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Though I can't believe it
Like master of the observation
Coming up with an explanation

[...]
We can give you answers you are dying to receive

Keep on dreaming
Keep on screaming

[...]
Shine your light into the darkness

And let the storm descend upon you

Let the storm descend upon you 
- Tobias Sammet’s AVANTASIA



RESUMO

A Pandemia de COVID-19 já custou ao mundo incontáveis perdas humanas, sociais e econô-

micas. SARS-CoV-2, seu agente etiológico, é um Betacoronavirus envelopado com um geno-

ma composto por RNA de fita simples e senso positivo que codifica quatro proteínas estrutu-

rais, sendo a glicoproteína Spike a mais importante devido a sua função de reconhecer o re-

ceptor ACE2 e ancorar o vírus na superfície da células hospedeira. Dado o knowhow de nosso

grupo em desenvolver métodos diagnósticos inovadores para vírus de RNA, o presente traba-

lho propôs identificar e caracterizar na glicoproteína Spike alvos moleculares para serem apli-

cados em um sensor imunoeletroquímico. Para tal, um método combinatório baseado em inte-

ligência artificial identificou 13 potenciais sítios imunodominantes espalhados por toda prote-

ína S. Estes sítios variam de 12 a 22 aminoácidos de extensão. Através de experimentos de

Dinâmica Molecular pudemos caracterizar tais epítopos e avaliar parâmetros bioquímicos e

biofísicos importantes para o processo de interação antígeno-anticorpo. Foi constatado que

tanto a proteína S quanto os nossos sítios apresentam boa estabilidade conformacional. Tam-

bém pudemos avaliar a Área Superficial Acessível ao Solvente (SASA) em duas condições e

determinar que, para os epítopos encontrados na região RBD, a mais relevante para o reco-

nhecimento dos anticorpos, essa acessibilidade varia de acordo com a conformação adotada

pelo RBD. Quando este encontra-se fechado, os epítopos estão mais inacessíveis, e quando

ele está aberto, os epítopos são significativamente mais acessíveis. Por fim, após implemen-

tarmos e validarmos uma estratégia de Síntese de Peptídeos em Fase Sólida no laboratório,

pudemos obter quatro epítopos a fim de os validarmos no sensor eletroquímico. Foram produ-

zidos um epítopo Controle, publicado na literatura como sítio antigênico, e os epítopos E7, E8

e E9, alguns dos mais interessantes em termos de localização e propriedades bioquímicas. O

epítopo E7 foi utilizado para validarmos o sistema sensor com bons resultados preliminares.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2, COVID-19, Glicoproteína Spike, Epítopos, Imunossensores 



ABSTRACT

The COVID-19 Pandemic has already cost the world countless human, social and economic

losses.  SARS-CoV-2,  its  etiologic agent,  is  an enveloped Betacoronavirus  with a genome

composed of single-stranded, positive-sense RNA that encodes four structural proteins, with

the Spike glycoprotein being the most important due to its function of recognizing the ACE2

receptor and anchoring the virus on the host cell surface. Given the know-how of our research

group in developing innovative diagnostic methods for RNA viruses, the present work propo-

sed to identify and characterize molecular targets in the Spike glycoprotein to be applied in an

immunoelectrochemical sensor. To this end, a combinatorial method based on artificial intelli-

gence identified 13 potential immunodominant sites scattered throughout the entire S protein.

These sites range from 12 to 22 amino acids in length. Through Molecular Dynamics experi-

ments we were able to characterize such epitopes and evaluate important biochemical and bi-

ophysical parameters for the antigen-antibody interaction process. It was found that both the S

protein and our sites have good conformational stability. We were also able to evaluate the

Solvent Accessible Surface Area (SASA) under two conditions and determinate that, for the

epitopes found in the RBD region, the most relevant for antibody recognition, this accessibi-

lity varies according to the conformation adopted by the RBD. When it is closed, epitopes are

more inaccessible, and when it is open, epitopes are significantly more accessible. Finally, af-

ter implementing and validating a Solid Phase Peptide Synthesis strategy in the laboratory, we

were able to obtain four epitopes in order to validate them in the electrochemical sensor. Con-

trol, E7, E8 and E9 epitopes were produced, the most interesting in terms of location and bio-

chemical properties. The epitope E7 was used to validate the sensor’s platform with good pre-

liminar results.

Keywords:  SARS-CoV-2, COVID-19, Spike glycoprotein, Epitopes, Immunosensors



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Características gerais de diferentes espécies de coronavírus.....................................16
Figura 2. Estrutura geral do genoma e do virion de SARS-CoV-2...........................................20
Figura 3. Aspectos estruturais da glicoproteína Spike de SARS-CoV-2...................................22
Figura 4. Elementos básicos de um Biossensor........................................................................31
Figura 5. Estratégia de mapeamento dos potenciais epítopos lineares de célula B..................51
Figura 6. Localização dos epítopos preditos na glicoproteína Spike........................................54
Figura 7. Aspectos dinâmicos da proteína S durante 100 ns de simulação...............................57
Figura 8. Evolução dinâmica dos epítopos preditos quando internos a estrutura da proteína S 
no sistema 6VXX......................................................................................................................59
Figura 9. Valores de SASA dos epítopos mapeados no RBD da proteína S.............................61
Figura 10. Interações entre anticorpos e a região RBD da proteína Spike................................62
Figura 11. RMSD dos epítopos E5 - E9 ao longo de 1 μs de simulação..................................63
Figura 12. Evolução dinâmica e folding dos epítopos E5 - E9 quando isolados......................65
Figura 13. Identificação do peptídeo Controle obtido através de SPPS...................................68
Figura 14. Identificação do peptídeo E7 obtido através de SPPS.............................................70
Figura 15. Espectro de massas do peptídeo E8.........................................................................71
Figura 16. Espectro de massas do peptídeo E9.........................................................................71
Figura 17. Modelo do Sensor de Ouro Serigrafado Metrohm DropSens 220AT utilizado nos 
experimentos.............................................................................................................................73
Figura 18. Teste dos sensores....................................................................................................74
Figura 19. Alinhamento aplicado aos dados brutos da análise no servidor iBCE-EL..............93
Figura 20. Alinhamento comparativo completo, com destaque para os epítopos 
imunodominantes identificados................................................................................................96
Figura 21. Estrutura tridimensional da proteína Spike com destaque para a área coberta pelos 
epítopos identificados por aplicação individual........................................................................97



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composição dos sistemas parametrizados para os experimentos de Dinâmica 
Molecular..................................................................................................................................39
Tabela 2. Peptídeos possivelmente imunogênicos obtidos nas plataformas DBLEpitope, 
BepiPred 2.0 e iBCE-EL...........................................................................................................48
Tabela 3. Epítopos de Célula B imunodominantes da proteína Spike encontrados na análise 
combinatória..............................................................................................................................52
Tabela 4. Evolução genética e a presença de mutações nos epítopos mapeados dentre as 
principais variantes de SARS-CoV-2........................................................................................97



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ng Nanograma

μg Micrograma

mg Miligrama

g gramas

μL Microlitro

mL Mililitro

nm Nanômetro

nM Nanomolar

μM Micromolar

mM Milimolar

M Molar

ps Picossegundo

fs Femtossegundo

ns Nanosegundo

μs Microsegundo

s Segundo

min Minuto

h Hora

N-terminal Extremidade amino-terminal

C-terminal Extremidade carboxi-terminal

DNA Ácido Desoxiribonucleico

RNA Ácido Ribonucleico

mRNA RNA mensageiro

S1 Subunidade 1 da proteína Spike

S2 Subunidade 1 da proteína Spike

NTD Domínio N-terminal

RBD Domínio de Ligação ao Receptor

RBM Motiff de Ligação ao Receptor

KCl Cloreto de potássio

NaCl Cloreto de sódio

HCl Ácido clorídrico

EDTA Ácido tilenodiamino tetra-acético

kDa Quilodalton

pH Potencial Hidrogeniônico

xg aceleração



kb Kilobase

DMF Dimetilformamida

DCM Diclorometano

PBS Tampão salina com fosfato

BSA Albumina do Soro Bovina

V Volt

mV Milivolt

rpm Rotações por minuto

m/v Relação massa / volume

° C Graus Celsius 

K Graus Kelvin



LISTA DE SÍMBOLOS

α Letra grega Alfa (minúscula)

β Letra grega Beta (minúscula)

γ Letra grega Gama (minúscula)

δ Letra grega Delta (minúscula)

∆ Letra grega Delta (maiúscula)

ε Letra grega Épsilon (minúscula)

θ Letra grega Theta (minúscula)

λ Letra grega Lambda (minúscula)

μ Letra grega Mi (minúscula)

π Letra grega Pi (minúscula)

ϕ Letra grega Phi (maiúscula)

∇ Operador Hamiltoniano Nabla

∂ Símbolo matemático para Derivada Parcial

∑ Símbolo matemático para Somatória

x⃗ Símbolo matemático para Vetor (da variável genérica x)



SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA.....................................................................................15
1.1 Os Coronavírus...............................................................................................................15
1.2 SARS-CoV-2 e a pandemia de COVID-19....................................................................17

1.2.1 Surto inicial, possíveis origens e os aspectos clínicos da COVID-19....................17
1.2.2 SARS-CoV-2..........................................................................................................19
1.2.3 A glicoproteína Spike..............................................................................................21

1.3 Epítopos de Célula B: estrutura, predição e aplicações..................................................24
1.4 Estudos atomísticos de Dinâmica Molecular.................................................................26
1.5 Biossensores e suas aplicações.......................................................................................30
1.6 Justificativa.....................................................................................................................33

2 HIPÓTESE.............................................................................................................................34
3 OBJETIVOS..........................................................................................................................35

3.1 Geral...............................................................................................................................35
3.2 Específicos......................................................................................................................35

4 MATERIAIS E MÉTODOS...................................................................................................36
4.1 Análises de bioinformática e imunoinformática da proteína Spike................................36

4.1.1 Predição de epítopos lineares de célula B...............................................................36
4.1.2 Análise comparativa e identificação dos epítopos dominantes...............................37
4.1.3 Alinhamento, modelagem tridimensional e análises complementares...................37

4.2 Simulações atomísticas via Dinâmica Molecular...........................................................38
4.2.1 Preparo do modelo da proteína Spike.....................................................................38
4.2.2 Preparo dos modelos dos epítopos E5 – E9............................................................39
4.2.3 Minimização da energia, termalização do sistema e produção das dinâmicas.......39
4.2.4 Análise das trajetórias.............................................................................................40

4.3 Produção e caracterização dos epítopos.........................................................................40
4.3.1 Reagentes................................................................................................................40
4.3.2 Síntese química de Peptídeos em Fase Sólida (SPPS)...........................................41
4.3.3 Clivagem.................................................................................................................41
4.3.4 Análise da identidade molecular por Espectrometria de Massas (CID-MS2)........42
4.3.5 Determinação do perfil cromatográfico produtos de síntese por HPLC.................42

4.4 Desenvolvimento e teste de imunosensor eletroquímico para detecção de anticorpos 
anti-S....................................................................................................................................43

4.4.1 Sensores..................................................................................................................43
4.4.2 Lavagem do sensor e imobilização dos epítopos....................................................43
4.4.3 Incubação com os soros e leitura imunosensores...................................................44

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................................................45
5.1 Mapeando os determinantes antigênicos da glicoproteína Spike...................................45
5.2 Características gerais dos epítopos preditos...................................................................53
5.3 Dinâmica Molecular com a proteína S e seus epítopos..................................................56

5.3.1 O trímero S é estável e seu comportamento dinâmico é “sincronizado”................56
5.3.2 Acessibilidade superficial dos epítopos..................................................................60
5.3.3 Evolução dinâmica dos epítopos encontrados na região RBD...............................62

5.4 Obtenção e caracterização química dos epítopos...........................................................66
5.5 Teste dos imunosensores funcionalizados com E7 para detecção de anticorpos anti-S.72

6 CONCLUSÕES.....................................................................................................................75
7 PERSPECTIVAS....................................................................................................................76
8 REFERÊNCIAS.....................................................................................................................77



15

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

1.1 Os Coronavírus

Os coronavírus  são um grupo de vírus de RNA envelopados,  cosmopolitas entre os

continentes habitados, conhecidos desde a primeira metade do século XX, que infectam ma-

míferos e aves e causam patologias respiratórias, neurológicas, hepáticas e entéricas, agudas

e/ou crônicas (WEISS; LEIBOWITZ, 2011). O termo “corona” foi atribuído na década de

1960 quando estes vírus foram observados pela primeira vez através de microscopia eletrôni-

ca e refere-se a microestrutura do envelope viral que se assemelha a uma “coroa” devido a

presença das espículas, ou proteínas Spike, as que o vírus usa para ligar-se aos receptores pre-

sentes em uma célula hospedeira (PEIRIS, 2016). Taxonomicamente, estes vírus pertencem à

ordem Nidovirales, família Coronaviridae, subfamília  Orthocoronavirinae. As diferentes es-

pécies de coronavírus são distribuídas entre quatro gêneros: os  Alphacoronavirus (αCoVs),

Betacoronavirus (βCoVs),  Gammacoronavirus (γCoVs) e  Deltacoronavirus (δCoVs) (CUI;

LI; SHI, 2018).

O material genômico dos coronavírus é composto por fitas simples de RNA de sentido

positivo (+ssRNA), fica  armazenado enrolado e associado à proteínas do nucleocapsídio no

interior do virion, e por ser de sentido positivo, já se apresentam na forma de mensageiros

prontos para serem traduzidos pelos ribossomos nas células hospedeiras. Os coronavírus são

os vírus de RNA com os maiores genomas conhecidos, que podem passar de 30 kb de exten-

são (PEIRIS, 2016). É interessante pontuar que a organização dos genes presentes no genoma

desses vírus segue um padrão específico que pode ser observado em praticamente todas as es-

pécies  conhecidas, assim como destacado na  Figura 1A. Nele, o genoma  fica dividido em

duas porções, uma compreendendo a extremidade 5’ e a outra a extremidade 3’. Na extremi-

dade  5’ encontra-se  a  ORF1a/b  que  codifica  proteínas  não estruturais  como as  proteases

(ORF1a) e maquinaria de replicação (polimerase/helicase, ORF1b), além de proteínas regula-

tórias/auxiliares. Já na extremidade 3’ encontram-se as proteínas estruturais do vírus seguindo

a ordem S (Spike) – E (envelope) – M (de membrana) – N (nucleocapsídio), podendo conter a

hemaglutinina (HE), além de proteínas regulatórias/auxiliares. No total, em torno de 30 prote-

ínas são codificadas (FORNI et al., 2016; PEIRIS, 2016).
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Fonte: adaptada de FORNI et al., 2017.

Figura 1. Características gerais de diferentes espécies de coronavírus. a) Organização genômi-
ca com destaque para a estrutura típica encontrada entre coronavírus. b) Relações taxonômi-
cas e principais características dos coronavírus de importância médica antes do surgimento de
SARS-CoV-2.



17

Até o fim do ano de 2019, eram conhecidas seis espécies de coronavírus com impor-

tância médica capazes de infectar e causar alguma doença em seres humanos, doenças estas

que vão desde o resfriado comum (para os vírus 229E, OC43, NL63 e HKU1) à patologias

respiratórias graves e muitas vezes fatais (para os vírus SARS-CoV-1 e MERS-CoV) (SU et

al., 2016; CUI; LI; SHI, 2018). Todas estas seis espécies são pertencentes aos gêneros dos

Alphacoronavirus e dos Betacoronavirus, que infectam aves e mamíferos (Figura 1B). 

Uma característica importante dessas espécies é sua origem zoonótica, com hospedeiro

natural  e  possíveis  hospedeiros  intermediários  identificados.  HCoV-229E,  HCoV-NL36,

MERS-CoV e SARS-CoV possuem variantes ancestrais e/ou muito próximas circulando em

morcegos,  seu  principal  reservatório  e  possivelmente  hospedeiro  natural.  Ambos  HCoV-

HKU1 e HCoV-OC43 possuem possível origem em roedores. A partir de seus reservatórios

naturais, esses vírus utilizam espécies próximas aos seres humanos para saltarem, como came-

lídeos, bovinos e mamíferos de pequeno porte, além disso, o salto direto entre o hospedeiro

natural e o homem também pode ocorrer em regiões onde o contato é frequente (WEISS; LEI-

BOWITZ, 2011; PEIRIS, 2016 ; FORNI et al., 2017).

1.2 SARS-CoV-2 e a pandemia de COVID-19

1.2.1 Surto inicial, possíveis origens e os aspectos clínicos da COVID-19  

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, capital da província de Hubei, China, foi

constatado um surto de pneumonia de causa até então desconhecida, e em 7 de Janeiro de

2020, autoridades sanitárias chinesas isolaram, a partir de pacientes em Wuhan, uma nova va-

riante de coronavírus diretamente relacionada com tais casos (ZHU et al., 2020). A rápida

identificação e sequenciamento do novo vírus permitiram o desenvolvimento de métodos di-

agnósticos baseados em PCR em tempo real (RT-qPCR), fato que auxiliou pesquisadores e au-

toridades em saúde a mapear a veloz expansão do número de casos e da área afetada, e ao fi-

nal de Janeiro de 2020, quase 10 mil casos já haviam sido identificados em 20 países, sendo a

maioria ainda concentrada em território Chinês (WHO, 2020a; CORMAN et al., 2020). Devi-

do ao cenário, a Organização Mundial da Saúde (OMS) reconheceu a epidemia uma Emergên-

cia de Saúde Pública de Âmbito Internacional (WHO, 2020b). 
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O primeiro caso do novo coronavírus confirmado no Brasil se deu em 27 de fevereiro

de 2020, importado da Itália. Neste ponto, o vírus já era denominado 2019n-CoV. Durante a

escrita do projeto que deu origem ao presente trabalho o país possuía quase 1.2 milhão de ca-

sos, com ~54 mil mortes confirmadas (WHO, 2020c; BRASIL, 2020a). Durante a escrita do

presente documento, o Brasil soma quase 29 milhões de casos e quase 700 mil óbitos (BRA-

SIL, 2020b). A OMS reconheceu a pandemia do novo vírus no dia 11 de março de 2020

(WHO, 2020d). Por recomendação do Grupo de Estudos dos Coronaviridae, parte do Comitê

Internacional  para  Taxonomia  de  Vírus,  2019n-CoV  foi  oficialmente  reconhecido  como

SARS-CoV-2 devida sua similaridade com o vírus SARS-CoV original, agora SARS-CoV-1,

com quem compartilha  cerca  de  80% de  similaridade  genômica  (GORBALENYA et  al.,

2020).

A origem do novo vírus ainda é uma incógnita em aberto, entretanto, é interessante sa-

lientar que, como já comentado, todos os coronavírus conhecidos por infectar humanos possu-

em origem zoonótica, que também pode ser o caso de SARS-CoV-2 (CUI; LI; SHI et al.,

2019).  As análises das primeiras sequências  publicadas  indicam uma provável  origem em

morcegos, uma vez que seu genoma apresenta 96,2% de identidade com a espécie BatCoV

RaTG13, também identificada na China e derivada de SARS-CoV (ZHOU et al., 2020), hipó-

tese que é sustentada pela fato de que ambos SARS-CoV e MERS-CoV, de maior importância

epidemiológica, possuem origem e reservatório em morcegos (LI et al., 2005; MOHD; AL-

TAWFIQ; MEMISH, 2016; ZHOU et al., 2020). 

Se levarmos  em consideração os  surtos  anteriores  de  Betacoronavírus,  como o  de

2002-2003 para SARS-CoV e os de 2013-2016 para MERS-CoV, além de se originarem em

morcegos, estes vírus contaram com outros mamíferos como intermediários (civetas e drome-

dários, respectivamente) entre estes e os seres humanos, o que levou diversos grupos a propor

os mais prováveis intermediários entre o novo coronavírus e o homem (RABI et al., 2020).

Três estudos mais recentes também buscaram aprofundar a discussão em relação a origem de

SARS-CoV-2 e demonstraram, através de análises filogenéticas detalhadas, que sua origem

pode ser reconstruída a partir de variantes que circulam em espécies de morcegos do gênero

Rhinolophusi, e que as amostras obtidas dos primeiros pacientes afetados apontam como epi-

centro e marco zero o mercado Huanan Seafood Wholesale Market, em Wuhan, onde havia a

venda e contato direto com animais silvestres passíveis de carregarem variantes de coronaví-

rus (LYTRAS et al., 2022; PEKAR et al., 2022; WOROBEY et al., 2022).

SARS-CoV-2 é um vírus de transmissão respiratória que causa a doença infectoconta-

giosa  COVID-19 (do inglês  Coronavirus  Disease  2019).  Pacientes  portadores  tipicamente
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apresentam um período de incubação que pode durar até 14 dias, com média de 5 dias para o

aparecimento dos primeiros sintomas, que incluem, mas não se limitam a febre, tosse seca, fa-

diga, dispneia, mialgia, desordens gastrointestinais (majoritariamente diarreia e náusea), perda

de paladar e olfato e falta de ar (JIANG et al., 2020; SUN et al., 2020). É esperada para a mai-

oria dos pacientes positivos para a COVID-19 uma evolução de leve a moderada, e os sinto-

mas podem persistir de uma a duas semanas. Uma parcela relevante dos infectados pode ser

assintomática, o que facilita o espalhamento do vírus e dificulta as medidas de contenção. Pa-

cientes que evoluem para a forma grave da COVID-19 necessitam de tratamento em unidade

intensiva (UTI) com o uso de respiradores (ZHOU et al., 2020). Com o aparecimento das va-

riantes, houveram mudanças significativa no período de incubação, na sintomatologia, nos

marcadores clínicos e na gravidade da doença (ONG et al., 2021; HUANG et al., 2021; CH-

RISTENSEN et al., 2022; JASSAT et al., 2022).  

Em termos de achados radiológicos, segundo observações de Guan e colaboradores

(GUAN et al., 2020), mais de 86% das Tomografias Computadorizadas (CT scans) realizadas

em pacientes chineses no momento de sua admissão nos hospitais se apresentaram alteradas,

sendo a Opacidade em Vidro-Fosco e a Opacidade Irregular Bilateral as anomalias mais co-

muns. No que se diz respeito a achados laboratoriais, foram observados níveis elevados de

proteína C-reativa na maioria dos pacientes, bem como níveis elevados de lactato desidroge-

nase, além de linfocitopenia, trombocitopenia, leucopenia e tempo de protrombina prolongado

(GUAN et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

1.2.2 SARS-CoV-2  

Em relação aos aspectos de sua virologia, SARS-CoV-2 é um vírus envelopado, esféri-

co e pertencente ao gênero dos Betacoronavirus (βCoVs), cujo virion mede entre 100 e 160

nm de diâmetro.  Seu genoma possui aproximadamente 30 kb de extensão e é formado por

moléculas de RNA fita simples de senso positivo (+ssRNA) com duas regiões bem definidas,

a extremidade 5’-replicase e a extremidade 3’-estrutural (Figura 2A) (CHAN et al., 2020). Na

extremidade 5’ do genoma viral, que cobre aproximadamente dois terços do total, encontram-

se as ORFs 1a e 1b, cada qual codifica uma poliproteína (pp1a e pp1b) passível de ser clivada

em ao menos 16 proteínas não-estruturais (no total, nsp1 – 16), enquanto na extremidade 3’,

as ORFs restantes são traduzidas a partir de 9 RNAs mensageiros subgenômicos em cerca de
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13 proteínas. É nessa região que se encontram codificadas as 4 proteínas estruturais do vírus:

a glicoproteína de superfície (ou spike, S), a glicoproteína de membrana (M), a fosfoproteína

do nucleocapsídio (N) e a proteína do envelope (E). Além das proteínas estruturais, na extre-

midade 3’ do genoma viral também estão presentes 9 fatores acessórios. Essa espécie não pos-

suí a hemaglutinina esterase (HE) (CHAN et al., 2020). A Figura 2B esquematiza a estrutura

básica da partícula viral de SARS-CoV-2.

 Fonte: RANDO et al., 2020.

Muito da biologia que envolve o ciclo viral de SARS-CoV-2 foi inicialmente elucidada

baseado na literatura sobre SARS-CoV-1, com quem compartilha ~80% de identidade estrutu-

ral (LU et al., 2020). SARS-CoV-1 utiliza a glicoproteína S sob a forma de um trímero para o

reconhecimento e a fusão junto membrana celular durante o processo de entrada (SIMMONS

et al., 2013). O receptor utilizado por SARS-CoV-1 é a enzima ACE2 (Angiotensin-Conver-

ting Enzyme type II) (XU et al., 2020). Durante o reconhecimento, o trímero S é clivado pela

ação de proteases da superfície celular em duas subunidades, S1 e S2, estando localizado na

subunidade S1 o domínio de reconhecimento do receptor (RBD), que se liga diretamente ao

domínio peptidase de ACE2, enquanto o domínio S2 é responsável pela fusão à membrana (LI

et al., 2005; BELOUZARD; CHU; WHITTAKER, 2009; SIMMONS et al., 2013). A estrutura

da glicoproteína S de SARS-CoV-2 foi satisfatoriamente determinada por Microscopia Crio-

Figura  2. Estrutura geral do genoma e do virion de SARS-CoV-2.  a) Estrutura do genoma,
com indicação da localização dos genes estruturais, acessórios e não-estruturais. b) Estrutura
da partícula viral madura, mostrando a localização relativa das proteínas estruturais, material
genético e envelope viral.
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Eletrônica no início de março de 2020 revelando que a estrutura é otimizada para a interação

com o receptor ACE2, com uma ligação cerca de 10 vezes mais forte se comparada a SARS-

CoV e uma constante de dissociação de (Kd) de aproximadamente 15 nM (WRAPP et al.,

2020; YAN et al., 2020; ANDERSEN et al., 2020).

1.2.3 A glicoproteína   Spike  

Como já comentado, SARS-CoV-2 utiliza a glicoproteína Spike, uma proteína de fu-

são de classe I, como porta de entrada para a infecção de suas células hospedeiras. A proteína

S é uma proteína transmembranar encontrada no envelope viral na forma de homotrímeros.

Há duas porções distintas na proteína S: a cabeça (ou head), que tende a morfologia globular,

e o pedestal (ou stalk), mais  helicoidal/fibroso (Figura 3A).  Cada protômero individual que

compõe o trímero S maduro possui 1273 aminoácidos de extensão  e é fisicamente dividido

em duas subunidades funcionais: S1 e S2 (WRAPP et al., 2020). A divisão da proteína S em

suas subunidades ocorre durante a passagem da mesma pelo retículo endoplasmático da célula

hospedeira, durante a fase final da infecção celular, e é ocasionada pela ação da protease furi-

na, que reconhece uma sequência específica de aminoácidos, a sequência 681-PRRAR↓S-686,

e cliva cada uma das três unidades Spike entre os aminoácidos R685 e S686 (CHENG et al.,

2020).
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Fonte: adaptada de GHORBANI; BROOKS; KLAUDA, 2021.

As subunidades da proteína S possuem funcionalidades distintas e essa primeira cliva-

gem é tida como uma das vantagens evolutivas que tornam SARS-CoV-2 mais infeccioso que

seu antecessor, o vírus SARS-CoV-1 (ANDERSEN et al., 2020). A subunidade S1 compreen-

de os aminoácidos 14 a 685 (considerando que de 1 – 13 nós temos o peptídeo sinal que dire-

ciona a mesma ao retículo endoplasmático) e é composta por dois domínios: o Domínio N-ter-

minal (NTD, aa 14 – 305), e o Domínio de Ligação ao Receptor (RBD, aa 319 - 541), sendo

sua função, consequentemente, o reconhecimento do receptor e a ligação do vírus na super-

fície da célula em que este está prestes a infectar (LAN et al., 2020). A subunidade S2, por sua

vez, compreende os aminoácidos 686 a 1273 e é formada pelo Peptídeo de Fusão (FP), pelos

Heptad Repeats 1 e 2 (HR1 e HR2), pelo Domínio Transmembranar (TMD) e pela porção ci-

toplásmica (CP). Os HRs e a porção TMD são responsáveis pela sustentação da estrutura da

proteína e pela ancoragem dessa no envelope viral, enquanto o FP media o processo de fusão

Figura 3. Aspectos estruturais da glicoproteína Spike de SARS-CoV-2. a) Modelo tridimensi-
onal completo (head + stalk) da proteína ancorada em uma bicamada lipídica com destaque
para os domínios N-terminal (NTD, azul), de ligação ao receptor (RBD, vermelho), Heptad
Repeat 2 (HR2, turquesa), transmembranar (TM, azul marinho) e citoplásmico (CP, roxo),
além do sítio de clivagem da furina. b) Localização das glicosilações conhecidas na proteína
S, sendo as complexas marcadas em amarelo-ouro, as híbridas em roxo, as de alto teor de ma-
nose em verde-musgo e as O-glicosilações em vermelho.
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do envelope viral na membrana da célula hospedeira ou na membrana do endossomo, a de-

pender do processo de invasão disparado (WRAPP et al., 2020; CAI et al., 2020).

Para infectar uma célula, SARS-CoV-2 utiliza como receptor celular a também glico-

proteína ACE2, enzima transmembranar componente do ciclo de regulação da pressão sanguí-

nea Renina-Angiotensina-Aldosterona e responsável por converter angiotensina II em angio-

tensina 1-9 (DONOGHUE et al., 2000; YAN et al., 2020). ACE2 é uma proteína produzida

por diversos órgãos e tecidos e encontra-se majoritariamente nos pulmões, córnea, rins e cora-

ção (SUN et al., 2020), fato que, em partes, explica o tropismo de SARS-CoV-2 para estes ór-

gãos.

Além da clivagem em S1/S2, a proteína S passa por mais dois outros tipos de modifi-

cação pós-traducional extremamente importantes para sua estrutura/função. Uma dessas mo-

dificações ocorre durante o processo de fusão do envelope viral com a membrana celular e

corresponde a mais uma clivagem, desta vez na região conhecida como S2’ (BESTLE et al.,

2020). Essa segunda clivagem libera o peptídeo de fusão e é mediada pela protease membra-

nar TMPRSS2, ativando os eventos de fusão entre o envelope viral e a membrana plasmática

e garantindo a invasão do vírus (HOFFMANN et al., 2020). O terceiro tipo de modificação

corresponde a suas glicosilações.

A extensa presença de carboidratos em proteínas de superfície de vírus patógenos de

mamíferos é um fato bem conhecido (VIGERUST; SHEPHERD, 2007). A glicosilação de

múltiplos sítios na proteína Spike de SARS-CoV-2 já era esperada antes mesmo da publicação

das primeiras estruturas experimentais, uma vez que tanto SARS-CoV-1 quanto MERS-CoV,

bem como diversos outros coronavírus, possuem uma elevada carga de glicídios em suas pro-

teínas S (CHO et al., 2021). Conhecer a localização e a composição destes carboidratos é es-

sencial se desejamos entender aspectos biológicos do vírus, como sua estrutura, sua capacida-

de infectiva e a evasão do sistema imune proporcionada pelos açúcares (BAGDONAITE;

WANDALL, 2018).

Quando as primeiras sequências genômicas de SARS-CoV-2 foram publicadas, 22 sí-

tios de N-glicosilação foram preditos na proteína S, e todos eles foram experimentalmente

confirmados (WATANABE et al., 2020). Além das N-glicosilações, também foram identifica-

dos alguns O-glicopeptídeos em menor extensão (SHAJAHAN et al., 2020; SANDA; MOR-

RISON; GOLDMAN, 2021). Os principais açúcares detectados como componentes dos glica-

nos da Spike são a hexose, a fucose, a galactose, o ácido siálico, a N-acetilglicosamina, a ma-

nose e a N-acetilgalactosamina, que formam estruturas com alto teor de manose, híbridas,

complexas, dentre outras. A distribuição das glicosilações ao longo da proteína S não é homo-
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gênea, estando elas concentradas na subunidade S1 (exceto o RBD), e no entorno do HR2,

como pode ser observado na Figura 3B (WATANABE et al., 2020; SHAJAHAN et al., 2020;

ZHANG et al., 2021; SANDA, MORRISON; GOLDMAN, 2021).

É interessante ressaltar que, assim como a composição de aminoácidos da glicoproteí-

na Spike não é fixa e se altera conforme o vírus adquire mutações em seu genoma, a composi-

ção de carboidratos também não é fixa. Esse fato se deve a basicamente três mecanismos: (1)

a própria variação na sequência de aminoácidos pode alterar a posição de sítios favoráveis a

ação de transferases; (2) estes sítios não necessariamente serão ocupados em 100% das vezes;

e (3) a ocupação deles pode variar entre diversos carboidratos diferentes, o que já foi observa-

do (XU et al., 2020; ZHANG et al., 2021; SANDA, MORRISON; GOLDMAN, 2021). Essa

variação também impacta diretamente na imunidade gerada contra a proteína S e deve ser le-

vada em consideração se desejamos aplicar essa estrutura, bem como sítios específicos da

mesma, em formulações vacinais e plataformas para avaliar a resposta imunológica gerada.

Como discutido acima, essas glicosilações possuem diversos propósitos que ainda se encon-

tram sob investigação.

1.3 Epítopos de Célula B: estrutura, predição e aplicações

Por ser a porta de entrada do vírus na célula hospedeira, a proteína Spike tem recebido

atenção especial quanto ao desenvolvimento de vacinas, tratamentos e métodos diagnósticos

que visam tentar mitigar a pandemia e seus efeitos (KRAMMER, 2020; BROWN; MCCUL-

LOUGH, 2020). Diversos estudos que acompanharam pacientes recuperados da doença iden-

tificaram vários anticorpos neutralizantes direcionados contra vários epítopos na proteína S

(LIU et al., 2020; WAJNBERG et al., 2020; BARNES et al., 2020). Quando um anticorpo re-

conhece e se liga a um antígeno, a região específica a partir da qual são formadas as intera-

ções entre o paratopo do anticorpo e o epítopo do antígeno é chamada de determinante anti-

gênico ou epítopo de célula B (POTOCNAKOVA; BHIDE; PULZOVA, 2016). 

Epítopos de célula B são estruturas com potencial aplicação no desenvolvimento de

novas vacinas, na produção de anticorpos recombinantes, no desenvolvimento de novos méto-

dos diagnósticos ou mesmo na pesquisa científica para caracterizar a resposta imune contra

determinada  estrutura  imunogênica  (SANCHEZ-TRINCADO;  GOMES-PEROSANZ;  RE-

CHE, 2017; LIU; SHI; LI, 2020). Existem dois tipos de epítopos de célula B: os epítopos line-
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ares, formados por resíduos de aminoácidos que se apresentam de forma sequencial na estru-

tura primária da proteína, e os epítopos conformacionais, formados por aminoácidos que se

encontram distantes na estrutura primária da proteína, mas são trazidos para perto uns dos ou-

tros pelo folding da mesma e permanecem neste estado pelas interações intracadeia polipep-

tídica (SANCHEZ-TRINCADO; GOMES-PEROSANZ; RECHE, 2017). 

Dada sua importância e aplicabilidade, um dos grandes desafios da imunologia foi

tentar prever, de forma acurada, quais resíduos de aminoácidos ou regiões de uma proteína fa-

zem parte de um epítopo de célula B, e diversas ferramentas computacionais foram desenvol-

vidas para tal (POTOCNAKOVA; BHIDE; PULZOVA, 2016). A predição de epítopos linea-

res é a que concentra a maior parte dos métodos, mesmo que estes epítopos representem ape-

nas cerca de 10% do total de epítopos de célula B, entretanto, algumas vantagens de se traba-

lhar com epítopos lineares podem ser citadas, como a relativa fácil obtenção dos mesmos atra-

vés de estratégias de síntese de peptídeos e de biologia molecular, o que otimiza sua aplicação

no desenvolvimento de imunizantes e testes diagnósticos, além da possibilidade de reconheci-

mento por anticorpos mesmo com a desnaturação do epítopo, uma vez que estes estarão dire-

cionados para a sequência e não para a distribuição espacial dos mesmos, o que não é verda-

deiro para epítopos conformacionais (VAN REGENMORTEL, 2009; SANCHEZ-TRINCA-

DO; GOMES-PEROSANZ; RECHE, 2017). 

Os primeiros métodos para predição de epítopos lineares se baseavam em escalas de

propensão e probabilidade de determinado aminoácido ser ou não parte de um epítopo de cé-

lula B de acordo com suas características físico-químicas como flexibilidade, hidrofobicidade,

acessibilidade superficial, e/ou de acordo com a frequência estatística de aparecimento do re-

síduo em epítopos experimentalmente validados, como é o caso do método de Kolaskar &

Tongaonkar e do método PREDITOP (PELLEQUER; WESTHOF, 1993; KOLASKAR; TON-

GAONKAR, 1990; SANCHEZ-TRINCADO; GOMES-PEROSANZ; RECHE, 2017). Alguns

trabalhos foram desenvolvidos para validar a acurácia de predição destes métodos e todos

concluem que se basear em escalas de propensão apenas traz resultados pobres e ligeiramente

superiores à escolha randômica entre epítopos e não epítopos (BLYTHE; FLOWER, 2005;

ANSARI;  RAGHAVA,  2013;  SANCHEZ-TRINCADO;  GOMES-PEROSANZ;  RECHE,

2017).

No intuito de melhorar a capacidade de predição, novos métodos baseados em inteli-

gência artificial e aprendizado de máquina foram introduzidos. A ideia geral por trás destes al-

gorítimos é, em primeiro lugar, obter bancos de dados contendo epítopos e não epítopos vali-

dados experimentalmente, seja por técnicas bioquímicas, imunológicas ou estruturais, e então
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parametrizar as características básicas destes epítopos para que as mesmas possam ser utiliza-

das no treinamento de algorítimos de aprendizado de máquina (ANSARI; RAGHAVA, 2013).

Aplicações como BepiPred, BepiPred 2.0, ABCpred, Bcepred, iBCE-EL e DLBEpitope foram

desenvolvidas, validadas e gratuitamente disponibilizadas através de servidores web para se-

rem utilizadas pela comunidade científica (SAHA; RAGHAVA, 2004; LARSEN; LUND; NI-

ELSEN, 2006; SAHA; RAGHAVA, 2006; JESPERSEN et al., 2017; MANAVALAN et al.,

2018; LIU; SHI; LI, 2020).

Mesmo com a melhora na acurácia de predição obtida pela implementação da inteli-

gência artificial, o uso dessas ferramentas de forma isolada, apesar de válido, deve ser consi-

derado com cautela. Epítopos são estruturas tão ou mais complexas quanto seus antígenos ori-

ginários e carregam características únicas em termos de composição, estrutura e propriedades.

Ter como alvo apenas  a estrutura primária do antígeno significa deixar de lado uma porção

grande e importante das características inerentes à esse alvo, como é o caso da glicoproteína

Spike. Informações relacionadas à estrutura, interações intra e intermoleculares, modificações

pós-traducionais e ao comportamento dinâmico podem ser perdidas, mesmo sendo determi-

nantes em processos bioquímicos como o reconhecimento antígeno-anticorpo (MARIUZZA;

PHILLIPS; POLJAK, 1987; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2022).

1.4 Estudos atomísticos de Dinâmica Molecular

Sistemas biomoleculares não são estáticos, eles se movimentam ao longo do tempo de

acordo com as forças que são exercidas sobre os mesmos. Determinar e analisar o movimento

de uma biomolécula na escala atômica é de extrema importância se desejamos entender mais

detalhes sobre sua estrutura e função, pois esse movimento molecular é inerente a todos os

processos físicos e químicos em que o sistema está envolvido (KLEPEIS et al., 2009; OLI-

VEIRA, 2013). O movimento dinâmico de um sistema biomolecular pode ser estudado atra-

vés de experimentos de Dinâmica Molecular (MD). As simulações de MD empregam algoríti-

mos desenvolvidos para calcular a evolução dinâmica de cada átomo do sistema ao longo do

tempo, ou seja, mapear sua trajetória baseada nas forças aplicadas e nas interações permitidas

entre os átomos, descritas matematicamente pelos chamados Campos de Força (GONZÁLEZ,

2011). 
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O primeiro requisito e muitas vezes o mais difícil de se obter para um estudo atomísti-

co de MD é a descrição detalhada e de qualidade das posições iniciais de cada átomo compo-

nente da biomolécula (ou sistema) que se deseja estudar. Essas coordenadas podem ser deter-

minadas por técnicas experimentais de biologia estrutural como Cristalografia por Difração de

Raios-X,  Ressonância  Magnética Nuclear  (NMR),  Microscopia Crioeletrônica (Cryo-EM),

dentre outras, ou por estratégias de bioinformática, como Modelagem por Homologia, e etc. O

segundo requisito são as velocidades iniciais, atribuídas a partir da temperatura que seleciona-

mos para nossos experimentos e distribuídas aleatoriamente entre os átomos do sistema via

aproximação de Maxwell-Boltzmann (MOTTIN, 2015).

Tendo em mãos as coordenadas iniciais r⃗ i( t=0) e as velocidades iniciais v⃗ i( t=0)

de cada átomo do sistema, e estabelecendo um Campo de Força que descreve como estes irão

interagir entre si e como a energia potencial será distribuída dentro da caixa de simulação, cal-

culam-se a força e a aceleração individual dos átomos seguindo a segunda Lei de Newton:

   F⃗ i=mi⋅a⃗ i  (1)

que também podem ser escrita como:

     a⃗ i=
F⃗i

mi

 (1.1)

Uma vez que a aceleração instantânea do átomo i a⃗ i nada mais é que a derivada de

sua velocidade instantânea v⃗ i , e que esta é a derivada da posição r⃗ i do átomo i no tempo

t, a equação (1) pode ser reescrita como:

   F⃗ i=mi⋅a⃗ i=mi⋅
∂ ² r i

∂ t ²
 (2)

Tendo em vista que a equação (2) é uma equação diferencial, sua solução pode ser ob-

tida através da integração da mesma, entretanto, como não é possível determinar estes parâ-

metros para todos os possíveis intervalos de tempo, é necessário integrar através de diferenças

finitas, uma vez que os experimentos de dinâmica molecular acontecem em pequenos passos

de tempo Δt, na ordem os femtosegundos, logo, uma integração numérica deve ser aplicada

em cada um deles (OLIVEIRA, 2013). O algorítimo de Verlet é um dos métodos mais ampla-

mente utilizados na integração numérica por diferenças finitas das equações do movimento

em simulações de MD (VERLET, 1967).  Com o método de Verlet, chegamos às seguintes

aproximações para o cálculo das velocidades e acelerações (equação 3), e das posições (equa-

ção 4):

v⃗ i( t+Δ t) = v⃗ i( t) + a⃗ i( t)⋅∆ t  (3)
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r⃗ i( t+Δ t) = r⃗ i( t) + v⃗ i( t)⋅Δ t +
a⃗ ( t)⋅Δ t ²

2
 (4)

Uma vez estabelecidas essas relações, a cada novo passo tempo ∆t é possível atualizar

as posições ( r⃗i ), velocidades ( v⃗ i ) e acelerações ( a⃗i ) dependentes do tempo para o

átomo i com base no passo anterior t + ∆t. O calculo é repetido durante o decorrer da simula-

ção, e com o conjunto destes dados salvos em intervalos regulares temos o resultado de todo

experimento de MD: a trajetória dos átomos do sistema em relação ao tempo.

É imprescindível ressaltar que a trajetória gerada é nossa amostragem do sistema, por-

tanto, esta deve possuir uma extensão temporal adequada para as análises propostas, para que

a evolução dinâmica de nosso sistema calculada permita que este visite um conjunto represen-

tativo das configurações/conformações possíveis dentro dos parâmetros especificados (Campo

de Força, sistema solvente, íons, presença de outras moléculas, etc) (OLIVEIRA, 2013). Por

fim, com a trajetória em mãos, é possível calcular algumas propriedades macroscópicas obser-

váveis do sistema através de aproximações da mecânica estatística, uma vez que, como já co-

mentado, as forças resultantes agindo sobre o sistema podem ser descritas como uma função

da energia potencial do sistema, de acordo com a equação:

F⃗i = −∇ iU (r⃗1(t) , r⃗2(t) , ..., r⃗n(t ))  (5)

onde F⃗i representa  a  força  resultante  agindo  sobre  o  átomo  i,  e

−∇ iU (r⃗1(t) , r⃗2(t) , ..., r⃗n(t )) representa o gradiente  da energia  potencial U do sistema

em estudo, em relação as coordenadas do átomo i, que é função das posições de todos os áto-

mos que o compõe. Nota-se que esse gradiente é negativo pois a energia potencial está sendo

aplicada através das forças agindo sobre os átomos do sistema para desencadear seu movi-

mento.

Em nosso estudo, foi empregado o software Amber 2018, que reúne um conjunto de

diferentes programas e ferramentas voltados para a simulações atomísticas via mecânica mo-

lecular e mecânica quântica. No Amber é possível escolher entre uma miríade de diferentes

campos de força para experimentos  com moléculas  orgânicas,  inorgânicas e  biomoléculas

(DNA, RNA, carboidratos, lipídeos e proteínas) em vários sistemas solventes. Para distribuir

a energia potencial através das diferentes interações permitidas entre os átomos do sistema,

um campo de força interpretado pelo Amber deve, ao menos, especificar parâmetros ligados

da mecânica molecular e não ligados, sendo estes últimos baseadas nos potenciais Coulumbi-

cos e de Lennard-Jones, normalmente otimizadas a partir de dados experimentais de química
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quântica (SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2012). Neste sentido, a energia potencial

E(r⃗i) relacionada ao átomo i em determinada coordenada r⃗ i é definida em termos de:

E(r⃗i) = ELigação + ETorção + EAngular + ENão−ligada    (6)

ou seja, ela é dependente das energias de ligação, de torção (diédrica), angular e não-

ligada entre o átomo i e os outros átomos do sistema. Em azul nós temos os termos ligados e

em vermelho o termo não-ligado (que engloba o potencial Coulumbico e o de Lennard-Jones).

Cada uma das energias acima pode ser decomposta matematicamente de acordo com as equa-

ções: 

ELigação = ∑
Ligações

k b

2
(r−r 0) ²    (6.1)

ETorção = ∑
Torções

Vn

2
[1+cos(n ϕ−γ1)]   (6.2)

EAngular = ∑
Ângulos

kθ(θ−θ0) ²    (6.3) 

ENãoligada = ∑
i> j

f ij (
Aij

rij
12

−
Cij

r ij
6
+

q i q j e ²

4πε0 rij

)    (6.4)

Um protocolo típico de simulação por Dinâmica Molecular consiste em preparar a(s)

biomolécula(s) alvo e a caixa de simulação, minimizar a energia do sistema, equilibrar a tem-

peratura, e por fim calcular a trajetória (GELPI et al, 2015). A primeira etapa muito dependerá

da origem da estrutura alvo. Aqui, átomos/loops ausentes devem ser posicionados/modelados,

as cargas devem ser precisamente distribuídas entre os átomos, a caixa periódica deve ser cri-

ada com uma dimensão adequada ao sistema em estudo, o solvente, íons e demais moléculas

devem ser adicionados. No Amber, esta etapa pode ser feita empregando o módulo tleap (SA-

LOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2012). A minimização de energia é uma etapa crucial

para remover as tensões e constrições conformacionais do alvo que se originam de acordo

com o método aplicado na obtenção das coordenadas atômicas, sendo características destes,

uma vez que a determinação da estrutura ocorre, em grande parte das vezes, em condições não

fisiológicas (LINDAHL, 2015). Para minimizar a energia, o algorítimo de MD irá calcular o

gradiente da energia potencial do sistema até que seja atingido um mínimo local (JAABEN;

MOHAMEDALI; RANGANATHAN, 2019). Por fim, logo antes de iniciarmos nossa simula-

ção, a equilibração da temperatura (ou termalização do sistema) visa levarmos nosso sistema

até um ponto próximo ao estado de equilíbrio termodinâmico, ou seja, conduzi-lo gradativa-

mente a  uma conformação favorável  em determinada temperatura e  pressão (OLIVEIRA,

2013). Isso é feito aplicando um sistema barostato/termostato que irá aumentar gradativamen-
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te a temperatura  dentro da caixa de simulação (até a temperatura desejada),  em condições

NVT (com volume constante),  permitindo que o alvo alcance o equilíbrio sem fortes distor-

ções conformacionais ocasionadas por má distribuição de energia em pontos específicos do

sistema.

Tendo em mãos um sistema corretamente preparado, com energia minimizada e tem-

peratura equilibrada, inicia-se a produção da dinâmica, e para isto basta aplicar o método es-

colhido para a integração numérica das equações do movimento e salvar periodicamente as

posições ( r⃗i ), velocidades ( v⃗ i ) e acelerações ( v⃗ i ) dependentes do tempo para cons-

truir a trajetória. Esta etapa normalmente é feita em condições NTP (com pressão e temperatu-

ra constantes). Finalizada a etapa de produção da MD, a trajetória deve ser analisada e os pa-

râmetros relevantes ao trabalho calculados. No presente estudo, buscamos avaliar proprieda-

des bioquímicas/biofísicas dos epítopos que são relevantes ao processo de reconhecimento

molecular entre o paratopo de um anticorpo e o epítopo do antígeno e que podem ter um papel

crucial na capacidade dos mesmos de  induzir uma resposta de célula B e serem bons alvos

para a detecção de anticorpos anti-S.

1.5 Biossensores e suas aplicações

Detectar e quantificar componentes e processos biológicos é uma tarefa de extrema

importância para as ciências biomédica e biotecnológica, entretanto, converter uma informa-

ção biológica em um sinal observável é considerada uma atividade desafiadora, especialmente

devido à complexidade em se interfacear um componente eletrônico/óptico a um ambiente bi-

ológico (GRIESHABER et al., 2008). Um biossensor é justamente o dispositivo analítico ca-

paz de fazer esta ponte, responsável por converter determinada informação biológica em sinal

detectável (LOWE, 1984). Para funcionar, um biossensor depende da conexão de diversos

componentes, ilustrados na Figura 4 abaixo. Os principais são:

1. a unidade receptora, capaz de interagir com o analito de interesse presente na amostra

biológica;
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2. a interface elétrica, composta de materiais como polímeros, nanopartículas e nanoes-

truturas metálicas, e com arquitetura específica onde ocorrerá um evento biológico ca-

paz de emitir um sinal mensurável; 

3. o elemento transdutor, onde o sinal gerado na etapa anterior será amplificado e conver-

tido em sinal eletrônico por um circuito presente no equipamento de leitura; 

4. o software que irá compilar, processar e plotar os dados obtidos (GRIESHABER et al.,

2008).

Figura 4. Elementos básicos de um Biossensor. No primeiro quadro, há destaque para para al-
guns exemplos de amostras para as quais os biossensores podem ser aplicados. No segundo e
terceiro quadros, temos exemplos de unidades receptoras (a), de interfaces elétricas (b), am-
plificadores (c), processadores (d) e interfaces gráficas para exibição do(s) sinal(is) gerado(s)
(e).

Fonte: GRIESHABER et al., 2008.

Um exemplo de grande sucesso dos biossensores é o sensor destinado à aferição da

glicemia capilar. Medir com precisão os níveis sanguíneos de glicose é um procedimento ex-

tremamente importante para prevenção, diagnóstico e tratamento da Diabetes Mellitus, doen-

ça crônica caracterizada pelos níveis elevados e sustentados de açúcar no sangue devido a fal-

ta de produção do hormônio insulina (Tipo I) ou a resistência dos tecidos periféricos em res-

ponder à seus estímulos (Tipo II) (COLE; FLOREZ, 2020). A grande maioria dos biossenso-

res destinados a esse fim utilizam o método eletroquímico baseado na atividade de enzimas

como a glicose desidrogenase (GDH) ou a glicose oxidase (GOx), imobilizadas na superfície

de um eletrodo. Quando a glicose está presente na amostra, sua oxidação gera um fluxo de

elétrons que é detectado e amplificado pelo sistema. Como esse fluxo é diretamente proporci-
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onal à concentração de glicose, é possível inferir sobre os níveis presentes na amostra (YOO;

LEE, 2010). Gigantes farmacêuticas como a Abbott Laboratories e a divisão diagnóstica da

Hoffmann–La Roche têm participação importante neste mercado (HWANG et al., 2018).

Dentro do universo dos biossensores existem os imunossensores, onde a unidade re-

ceptora imobilizada na superfície do transdutor é um antígeno ou um anticorpo, e a detecção

do analito se baseia na interação dos mesmos. Antígenos e anticorpos são biomoléculas que

possuem altíssima afinidade entre si, na faixa de Kd = 10-12 mol.L-1, e se aproveitar deste fato

permite o desenvolvimento de sensores para uma ampla gama de aplicações que vão desde o

diagnóstico clínico à pesquisa científica e aplicações industriais (vide abaixo). A imobilização

de antígenos e anticorpos é possível em muitos materiais transdutores, o que garante diferen-

tes formas de detecção do sinal gerado, com destaque para os imunossensores eletroquímicos

(AIZAWA, 1991; KARUNAKARAN; PANDIARAJ; SANTHARAMAN, 2015). 

Estes sensores possuem grande notoriedade pois somam a elevada sensibilidade das

análises eletroquímicas com a elevada seletividade das interações antígeno-anticorpo. Os imu-

nossensores eletroquímicos apresentam diversas vantagens como sua versatilidade e simplici-

dade de uso, uma vez que eles dispensam a necessidade de estruturas laboratoriais complexas

e o operador pode fazer medições em praticamente qualquer lugar, os dados podem ser pro-

cessados diretamente por meio de conexões com um telefone celular ou com um dispositivo

simples, os resultados tendem a ser emitidos rapidamente usando pequenos volumes de amos-

tras (na faixa dos microlitros), com elevadas sensibilidade e especificidade, e custo acessível

(RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002; AYDIN; AYDIN; SEZGINTÜRK, 2019; CAS-

TILHO, 2022).

Algumas aplicações de destaque para os imunossensores eletroquímicos: 

• Detecção de Aflatoxina B1 em amostras de azeite de oliva (YU et al., 2015);

• Diagnóstico de Câncer de Ovário pela detecção antígeno CA-125 (GASPAROTTO et

al., 2017);

• Diagnóstico simultâneo da Doença de Chagas e da Leishmaniose Visceral pela detec-

ção de anticorpos anti-Trypanossoma cruzi e anti-Leishmania infantum (CORDEIRO

et al., 2020);

• Diagnóstico de Hepatite C pela detecção direta do Vírus da Hepatite C (HCV) em

amostra de soro (COSTA et al., 2019);

• Detecção  da  bactéria  patogênica  Salmonella  typhimurium (SALAM;  TOTHILL,

2008);
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• Detecção de atrazina, um herbicida tóxico para seres humanos e animais em amostras

ambientais (IONESCU et al., 2010);

Exemplificar tais aplicações é, na melhor das hipóteses, arranhar a superfície do vasto

universo de aplicações e variações dos imunossensores eletroquímicos. Uma vez mapeados e

caracterizados os epítopos antigênicos da proteína S, o último passo do trabalho foi testar uma

plataforma baseada em sensores imunoeletroquímicos para a detecção de anticorpos anti-S.

1.6 Justificativa

Identificar com acurácia epítopos individuais em estruturas antigênicas é um processo

exaustivo porém essencial para caracterizarmos novas doenças e a resposta imune associada,

sendo o ponto de partida para o desenvolvimento de novas formas de prevenção, tratamentos

e condutas  clínicas.  Dado que a  pandemia de COVID-19, causada pelo vírus  respiratório

SARS-CoV-2, atingiu violentamente o Brasil e ocasionou irreparáveis perdas humanas, soci-

ais e econômicas, uma resposta eficaz quanto ao manejo dos pacientes e ao desenvolvimento e

distribuição de novas vacinas, bem como a avaliação da cobertura vacinal através da caracte-

rização laboratorial da resposta anti-SARS-CoV-2 foi, permanece e será essencial. 

Dado o  knowhow de nosso grupo de pesquisa no desenvolvimento de biossensores

para o diagnóstico sorológico e molecular de doenças virais, como a Hepatite C (KENFE et

al., 2013; BIASOTO et al., 2019; COSTA et al., 2019), e considerando o exposto nesta breve

introdução, o presente trabalho buscou testar um método combinatório utilizando algorítimos

de predição de epítopos lineares de célula B que utilizem inteligência artificial para selecionar

os provável epítopos presentes na proteína Spike;  caracterizar estes sítios através de experi-

mentos de Dinâmica Molecular; obtê-los via síntese orgânica de peptídeos e por fim aplicá-los

no desenvolvimento de novas plataformas inovadoras baseadas em sensores eletroquímicos

baratos e de alta sensibilidade tanto para a triagem de pacientes recém ou previamente infecta-

dos, quanto para a avaliação da resposta imunológica produzida por vacinas experimentais.
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6 CONCLUSÕES

• A partir da estratégia combinatória para predição de epítopos lineares de célula B pro-

posta e testada no trabalho, 13 potenciais sítios imunodominantes foram encontrados

na glicoproteína Spike;

• Com análises de bioinformática complementares, foi possível avaliar a identidade es-

trutural destes sítios frente a proteína S de SARS-CoV-1 e de MERS-CoV, além do

acúmulo de mutações em decorrência do surgimento das variantes do vírus (Apêndice

E);

• Com os experimentos atomísticos de Dinâmica Molecular, dentro das limitações do

método e de nosso poder computacional, foi possível caracterizar propriedades bioquí-

micas e biofísicas importantes ao processo de interação antígeno-anticorpo que são

inerentes aos epítopos preditos, e com isso avaliar quais seriam os melhores alvos para

a validação experimental;

• Os epítopos E7, E8, E9 e Controle foram satisfatoriamente obtidos pela estratégia de

SPPS implementada e validada no laboratório, sendo a identidade molecular dos pro-

dutos de síntese confirmada por Espectrometria de Massas e o perfil cromatográfico

dos epítopos Controle e E7 obtido via HPLC;

• O epítopo E7 foi satisfatoriamente aplicado na validação inicial da plataforma de de-

tecção de anticorpos anti-S em biossensor imunoeletroquímico com resultados preli-

minares promissores;
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7 PERSPECTIVAS

• Obter os perfis cromatográficos dos epítopos E8 e E9;

• Purificar, quando necessário, os epítopos sintetizados através de Cromatografia Líqui-

da de Alta Eficiência (CLAE/HPLC) semipreparativa;

• Avaliar a estrutura global em solução dos peptídeos sintetizados através de Dicroísmo

Circular;

• Funcionalizar mais sensores e realizar as medições com mais replicadas e com signifi-

cância estatística;
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