020). Além disso, 

anticorpos em resposta ao RBD de SARS-CoV-2 podem fornecer maior especificidade em 

testes de diagnóstico, do que os anti-nucleocapsídeo, que demonstrou reatividade cruzada com 

SARS-Cov (CHIA et al., 2020; SUTHAR et al., 2020). 

Anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2, visam reconhecer regiões dentro da 

Spike, principalmente, o RBD, e inibir a infectividade viral, através, principalmente, do 

bloqueio da interação entre vírus e ECA-2 (CHI et al., 2020; BROUWER et al., 2020; 

TORTORICI et al., 2020). Anticorpos neutralizantes direcionados à proteína Spike de SARS-

COV-2, foram isolados e apresentaram epítopos de ligação distintos (ROGERS et al., 2020; 

ZOST et al., 2020; ROBBIANI et al., 2020; BROUWER et al., 2020; CAO et al., 2020; KREER 

et al., 2020; SEYDOUX et al., 2020; LIU L. et al., 2020). Com base na região de ligação em 

relação ao RBD, estes anticorpos podem ser classificados em quatro classes (BARNES et al., 

2020a; GREANEY et al., 2021).  

Os anticorpos de classe I são direcionados aos RBDs na conformação “up” (BARNES 

et al., 2020a), ou seja, quando o RBD se encontra em uma conformação na qual o sítio de 

interação é exposto permitindo a ligação do RBD ao receptor da célula hospedeira (WALLS et 

al., 2016; WRAPP et al., 2020). Anticorpos de classe I apresentam geralmente, cadeias pesadas 

codificadas pelo segmento gênico VH3-53 ou VH3-66 (BARNES et al., 2020a), com CDR H3 

mais curtos do que o comprimento médio de anticorpos humanos (15 aa) (LEFRANC et al., 

2015; BRINEY et al., 2019). Dentre os anticorpos previstos como de classe I pode se citar: CB6 

(SHI, et al., 2020), COV21 (BARNES et al., 2020b), B38 (WU Y. et al., 2020), CV30 

(HURLBURT et al., 2020), C105 (BARNES et al., 2020a), CC12.1 e CC12.3 (YUAN et al., 

2020a). 

Os anticorpos de classe II têm como alvo RBDs em conformação “up” ou “down”, na 

qual o sítio de ligação de RBD ao receptor celular ECA-2 está bloqueado (WALLS et al., 2016; 

WRAPP et al., 2020). Entre os anticorpos neutralizantes previstos como de classe II temos: 

C102, C144, C119, C121 (BARNES et al., 2020a) e COVA2-39 (WU N.C. et al., 2020). Alguns 

destes anticorpos apresentaram CDR H3 caracteristicamente longos (maior do que 15aa) e 

modos diferentes de interação com RBD, em comparação com os anticorpos de classe I 

(BARNES et al., 2020a; WU N.C et al., 2020). 

Os Nabs de classe III se ligam ao RBD em sítios diferentes, não sobrepostos, ao sítio de 

ligação da ECA-2. Além de reconhecerem o RBD tanto em conformação “up”, quanto em 

conformação “down”. Estes anticorpos podem serem utilizados em combinações terapêuticas 
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com os anticorpos de classe I ou classe II, aumentando o repertório anti-Spike (BARNES et al., 

2020a). Pode-se citar como anticorpos de classe III, o C135 (BARNES et al., 2020a) e S309 

(PINTO et al., 2020). Os anticorpos, C110 e REGN610987, mostraram semelhanças com os 

nAbs de classe II e de classe III, ligando-se distalmente ao sítio de interação da ECA-2, porém 

interferindo estericamente na ligação com este receptor (BARNES et al., 2020a; HANSEN et 

al., 2020). 

E por fim, os anticorpos neutralizantes de classe IV, que se ligam a RBDs somente em 

conformação “up” em epítopos fora do sítio de ligação da ECA-2, logo não bloqueiam a ligação 

entre RBD e ECA-2, sendo geralmente menos potentes que os anticorpos das outras classes 

(BARNES et al., 2020a; GREANEY et al., 2021). O anticorpo CR3022 é um anticorpo de classe 

IV, que não neutralizou o SARS-CoV-2 em ensaio in vitro, porém foi capaz de potencializar o 

efeito de anticorpos de outras classes (YUAN et al., 2020b).  

 

1.7 Vacinas e anticorpos monoclonais contra COVID-19 

 

A principal estratégia de saúde pública para conter a propagação de COVID-19 é a 

vacinação (WHO, 2022). A imunização ativa, obtida por meio de vacinação é uma estratégia 

que simula uma infecção natural contra um patógeno específico, de modo a induzir uma 

resposta imunológica T-dependente e gerar uma imunidade eficaz e duradoura que proteja o 

indivíduo de futuras infecções (MOSER e LEO, 2010).  

Devido à alta taxa de transmissão e a rápida disseminação mundial do SARS-CoV-2, 

houve urgência no desenvolvimento de medidas preventivas eficazes contra o vírus. Logo, 

vacinas contra COVID-19, foram desenvolvidas e aprovadas, em um prazo rápido, sem 

precedentes na história (LURIE et al., 2020).  

A maioria das vacinas eficazes contra o SARS-CoV-2 visam induzir, contra 

subunidades virais, os denominados anticorpos neutralizantes. No caso do SARS-CoV-2, os 

anticorpos neutralizantes mais potentes têm como alvo a região do RBD, de modo a impedir a 

função do mesmo, a ligação entre vírus e receptores das células hospedeiras humanas (CADDY, 

2020). 

As vacinas desenvolvidas que apresentam maior interesse e aplicabilidade 

mundialmente, são: as vacinas de 1ª geração, de vírus inativado ou atenuado, 

Sinovac/CoronaVac, Bharat Biotech e Sinopharm; as de 2ª geração, com uso de vetor viral-

adenovírus atenuado, AstraZeneca/Oxford, Sputinik V® e Ad26.COV2.S ou Janssen (Johnson 
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& Johnson); e as de 3ª geração, vacinas de ácidos nucléicos, Pfizer/BioNTech e Moderna 

(SERPA et al., 2021; COSTA ALMEIDA et al., 2021; VILELA FILHO et al., 2022). No Brasil, 

quatro dessas vacinas receberam autorização da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) e têm sido utilizadas nas campanhas vacinais: ButanVac, AstraZeneca/Oxford, 

Pfizer e Janssen (ANVISA, 2023). 

Até o momento, um total de 13.168.935.724 doses de vacina foram administradas 

mundialmente (WHO, 2023a). As vacinas têm apresentado boa eficácia, contendo o aumento 

na incidência de casos, principalmente prevenindo o desenvolvimento de casos graves de 

COVID-19, e por tanto menores índices de internações e óbitos (SERPA et al., 2021).  

Porém ainda há desafios no combate à doença, devido à opções limitada de tratamentos 

específicos para a doença, surgimento de variantes de SARS-CoV-2 que podem apresentar 

evasão aos anticorpos induzidos, além de indivíduos imunocomprometidos, que possam não 

desenvolver uma resposta robusta as vacinas (WONG e DAMANIA, 2021; KOENING et al., 

2021). 

Os anticorpos monoclonais (mAbs) são anticorpos provenientes de um único clone de 

linfócito B, apresentando baixa toxicidade e imunogenicidade, alta especificidade e 

solubilidade (TILLER e TESSIER, 2015; CASTELLI, MCGONIGLE, HORNBY, 2019). 

Anticorpos monoclonais representam uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento de 

terapias e tratamentos seguros e específicos para o COVID-19 (MAROVICH, MASCOLA, 

COHEN, 2020).  

MAbs com ação neutralizante específicos para o SARS-CoV-2 têm sido estudados 

desde o ínicio da pandemia (PESSOA, et al., 2020), bem como anticorpos monoclonais anti-

citocinas para tentar reduzir a intensa resposta inflamatória desenvolvida por pacientes de 

COVID-19 em estado grave (LEONARDO e ANDRICOPULO, 2020).  

Além do tratamento de doenças, os mAbs podem ser utilizados na imunoterapia passiva 

fornecendo uma imunização temporária (TAYLOR, et al., 2021), como reagentes em 

imunodiagnósticos (COSTA, 2019) e podem auxiliar no projeto e desenvolvimento de vacinas 

(MARSTON, PAULES, FAUCI, 2018). 
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 2. JUSTIFICATIVA  

 

A rápida disseminação do SARS-CoV-2 e o elevado número de indivíduos infectados, 

implicam em altos níveis de replicação viral, e consequentemente, maior probabilidade de 

ocorrer mutações. Como resultado, novas variantes do SARS-CoV-2 têm sido detectadas 

(SHAHHOSSEINI, BABUADZE e KOBINGER, 2021). Dentre as variantes recentemente 

descobertas destaca-se a variante de preocupação Omicron (B.1.1.529) (CALLAWAY, 2021).  

As sublinhagens Omicron contém um número de mutações significativamente maior do 

que as variantes identificadas anteriormente (KUMAR et al., 2022). Algumas dessas mutações 

têm sido associadas a maior transmissibilidade, aumento da infectividade e evasão de 

anticorpos neutralizantes (ZHOU, ZHI e TENG, 2022). Além disso, por apresentarem múltiplas 

mutações dentro do RBD, responsável pela entrada do vírus nas células hospedeiras, e alvo de 

vacinas e anticorpos terapêuticos, levanta-se questionamentos quanto a eficácia destes 

(ZAHRADNÍK et al., 2021; LI et al., 2022).  

Pesquisas demonstraram que algumas vacinas podem apresentar menor potencial 

neutralizante contra a Omicron (BA.1) (LIU et al., 2022). As variantes BA.4 e BA.5, 

demonstraram escape imunológico à anticorpos induzidos por infecção anterior de Omicron 

(BA.1), indicando possível mudança na antigenicidade dessas variantes (PLANAS et al., 2022; 

CAO et al., 2022). 

Atualmente, métodos computacionais podem auxiliar no design de proteínas, e 

inclusive, têm sido empregados no desenvolvimento de terapêuticas contra COVID-19, como 

inibidores de peptídios e fragmentos direcionados ao RBD de SARS-CoV-2 (SITTHIYOTHA 

e CHUNSRIVITOT, 2021; RANGEL et al., 2021). Alguns estudos, através de design 

computacional, obtiveram anticorpos mutantes ou redesenhados, com maior afinidade de 

ligação ao RBD de SARS-CoV-2, o que sugere que possuem maior potencial neutralizante 

contra o vírus do que os anticorpos originais (TREEWATTANAWONG, SITTHIYOTA, e 

CHUNSRIVIROT, 2021; CHEN et al., 2021). 

Portanto, este estudo visa, por meio de redesign computacional, otimizar um anticorpo 

neutralizante direcionado à RBD de SARS-CoV-2, de modo a obter anticorpos redesenhados 

com maior afinidade de ligação ao RBD das sublinhagens Omicron BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1. 

Esperamos que os anticorpos remodelados sejam mais eficientes no combate às novas 

sublinhagens do SARS-CoV-2. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Redesenhar, por meio de abordagem computacional as regiões determinantes de 

complementariedade, de um anticorpo neutralizante específicos para o domínio de ligação ao 

receptor celular (RBD- Receptor-Binding Domain) de modo a aumentar a afinidade de ligação 

as sublinhagens Omicron, BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 de SARS-CoV-2. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Redesenhar computacionalmente as sequencias de aminoácidos dos CDRs do anticorpo 

CV30. 

 Obter anticorpos redesenhados com maior afinidade de ligação ΔG(REU) 

computacionalmente calculada aos RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 de 

SARS-CoV-2; 

 Realizar análises de ancoragem molecular (“docagem”) dos anticorpos redesenhados 

com o RBD das suas respectivas sublinhagens Omicron (BA.4/5, BA.5 BQ.1) de SARS-

CoV-2. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Análise de sequências RBD, modelagem molecular e previsão estrutural 

 

As sequências de aminoácidos do domínio de ligação ao receptor (RBD) da proteína 

Spike SARS-CoV-2 foram obtidas dos arquivos PBD descritos anteriormente: PBD 7CAK 

(Wuhan), 7WBP (BA1), 7XNR (BA2.13), 7XIY (BA.3) e 7XNQ (BA4). A sequência de 

aminoácidos do RBD da sublinhagem BA.5 foi obtida a partir do estudo científico publicado 

por CAO e colaboradores (CAO et al., 2022). Todas as sequências de RBD foram alinhadas 

usando o Clustal Omega Program (SIEVERS et al., 2011) e os aminoácidos diferenciais foram 

anotados manualmente na posição das respectivas mutações. As estruturas de RBD da proteína 

Spike de Wuhan e BA.1 foram geradas por modelagem molecular comparativa usando a 

plataforma Robetta (BAEK et al., 2021) e as sequências de aminoácidos disponíveis no Protein 

Data Base (PBD 7CAK [Wuhan] e 7WBP [BA.1]), foi utilizada como modelo, a estrutura 

molecular disponível para a proteína spike de SARS-CoV-2 (PDB 6VYB). Para os modelos 

estruturais de Wuhan e BA.1, as previsões estruturais foram estereoquímicas avaliadas usando 

a plataforma Molprobity Manchester (WILLIAMS et al., 2018) e as ferramentas PROCHECK 

por meio da plataforma SAVES v6.0 (LASKOWSKI et al., 1993). As estruturas foram 

visualizadas usando o software PYMOL (BADAWI et al., 2016) e os aminoácidos diferenciais 

das sublinhagens Omicron foram destacados na estrutura em fita da molécula RBD. 

 

4.2 Seleção de modelos de anticorpos 

 

Os modelos dos anticorpos específicos para RBD foram selecionados a partir de estudos 

anteriores (BARNES et al., 2020a; HURLBURT et al., 2020; WU N.C. et al., 2020; WU Y. et 

al., 2020; YUAN et al., 2020a) e classificados considerando a constante de afinidade (KD) ou 

ΔGbind (MM-GBSA) calculado computacionalmente. As sequências de aminoácidos das 

cadeias pesada e leve dos anticorpos C110 (PDB: 7K8P), CV30 (6XE1), CC12.3 (6XC4), C105 

(6XCA), CC12.1 (8CWV), C144 (7K90), COVA2 -39 (7JMP), COVA2-04 (7JMO), B38 

(7BZA) foram obtidas do Protein Data Bank (PDB; https://www.rcsb.org/). As sequências das 

regiões determinante de complementaridade (CDRs) do anticorpo CC12.3-D08 foram obtidas 

do artigo previamente publicado por Treewattanawon e colaboradores 

(TREEWATTANAWON, SITTHIYOTHA, e CHUNSRIVIROT, 2021) e as regiões 
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flanqueadoras (regiões estruturais) foram selecionadas a partir do anticorpo parental CC12.3 

previamente descrito por Yuan e colaboradores (YUAN et al., 2020a). As sequências de 

anticorpos foram alinhadas usando o Clustal Omega Program (SIEVERS et al., 2011) e as 

regiões determinantes de complementaridade (CDRs 1, 2 e 3) foram confirmadas usando a 

plataforma IMGT (http://www.imgt.org). As CDRs dos anticorpos CV30, C110 e CC12.3 

foram usadas para análise posterior. 

 

4.3 Cálculo do desvio quadrático médio (RSMD) por resíduo dos anticorpos 

 

As estruturas moleculares dos anticorpos CV30 (6XE1), C110 (7K8P), CC12.3 (6XC7) 

foram sobrepostas usando a ferramenta de alinhamento MatchMaker (Algoritmo Needleman-

Wunsch com a matriz BLOSUM-62) disponível no software Chimera 1.16 (PETTERSEN et 

al., 2004). A coleta de dados RMSD dos alinhamentos de anticorpos foi realizada usando a 

ferramenta “RMSD:ca” usando Chimera 1.16 (PETTERSEN et al., 2004). Os dados do RMSD 

foram registrados e apresentados em formato de gráfico usando o software Excel versão 2016. 

As estruturas moleculares dos anticorpos CV30, C110, CC12.3 foram visualizadas usando o 

software PYMOL (BADAWI et al., 2016). 

 

4.4 Redesenho computacional de proteínas 

 

O anticorpo CV30 foi escolhido para ser redesenhado computacionalmente, pois o 

anticorpo CV30 apresenta a capacidade de impedir a ligação do RBD à molécula de ECA2 e 

também leva à dissociação da subunidade S1, favorecendo a neutralização viral (HURLBURT 

et al., 2020). A estrutura do anticorpo CV30 complexada com Wuhan SARS-CoV-2 RBD 

(PDB: 6XE1) foi usada como modelo para redesenhar os anticorpos específicos para RBD das 

sublinhagens Omicron BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 de SARS-CoV-2. A plataforma 

RosettaAntibodyDesign (RAbD) (ADOLF-BRYFOGLE, 2018) foi empregada para redesenhar 

as CDR H1, H2 e H3 (cadeia pesada) e as CDR L1, L2 e L3 (cadeia leve) do anticorpo CV30. 

O banco de dados avaliável de PyIgClassify (http://dunbrack2.fccc.edu/pyigclassify) foi usado 

em RAbD para classificações estruturais das CDRs em cada cadeia. O protocolo RAbD consiste 

em ciclos de Monte Carlo externos e internos para redesenhar as sequências de anticorpos. As 

mudanças estruturais das CDRs foram energeticamente minimizadas e 1000 execuções 
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independentes foram realizadas em cada análise computacional. A energia livre de ligação 

(ΔGbind [Rosetta]) de cada conformação projetada foi calculada em Rosetta Energy Unit 

(REU). As sequências/conformações projetadas com ΔGbind [Rosetta]< −40,0 REU) (ADOLF-

BRYFOGLE, 2018) foram escolhidas para análise posterior. Os complexos RBD e anticorpo e 

as interações da interface RBD-anticorpo foram visualizados usando o software Chimera X 1.5 

(PETTERSEN et al., 2021). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Análise de RBD das sublinhagens de SARS-CoV-2 Omicron  

 

 As estruturas moleculares em fita dos RBD derivados de SARS-CoV-2 de Wuhan, de 

BA.1, BA.2.13, BA.3, BA.4/5 são demostrados na Figura 3A-3E. Os aminoácidos diferenciais 

em comparação com sequência de RBD de Wuhan são indicados nas estruturas em fita da 

molécula RBD das sublinhagens de Omicron de SARS-CoV-2 (Fig.3B-3E). As mutações 

observadas nos RBDs das sublinhagens produzem ligeiras modificações estruturais na forma 

do RBD quando comparadas com ao RBD-SARS-CoV-2 de Wuhan, mutações, as quais, podem 

estar associadas ao aumento de infectividade e/ou fuga de anticorpos neutralizantes. 

 Trechos do alinhamento das sequências de aminoácidos expressas nas sublinhagens 

Omicron de SARS-CoV-2 demonstram numerosas mutações pontuais no domínio de ligação 

ao receptor (319-541aa) em comparação com o RBD-SARS-CoV-2 de Wuhan (Fig.3F). Nas 

sublinhagens Omicron BA.1 e BA.3 exibem 15 mutações, das quais compartilham 13 

substituições: G339D, S371P, S373F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, 

Q493R, Q498R, N501Y, Y505H. A substituição de glicina (G) na posição 446 por serina (S) é 

exclusivamente expressa pelas sublinhagens BA.1 e BA.3 (Fig.3F). 

 A sublinhagem BA.2.13 apresenta 17 mutações dentro da sequência de aminoácidos da 

RBD, incluindo as substituições T376A, D405N, R408S, L452M, N501Y em comparação com 

a sequência de Wuhan RBD SARS-CoV-2. A substituição L452M é exclusivamente expressa 

por sublinhagens BA.2, enquanto a mutação D405N é fixada em sublinhagens subsequentes de 

Omicrom (Fig.3F). 

 BA.4 e BA.5 expressam sequências de aminoácidos idênticas dentro da RBD e são 

denominadas ao longo do texto como BA.4/5. As sublinhagens BA.4/5 compartilham 17 

mutações em comparação com Wuhan RBD SARS-CoV-2 e também exibem duas mutações 

únicas, L452R e F486V. Uma substituição de reversão, Q493R, também é observada nas 

sublinhagens BA.4/5. 

 Desde que foi identificada, a sublinhagem Omicron BA.5 BQ.1, tem sido associada a 

um aumento de casos em todo o mundo, e, portanto, foi incluída em nossa análise. A sequência 

de aminoácidos da RBD derivada da sublinhagem BA5 BQ.1.1 é semelhante à sua sublinhagem 

parental BA.5, no entanto, a BA5 BQ.1.1 se diferencia da linhagem parental por apresentar três 

mutações adicionais, sendo, R346T, K444T e N460K. 
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Figura 3:  Análise do RBD de sublinhagens Omicron de SARS-CoV-2. A-E. Estruturas 

tridimensionais dos RBDs de SARS-CoV-2-Wuhan(A) e sublinhagens Omicron BA.1(B), BA.2.13(C), 

BA.3(D), BA.4/5(E). Os aminoácidos diferenciais expressos nas sublinhagens Omicron são destacados 
na estrutura do RBD em fita. F. Trechos do alinhamento das sequências de aminoácidos dos RBDs de 

SARS-CoV-2-Wuhan e sublinhagens Omicron (BA.1; BA2.13; BA.3; BA.4 e BA.5; BA.5 BQ1.1). 

Aminoácidos conservados, em relação com o RBD de Wuhan, são destacados em cinza. Os resíduos que 

interagem com o ACE2 são indicados por triângulos.
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 Todas as sublinhagens Omicron apresentaram mutações substanciais no RBD em 

comparação a sequência original de SARS-CoV-2 de Wuhan. A análise geral das sequências 

demonstrou que onze (11) mutações são comumente compartilhadas por todas as sublinhagens 

de ômicron, das quais 6 localizam-se na região do motivo de ligação ao receptor (RBM) (437-

508 aa) coincidindo com a interface de ligação ECA2, indicando possível mudança na 

antigenicidade dessas sublinhagens em comparação com SARS-CoV-2 Wuhan. 

 

5.2 Seleção e análise de anticorpos  

 

 Dez anticorpos com especificidade de ligação à RBD de SARS-CoV-2 (CC110, CV30, 

CC12.3, CC12.3-D8, CC105, CC12.1, C144, COVA-39, COVA-04 e B38) foram selecionados 

e classificados com base em sua constante de afinidade (KD) ou ΔGbind (MM-GBSA) 

calculado computacionalmente. Conforme indicado na Tabela 1, a constante de afinidade de 9 

de 10 anticorpos monoclonais (mAbs) selecionados variou de 1,3 nM a 70 nM. Os anticorpos 

C110, CV30 e CC12.3 apresentaram as melhores constantes de afinidade entre os anticorpos 

selecionados, de 1.3 nM, 3.6 nM e 14 nM, respectivamente. 

 

Tabela 1: Características e Referências dos anticorpos selecionados 

 
Valores das constantes de afinidade (KD), ligação ΔG (Unidade de Energia Rosetta), e ligação ΔG 

(MM-GBSA); e referências dos anticorpos selecionados na literatura: C110, CV30, CC12.3, CC12.3 D-

08, C105, CC12.1, C144, COVA2-39, COVA2-04, B38.  
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 O alinhamento das CDRs de cadeias pesadas e leves de anticorpos revelou um perfil 

semelhante de sequências de aminoácidos dentro de CDR H1 e CDR H2, e sequências 

divergentes dentro da CDR H3 dos anticorpos selecionados. Sequências de aminoácidos 

particularmente longas de CDR H3 foram observadas nos anticorpos C144 (25 aa), C110 (21 

aa) e COVA2-39 (17 aa). Uma variabilidade de aminoácidos relativa também foi observada nas 

CDRs L1, L2 e L3 de todos os anticorpos analisados, embora alguns mAbs compartilhem CDR 

Ls comuns (Fig.4A). 

 As estruturas moleculares dos anticorpos C110, CV30 e CC12.3, com os melhores 

valores de constantes de afinidade (KD), considerados os mais promissores, foram sobrepostas 

(Fig.4B). As estruturas dos anticorpos apresentam maior variabilidade nas regiões referentes às 

CDRs. Os anticorpos CC12.3 e CV30 demonstram melhor sobreposição, e C110 mAb apresenta 

maior variabilidade na estrutura em comparação com os outros dois anticorpos. A longa CDR 

H3 do anticorpo C110 se destaca na estrutura visualizada. Na análise de RMSD (Fig.4C) o 

anticorpo C110 apresentou maiores valores de RMSD(Â) por resíduo, indicando maior 

variabilidade das sequências de aminoácidos da cadeia pesada e leve do anticorpo C110 em 

relação ao CV30. 

 O C110 mAb mostrou semelhanças com anticorpos neutralizantes de classe 2 e classe 

3, ligando-se distalmente ao motivo de ligação da ECA-2, possivelmente interferindo 

estericamente com nesta interação (BARNES, et al., 2020a). O anticorpo específico para RBD 

CV30 é capaz de produzir forte afinidade neutralizante, com sítios de interação coincidentes 

com os de ligação da ECA-2. Portanto, o anticorpo CV30 foi escolhido como um modelo a ser 

reprojetado computacionalmente para melhorar a afinidade de ligação às sublinhagens SARS-

CoV-2 Omicron. 
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Figura 4:  Comparação dos anticorpos específicos para RBD. A. Alinhamento de sequências de CDRs de cadeias pesadas e leves de anticorpos. As sequências de aminoácidos 

das CDRs H1, H2 e H3 (cadeias pesadas) estão indicadas em vermelho e as CDRs L1, L2 e L3 (cadeias leves) estão indicadas em azul. Aminoácidos idênticos são indicados com 
asterisco. Os dois pontos e os pontos indicam a conservação de aminoácidos entre grupos de propriedades fortemente ou fracamente semelhantes, respectivamente. B. Alinhamento 

estrutural dos domínios variáveis (Fv) dos anticorpos CV30 (cinza), C110 (azul) e CC12.3 (roxo). C. Cálculo de RSMD por resíduo de aminoácido das cadeias pesadas (acima) e 
leve (abaixo). As linhas vermelho e azul escuros, vermelho claro e azul claro são referentes, respectivamente, aos mAbs CC12.3 e C110, em comparação com o anticorpo CV30. 
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5.3 Redesenho computacional de anticorpos específicos à RBD de sublinhagens Omicron 

 

  Os CDRs do anticorpo CV30 foram computacionalmente redesenhados com o 

objetivo de melhorar a afinidade de ligação com o RBD derivados das sublinhagens BA.4/5 e 

BA.5 BQ.1.1.  (Fig.5). Os anticorpos com valores ΔGbind [Rosetta] mais baixos para cada 

sublinhagem foram nomeados selecionados das análises computacionais e nomeados como 

anticorpos derivados do anticorpo CV30 com a seguinte nomenclatura CV30 BA.4/5 e CV30 

BA.5 BQ.1.1 (Fig.5A). Os anticorpos redesenhados, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 mAbs 

apresentaram ΔGbind (Rosetta) calculado computacionalmente de −56,8 REU e –52,5 REU, 

respectivamente. 

  O alinhamento das sequências dos mAbs CV30, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 

demonstrou uma menor modificação de aminoácidos dentro da CDR H1, com 6 substituições 

observadas para CV30 BA.4/5 e 5 para CV30 BA.5 BQ.1.1, respectivamente. A CDR H2 do 

mAb CV30 BA.4/5 apresenta 6 modificações de aminoácidos e uma inserção adicional de 

arginina (R) na posição 58. Da mesma forma, foram observadas 6 modificações de aminoácidos 

e uma inserção adicional de alanina (A) na posição 58 (Fig. 5A) para CV30 BA.5 BQ.1.1 mAb.  

  O alinhamento das sequências do CDR H3 dos anticorpos CV30 BA.4/5 e CV30 

BA.5 BQ.1.1 demonstrou que as maiores modificações ocorrem entre os CDRs H3, com várias 

substituições de aminoácidos nesta região e ainda a inserção de 10 aminoácidos (posições 97-

100, 105-108 e 114-115). Aminoácidos idênticos foram observados apenas nas posições 101(A) 

e 116-118 (MDV) dentro da sequência CDR H3. 

 A análise das CDR Ls demonstra uma ampla variação de aminoácidos em diversas 

posições das CDR L1, L2 e L3. Aminoácidos idênticos dentro de CDR L1 foram verificados 

apenas nas posições 27 (S), 37 (L) e 40 (W) para CV30 e mAbs derivados de CV30. Da mesma 

forma, apenas uma glicina (G) na posição 62 da CDR L2 é a mesma observada entre os três 

anticorpos analisados. Não foram observados aminoácidos idênticos na CDR L3 dos três 

anticorpos analisados (CV30, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1).  Além disso, duas inserções 

de aminoácidos no CDR L3, posições 102 e 103, foram observadas nos anticorpos redesenhados 

(CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1) (Fig. 5A). 

 A análise das CDR Ls demonstra uma ampla variação de aminoácidos em diversas 

posições das CDR L1, L2 e L3. Aminoácidos idênticos dentro de CDR L1 foram verificados 

apenas nas posições 27 (S), 37 (L) e 40 (W) para CV30 e mAbs derivados de CV30. Da mesma 

forma, apenas a glicina (G) na posição 62 da CDR L2 é a mesma entre os três anticorpos 

analisados. Não foram observados aminoácidos idênticos na CDR L3. Além disso, duas 
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inserções de aminoácidos no CDR L3, posições 102 e 103, foram observadas exclusivamente 

para o CV30 BA.4/5 mAb. 

A visualização dos anticorpos redesenhados complexos com RBD demonstra 

claramente um aumento da área de interface RBD-anticorpo em comparação com a área de 

interface de CV30 complexado com RBD de Wuhan. Assim, os anticorpos resenhados (CV30 

BA.4/5 mAb; CV30 BA.5 BQ.1.1 mAb) melhoram a ligação a BA.4, BA.5 e às novas 

sublinhagens SARS-CoV-2 Omicron BA.5 BQ.1.1 (Fig. 5B-5D). 
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Figura 5: Redesenho computacional do mAb CV30 específico para RBD. A. Alinhamento das sequências de aminoácidos das cadeias pesada e leve de anticorpos CV30 e 

derivados (CV30 B4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1). As CDRs H1, H2 e H3 (cadeias pesadas) e L1, L2 e L3 (cadeias leves) são indicadas em vermelho e azul, respectivamente. 
Aminoácidos idênticos são destacados em cinza. A numeração dos aminoácidos foi modificada para levar em conta os aminoácidos adicionais incorporados computacionalmente 

nos derivados do anticorpo CV30. B-D. Estruturas gerais mAbs de CV30 (azul), CV30 B4/5 (verde) e CV30 BA.5 BQ.1.1 (lilás) complexados com os respectivos RBDs (Wuhan, 

BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 SARS-CoV- 2). As cadeias pesadas e leves de anticorpos são mostradas em cores claras e escuras. As respectivas RBDs de SARS-CoV-2 de Wuhan e 

sublinhagens Omicrons são mostrados em cinza. Os complexos de estrutura geral são exibidos como vista lateral (direita) e superior (superior à esquerda). Os epítopos RBD são 
destacados nas respectivas cores (parte inferior esquerda). As superfícies RBD que interagem com as cadeias pesadas e leves de anticorpos são indicadas com cores escuras e 
claras, respectivamente. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A solução terapêutica mais eficaz contra a disseminação do SARS-CoV-2 é interromper a 

ligação e consequente entrada do vírus nas células humanas, por meio de anticorpos 

neutralizantes direcionados à spike, ou mais especificamente, ao RBD (YANG e DU, 2021). 

Desde o início da pandemia, potentes anticorpos neutralizantes foram isolados (BARNES et al., 

2020a; HURLBURT et al., 2020; WU N.C. et al.,2020; WU Y. et al., 2020; YUAN et al., 2020a) 

Um estudo experimental isolou de um paciente infectado com SARS-CoV-2, um anticorpo 

monoclonal neutralizante específico para RBD, o CV30. O anticorpo neutralizou pseudovírus 

com um IC 50 de 0,03 μg/ml (SEYDOUX et al., 2020), ligou-se ao RBD-SARS-CoV-2 com 

um KD de 3,6 nM e possui sítio de ligação semelhante ao da ECA-2 (HURLBURT et al., 2020). 

No entanto, com o aumento de variantes preocupantes, como as sublinhagens Omicron, 

muitos dos anticorpos utilizados podem não ser tão eficazes, uma vez que as inúmeras mutações 

identificadas podem resultar em efeitos negativos à sua neutralização (IKETANI et al., 2022).  

Como observado em nosso estudo, as sublinhagens Omicron possui um número elevado 

de mutações na região do RBD em comparação com Wuhan, inclusive, maior número de 

mutações do que relatado nas variantes anteriores. Algumas das mutações presentes nas 

sublinhagens Omicron também foram identificadas anteriormente em outras VOCs e 

comprovadamente foram associadas ao aumento da infectividade, carga viral, 

transmissibilidade e evasão imune. 

Estudos in sílico indicaram que sublinhagens Omicron demonstram maior afinidade de 

ligação com ECA-2 do que a variante Delta (GENOVESE et al., 2021; RATH, PADHI e 

MANDAL, 2022), sendo a variante Delta altamente infecciosa, 60% mais transmissível do que 

a variante Alpha (MAHASE, 2021). Zhou, et al (2022), demonstrou que as sublinhagens 

Omicron possuem superfície eletrostática mais positiva do que outras VOCs, justificando maior 

interação e afinidade de ligação com ECA-2, de superfície eletrostática negativa.  

As principais mutações com consequências na funcionalidade de anticorpos, e associadas 

ao aumento da infectividade viral e afinidade de ligação do RBD com ECA-2, estão localizadas 

nas posições: N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y e Y505H (ZHOU, ZHI, 

TENG, 2023). Todas essas mutações estão presentes nas sublinhagens Omicron analisadas, 

exceto a mutação Q493R, ausente nas sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1. 

Um estudo demonstrou que a substituição F486V presente em BA.4/5, reduz a afinidade 

dos RBDs dessas sublinhagens com a ECA-2, devido a menor número de interações 
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hidrofóbicas, enquanto a mutação de reversão R493Q restaura uma ligação de hidrogênio, 

aumentando a afinidade entre os RBD e a ECA-2 (WANG Q., 2022). 

Estudos relataram neutralização in vitro, induzida por vacina e infecção prévia por SARS-

CoV-2, menor contra BA.4/5 do que contra sublinhagens Omicron anteriores (HACHMANN 

et al., 2022; QU et al., 2023; CAO et al., 2022; TEGALLY et al., 2022; KHAN et al., 2022; 

WANG Q. et al., 2022). As mutações K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, e N501Y 

demonstraram prevenir a neutralização por alguns mAbs, soros de pacientes convalescentes e 

soro pós-vacinal (THOMPSON et al., 2021; ZHOU e WANG, 2021). Observa-se que as 

mutações nestas posições estão sendo conservadas nas sublinhagens Omicron. Além da busca 

por maior infectividade e transmissibilidade, a evolução viral também é impulsionada por 

escape imunológico (CUI et al., 2022). 

As mutações exclusivas de BQ.1.1, R346T e K444T, estão localizadas fora do RBM, 

porém são alvo de anticorpos neutralizantes de classe III. Outra mutação exclusiva, N460K, é 

caracterizada como a principal mutação responsável por evasão de anticorpos neutralizantes. A 

mutação F486V, mutação também presente nessa sublinhagem, localiza-se dentro do RBM, 

caracterizando-se como resíduo chave para ligação tanto com a ECA-2 quanto com anticorpos 

neutralizantes classe I e II (WANG Q. et al., 2022). Logo, a combinação dessas mutações, 

R346T, K444T, N460K e F486V, na sublinhagem BQ.1.1, bem como em outras sublinhagens, 

BA4.6, BF.7 e BA2.75.2 (QU et al., 2022), é crítica, contribuindo com maior infectividade do 

vírus e resistência à neutralização por anticorpos. 

 Considerando a possível mudança de antigenicidade das sublinhagens Omicron e a 

capacidade de evasão imunológica demonstrada por elas, redesenhar anticorpos neutralizantes 

que sejam específicos para RBD de sublinhagens Omicron pode representar uma ferramenta 

valiosa em resposta às recentes ondas de casos associados à essas sublinhagens. Os anticorpos 

reprojetados neste trabalho, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, apresentaram melhor 

capacidade de ligação prevista por análises computacionais ao RBD das respectivas 

sublinhagens avaliadas, em comparação que o anticorpo parental CV30, com ligação 

ΔG(Rosetta) de –56,8 REU, e –52,5 REU, respectivamente. 

O anticorpo CC12.3 foi redesenhado computacionalmente por Treewattanawong e 

colaboradores, gerando nove potenciais anticorpos neutralizantes com melhores afinidades de 

ligação previstas para RBD-SARS-CoV-2. O anticorpo considerado pelo estudo como mais 

promissor, o CC12.3 D8 obteve valor de ligação ΔG(Rosetta) de − 43,4 REU e de dinâmica 

molecular por MM-GBSA de -24,0 ± 0,5 kcal/mol (TREEWATTANAWONG, 

SITTHIYOTHA e CHUNSRIVIROT, 2021). 
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Entre os CDRs dos anticorpos redesenhados em nosso trabalho, as CDR H3s redesenhadas 

apresentaram maiores modificações, incluindo a inserção de até 10 aminoácidos. Em ambos os 

anticorpos redesenhados, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, as sequências de CDR H3 

apresentam 22 aminoácidos, sendo classificadas como CDR H3 longas. 

Anticorpos neutralizantes humanos (hNAbs) codificado pelo gene IGHV3-53 geralmente 

apresentam caracteristicamente CDR H3s curtos. No entanto, potentes anticorpos neutralizantes 

com CDR H3 longas (> 15 resíduos) (LEFRANC, 2011) e que visam o RBD de SARS-CoV-2 

foram relatados (BARNES et al., 2020a; WU N.C. et al., 2020). 

O C110 mAb tem um longo CDRH3 com 21 resíduos e uma constante de equilíbrio (KD) 

de 1,6 nM. Outro mAb isolado, o C144, possui uma CDRH3 com 25 resíduos e apresentou 

forma diferente de se ligar ao RBD, bloqueando a spike em uma conformação fechada de pré-

fusão, impossibilitando a abertura do Spike para interação com a ECA- 2 (BARNES et al., 

2020a). Outro estudo comparou dois anticorpos, COVA2-04 e COVA2-39, que apresentam, 

respectivamente, CDR H3 com 12 e 17 resíduos, e KD de 40 nM e 21 nM. O COVA2-39, 

devido ao seu longo CDR H3, demonstrou um mecanismo de ligação ao RBD diferente do 

COVA2-04 e outros anticorpos (CC12.1, CC12.3, B38, CV30 e C105), resultando em 

diferentes interações moleculares com o RBD (WU N.C. et al., 2020). 

Quanto às CDRLs, os anticorpos projetados demonstram uma ampla variação de 

aminoácidos em diferentes posições das CDRs L1, L2 e L3. Curiosamente, o estudo de 

redesenho do anticorpo CC12.3 indicou que o aumento das afinidades dos anticorpos 

redesenhados foi uma consequência do aumento das interações entre as cadeias leves 

redesenhadas e o RBD, sugerindo que os CDRLs são alvos de projeto promissores para 

aumentar a afinidade de ligação ao RBD-SARS-CoV-2 (TREEWATTANAWONG, 

SITTHIYOTHA e CHUNSRIVIROT, 2021). 

Futuros estudos de dinâmica molecular e dados experimentais são necessários para um 

melhor entendimento dos anticorpos projetados neste trabalho. No entanto, nossos resultados 

sugerem que os anticorpos redesenhados devem ser capazes de se ligar ao SARS-CoV-2-RBD 

das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 melhor do que o mAb CV30 parental. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

 Por meio de redesign computacional de proteínas, projetamos anticorpos 

potencialmente neutralizantes específicos para RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1, 

usando o anticorpo CV30 como modelo. CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 são os anticorpos 

redesenhados computacionalmente, com as melhores afinidades de ligação ΔG (Rosetta) 

previstas para as respectivas sublinhagens Omicron. O aumento demonstrado na área de 

interface entre os anticorpos CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 e os RBDs de BA.4/5 e BA5 

BQ.1.1, respectivamente, suporta os dados computacionais de afinidades mais altas de ligação 

dos anticorpos modificados com as RBDs das subvariantes Omicron. Os anticorpos 

redesenhados, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 são candidatos promissores que podem ser 

usados como anticorpos neutralizantes visando linhagens recentes de SARS-CoV-2. 
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8. ANEXO 

 

 

Tabela 2: Nomenclatura dos aminoácidos e seus respectivos códigos (1 letra) 

AMINOÁCIDO CÓDIGO (1 LETRA) 

ALANINA A 

ARGININA R 

ASPARAGINA N 

ÁCIDO ASPÁRTICO D 

CISTEINA C 

ÁCIDO GLUTÁMICO E 

GLUTAMINA Q 

GLICINA G 

HISTIDINA H 

ISOLEUCINA I 

LEUCINA L 

LICINA K 

METIONINA M 

FENILALANINA F 

PROLINA P 

SERINA S 

TREONINA T 

TRYPTÓFANO W 

TIROSINA Y 

VALINA V 
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