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RESUMO 

 

Oliveira, JR. Identificação de peptídeos-alvo de anticorpos contra a proteína RBD do 

vírus SARS-CoV-2 em indivíduos convalescentes e vacinados [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

O vírus SARS-CoV-2 surgiu na China em 2019, com altos níveis de propagação, e três 

anos após o início da pandemia é responsável por 670 milhões de casos reportados. 

Apesar da baixa letalidade já provocou 6,8 milhões de mortes. A entrada do SARS-CoV-

2 nas células hospedeiras é mediada pela ligação da enzima conversora de angiotensina-

2 (ECA2) com a região Receptor Binding Domain (RBD) localizada na Subunidade S1 

da glicoproteína Spike, região alvo de anticorpos neutralizantes. Com essas informações 

em mente, mapeamos os anticorpos para a proteína RBD presentes no soro de 71 

pacientes convalescentes da primeira onda de COVID-19 e de 18 indivíduos vacinados 

seguindo o regime vacinal de duas doses de Coronavac seguidas de um booster com a 

vacina miRNA-273. Visamos definir o perfil imunológico destes indivíduos e identificar 

possíveis peptídeos imunodominantes e a correlação com os títulos de anticorpos 

neutralizantes. Para isso, utilizamos os seguintes métodos: ELISA para detecção de 

anticorpos IgG anti RBD, ensaio de neutralização viral (VNT) para detecção de 

anticorpos neutralizantes e ensaio de microarray para identificar peptídeos específicos da 

proteína. Parte de nossos resultados mostraram consonância com a literatura: correlação 

positiva entre títulos de RBD e neutralização. De forma inédita, detectamos um grupo de 

epítopos imunodominantes reconhecidos por mais de 30% dos indivíduos, que diferem 

entre as coortes e estão dentro de regiões conservadas entre os betacoronavírus. Destes, 

apenas um peptídeo, P44 (S415-429), foi reconhecido por 68% dos convalescentes e 

apresentou reatividade IgG e IgA correlacionada com os títulos de anticorpos 

neutralizantes, sugerindo que essa é uma região importante na RBD e potencial alvo de 

atividade neutralizante. Esse peptídeo faz contato com a ECA2 e abriga o sítio de mutação 

K417 presente nas variantes Beta, Gamma e Ômicron. O perfil de epítopos dos indivíduos 

vacinados se difere dos convalescentes, sendo mais diverso. Ainda, as regiões 

imunodominantes reconhecidas pelos vacinados coincidem com os sítios de mutação 

encontrados na variante Ômicron BA.1, que emergiu após a vacinação. Nossos dados 

mostram que a pressão imunológica exercida pelos anticorpos imunodominantes podem 

favorecer a seleção de mutações e a posterior seleção de variantes capazes de evadir a 

resposta imune. 

 

Palavras-chave: Epítopos Imunodominantes; Mutação; Pressão Imunológica; 

Betacoronavírus; COVID-19; Anticorpos neutralizantes. 

  



 

ABSTRACT 

 

Oliveira, JR. Identification of antibody-targeted peptide epitopes against the RBD protein 

of the SARS-CoV-2 virus in convalescent and vaccinated individuals [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

The SARS-CoV-2 virus emerged in China in 2019, with high levels of transmission, and 

three years after the start of the pandemic, it has been responsible for 670 million reported 

cases. Despite its low lethality, it has already caused 6.8 million deaths. The entry of 

SARS-CoV-2 into host cells is mediated by the binding of the angiotensin-converting 

enzyme 2 (ACE2) to the Receptor Binding Domain (RBD) region located in the S1 

Subunit of the Spike glycoprotein, a target region of neutralizing antibodies. With this 

information in mind, we mapped the antibodies against the RBD protein present in the 

serum of 71 COVID-19 convalescent patients and 18 vaccinated following the two-dose 

vaccine regimen of two Coronavac doses followed by a booster with miRNA-273 vaccine 

to define the immunological profile of these individuals and identify possible 

immunodominant peptides that could indicate a biomarker. To do this, we used the 

following methods: ELISA assay for the detection of anti-RBD IgG antibodies, viral 

neutralization assay (VNT) for the detection of neutralizing antibodies and a microarray 

assay to identify specific peptides of the protein. Our results were consistent with the 

literature: a positive correlation between RBD titers and neutralization. We detected a 

group of immunodominant epitopes recognized by more than 30% of individuals, which 

differ between cohorts and are within conserved regions among betacoronaviruses. Of 

these, only one peptide, P44 (S415-429), was recognized by 68% of convalescents and 

showed IgG and IgA reactivity correlated with neutralizing antibody titers, suggesting 

that this is an important region in the RBD and a potential target for neutralizing activity. 

This peptide is localized within a contact region with the ACE2 receptor and harbors the 

K417 mutation site present in the Beta, Gamma, and Omicron variants. The epitope 

profile of vaccinated individuals is different from convalescents, with a more diverse 

repertoire. Furthermore, the immunodominant regions recognized by vaccinees coincide 

with the mutation sites found in the Omicron BA.1 variant, which emerged after mass 

vaccination. Our data show that immune pressure induced by immunodominants 

antibodies may favor mutation in hotspots and subsequent selection of variants capable 

of evading the immune response. 

 

Keywords: Angiotensin-Converting Enzyme 2; Neutralizing 

Antibodies; Betacoronavirus; Epitopes; Immunodominant Epitopes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dados epidemiológicos da COVID-19, vacinação e suas variantes no Brasil 

No final de 2019, um novo coronavírus denominado SARS-CoV-2 (do inglês, 

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) emergiu na cidade de Wuhan, China, e 

causou um surto de pneumonia viral altamente transmissível. Foi denominada pela OMS 

(Organização Mundial da Saúde) como a doença do coronavírus (COVID-19, do inglês, 

Coronavirus Disease 2019). A síndrome respiratória espalhou-se rapidamente e deu origem 

a uma pandemia global ultrapassando rapidamente SARS-CoV (do inglês, Severe Acute 

Respiratory Syndrome) e MERS-CoV (do inglês, Middle East Respiratory Syndrome) em 

termos de número de infectados e alcance territorial das áreas epidêmicas (1,2).  

Segundo o Ministério da Saúde, o Brasil registrou o primeiro caso no dia 26 de 

fevereiro de 2020. À data da escrita desta tese, o número de casos documentados ultrapassa 

os 670 milhões e mais de 6,8 milhões de casualidades. No Brasil, o país sofreu com mais de 

36,5 milhões de casos e 690 mil mortes (3).  

Apesar da existência consolidada do Plano Nacional de Vacinação, o Brasil foi 

considerado atrasado no cenário de produção de vacinas em consequência do contexto 

político existente em torno da pandemia. Quatro vacinas foram aprovadas para uso no Brasil 

à data da coleta de amostras: AstraZeneca e Janssen, vacinas de vetores virais; Pfizer 

(miRNA-273), vacina de mRNA (ácido ribonucleico mensageiro); e Coronavac, vacina de 

vírus inativado. As vacinas usadas neste estudo, Pfizer e Coronavac, são administradas via 

intramuscular por meio de duas doses e possuem eficácia de 95% e 50%, respectivamente. O 

esquema vacinal adotado foi de duas doses de Coronavac (com intervalo de 4 semanas entre 

as doses) seguidas de um booster com a miRNA-273 após o intervalo de 4 meses (4). O 

cronograma vacinal e de aparecimento de variantes encontra-se ilustrado no anexo. 

Atualmente, a cobertura vacinal no Brasil é de 85% de vacinados com a primeira dose, 80% 

com a segunda dose ou vacinas de dose única, e apenas 50,5% vacinados com as doses de 

reforço (5). 
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A OMS acompanha a evolução do SARS-CoV-2 e avalia fatores como 

transmissibilidade, alterações fenotípicas, virulência e propagação. As linhagens virais que 

podem requerer intervenções em saúde pública foram classificadas como VOC (do inglês, 

variant of concern), VOI (do inglês, variant of interest) ou VUM (do inglês, variant under 

monitoring)(6).  

No Brasil, a epidemia foi caracterizada por ondas alimentadas pela emergência de 

VOCs como a Gamma/P.1 (janeiro 2021) e Delta (junho 2021), seguidas de uma queda nos 

casos reportados, provável resultado da vacinação (>50% de cobertura nacional) e imunidade 

adquirida pela infecção pelas variantes anteriores (7). A variante Omicron (B.1.1.529) 

emergiu na África do Sul em novembro de 2021 e rapidamente substituiu a variante Delta 

em âmbito nacional e internacional, alertando o mundo em função de seu número exorbitante 

de mutações: a maioria localizada na proteína Spike e associadas com escape imunológico(8–

10).  

1.2 O vírus SARS-CoV-2 e sua estrutura 

Os Coronavírus são um grupo de vírus diversos que infectam diversos animais e 

podem causar infecção respiratória leve a grave em humanos. Em 2001 e 2012, 

respectivamente, dois coronavírus altamente patogênicos de origem zoonótica, o SARS-CoV 

e o MERS-CoV emergiram em humanos causando doença respiratória fatal e tornando os 

coronavírus emergentes um problema de saúde pública no século 21 (11).  

O SARS-CoV-2 é um betacoronavírus RNA de fita simples (+ssRNA), e 

compartilha 79% de semelhança com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV, assim como 

a mesma organização estrutural. Sua estrutura é composta por seis domínios funcionais ORF 

(do inglês, open reading frame), que estão arranjados em ordem 5’3’: replicase ORF1a/b, 

Spike, envelope, membrana e nucleocapsídeo (12).  

A proteína Spike é altamente conservada entre os coronavírus humanos (HCoVs) e 

está envolvida no reconhecimento do receptor, ligação viral e entrada nas células hospedeiras  

(13,14). Cada virion contém em média 26 ± 15 trímeros de Spike, cobertos extensivamente 

por glicanos distribuídos aleatoriamente pela superfície da proteína. Para cada glicoproteína 
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Spike monomérica, existem duas subunidades funcionais: S1, para ligação com o receptor 

ECA2, e S2 para mediar a fusão das membranas celulares e virais (Figura 1) (15). 

 

 

 

Figura 1. Estrutura da proteína S do SARS-CoV-2. No topo, diagrama esquemático da organização da 
proteína. NTD, domínio amino-terminal; RBD, domínio de ligação ao receptor; SD1, subdomínio 1; SD2, 

subdomínio 2; FP, peptídeo de fusão; HR1, heptapeptídeo 1; HR2, heptapeptídeo 2; TM, domínio de 
transmembrana. Na esquerda, o trímero Spike (cinza) no estado fechado (closed state) com três RBDs (azul 
ciano) “down”. À direita, o trímero Spike no estado aberto (open state), com uma RBD “up” e duas RBDs 

“down”. Adaptado de Qi et al (15). 

 A subunidade S1 se dobra em quatro domínios estruturais, o NTD, RBD, e dois 

domínios CTD (domínio carboxi-terminal), que envolvem e protegem a subunidade S2. Em 

seu estado nativo, a proteína Spike existe como um precursor inativo. Durante a infecção 

viral, proteases da célula do hospedeiro ativam a proteína S clivando-a em S1 e S2, necessário 

para ativar o domínio de fusão de membrana, de maneira similar a outros coronavírus (16,17). 

Análises cristalográficas e de crio-microscopia eletrônica revelaram que a RBD passa por 

flutuações estruturais espontâneas entre os estados “up” e “down”, onde apenas o estado 

conformacional “up” permite a exposição da porção RBM (do inglês, receptor binding motif) 

da RBD, que dessa forma se torna acessível e se liga ao receptor ECA2 (enzima conversora 

de angiotensina) (18).  
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1.3 Mecanismos da infecção viral por SARS-CoV-2 

A infecção viral se inicia com a ligação das partículas virais a receptores da célula 

hospedeira, tornando o reconhecimento de receptores um fator determinante no tropismo 

celular e tecidual do vírus. A proteína Spike é uma peça importante na infecção viral: é uma 

proteína de transmembrana trimérica de classe I, e está presente em vários tipos de HCoV, 

assim como em outros vírus, como o vírus Influenza, HIV (vírus da imunodeficiência 

humana) e Ebola (19). De maneira similar a outros coronavírus, a proteína Spike medeia o 

reconhecimento de receptor, ligação na célula e fusão durante a infecção viral  (18,20). 

A proteína Spike se liga à célula hospedeira através do reconhecimento do receptor 

da ECA2, que está distribuída principalmente nos pulmões, intestino, coração e rins, e a 

célula que mais expressa esse receptor é pneumócito do tipo 2. A subunidade S1 contém a 

porção RBD, que é responsável pela ligação do vírus ao receptor, enquanto a subunidade S2 

está relacionada à fusão viral (21,22). Modelos computacionais e medições biofísicas 

indicam que a região RBD do SARS-CoV-2 se liga ao ECA2 com afinidade 10-20 vezes 

maior (KD=~15 nM) do que o SARS-CoV, e a proteína Spike constantemente muda entre os 

estados “aberto” e “fechado” para liberar a região de ligação e evasão do sistema imune, 

respectivamente. Estudos com a estrutura cristalográfica da RBD ligada ao ECA2 revelaram 

diferenças sutis, porém funcionalmente importantes entre o SARS-CoV e o SARS-CoV-2. 

Essas diferenças conferem a RBD do SARS-CoV-2 uma afinidade maior com o seu receptor 

do que o SARS-CoV, o que pode explicar a alta infectividade do SARS-CoV-2 (23,24).  

Para que aconteça a fusão de membranas por endocitose, a proteína Spike precisa 

ser clivada de maneira proteolítica para que a subunidade S1 se dissocie e a subunidade S2 

passe por mudanças estruturais. Entre as proteases envolvidas nesse processo, estão a 

protease de superfície TMPRSS2 e as catepsinas L (proteases lisossomais)  (16,23,25). Por 

fim, a ligação RBD-ECA2 começa um processo de endocitose formando um endossoma. 

Dentro do endossoma, a subunidade S1 é clivada, expondo o peptídeo de fusão, que é inserido 

dentro da membrana do hospedeiro. Então, a região S2 se dobra entre as regiões HR1 e HR2, 

levando à fusão da membrana e liberação do conteúdo viral dentro do citoplasma do 

hospedeiro (26).  
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A infecção pelo SARS-CoV-2 e a destruição dos pneumócitos causam uma resposta 

imune local, recrutando monócitos e macrófagos que respondem à infecção liberando 

citocinas e iniciando as respostas imunes adaptativas B e T. Na maioria dos casos, essas 

respostas são suficientes e capazes de acabar com a infecção. Entretanto, em alguns casos 

acontece uma resposta imune disfuncional que pode desencadear danos aos pulmões ou 

patologias sistêmicas (26). 

Vírus citopáticos como o SARS-CoV-2 induzem à morte e dano das células e tecidos 

como parte do ciclo de replicação viral (27). A infecção no epitélio das vias aéreas superiores 

pode causar um tipo de apoptose relacionada ao vírus chamada piroptose, uma forma de 

morte celular programada altamente inflamatória associada com vazamento vascular, como 

foi observado em pacientes infectados com SARS-CoV (28,29). Usando uma variedade de 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), as células epiteliais alveolares e os 

macrófagos alveolares detectam os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

como RNA viral e os padrões moleculares associados a danos (DAMPs), como oligômeros 

de ATP (adenosina trifosfato) e DNA (ácido desoxirribonucleico), começando uma 

inflamação local envolvendo grande liberação de citocinas e quimiocinas pró inflamatórias 

indicadoras de uma resposta celular polarizada de linfócitos T auxiliares do tipo 1 (Th1) (30), 

também observado em infecções por SARS-CoV e MERS-CoV (31). Essa grande liberação 

de fatores pró inflamatórios recruta células imunes do sangue para o tecido, como linfócitos 

T e monócitos. Normalmente, essas células recrutadas acabam com a infecção, a resposta 

imune finaliza e os indivíduos acometidos se recuperam. Entretanto, alguns indivíduos 

apresentam resposta imune disfuncional, que engatilha uma “tempestade” de citocinas que 

medeia uma inflamação pulmonar disseminada (26). 

 Os mecanismos pelos quais o SARS-CoV-2 subverte a resposta inata antiviral ainda 

não foram completamente elucidados, porém, pesquisas anteriores com o vírus SARS-CoV 

mostram que várias proteínas estruturais e não-estruturais estão envolvidas antagonizando 

múltiplas etapas das vias de sinalização de interferons: impedindo o reconhecimento de PRRs 

como RNA viral (32), inibindo a sinalização de PRRs por TBK1/inibidor da subunidade-ε 

do NFκB (fator nuclear kappa B) e IRF3 (fator regulador de interferon 3) (33) e prevenindo 

a diminuição da sinalização de STAT1 (transdutor de sinal e ativador de transcrição 1) (34), 
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por exemplo. O antagonismo das respostas de interferon beneficia a replicação viral  e induz 

maior dano tecidual, que por sua vez engatilham uma resposta imunológica mais intensa. A 

inflamação segue de forma escalonada: as células inflamatórias infiltram os pulmões e 

produzem altas quantidades de citocinas pró inflamatórias. Essas respostas desbalanceadas 

causadas em parte pelo antagonismo dos IFN (interferon) são a causa determinante mais 

provável de gravidade na doença aguda (35,36). 

Os resultados da infecção por SARS-CoV-2 variam muito, e a maior parte dos 

indivíduos jovens experienciam a infecção leve (37). Outros fatores importantes são sexo, 

homens representam uma parcela maior entre indivíduos com doença grave (38); idade, 

maiores de 65 anos apresentam maior risco (39); comorbidades como obesidade, hipertensão, 

doença pulmonar obstrutiva e doenças cardiovasculares estão associadas à infecção grave 

(40). Outro fator de risco associado é o hábito de fumar: a fumaça do cigarro induz o aumento 

da expressão do receptor ECA2 e, dessa forma, pode influenciar a invasão do vírus (41). 

1.4 Imunidade antiviral 

1.4.1 Princípios gerais de imunidade antiviral 

O sistema imunológico é um sistema complexo que evoluiu para trabalhar em 

uníssono para nos proteger de doenças infecciosas. A resposta imune inata inicia-se a partir 

da entrada do vírus na célula e engatilha os mecanismos que ativam a resposta imune 

adaptativa. Em um cenário de resposta imune eficiente, a infecção viral ativa os mecanismos 

de reconhecimento via DAMPs e PAMPs que desencadeiam a ação do sistema imune inato, 

cujos principais mecanismos envolvidos são a inibição da infecção pela ação dos IFN do tipo 

I e a ação das células NK. Conforme a resposta progride, citocinas e quimiocinas recrutam 

células da resposta adaptativa. A magnitude das respostas adaptativas é determinada por 

fatores como a patogenicidade viral, a extensão do processo inflamatório, cinét icas de 

replicação viral e as frequências de células vírus-específicas. A resposta adaptativa é mediada 

pela produção de anticorpos com atividade neutralizante e pelas células T citotóxicas, que 

destroem as células infectadas. As células T CD4+ também possuem papel importante na 

imunidade antiviral, sendo responsáveis pela polarização da resposta Th1 e pela 

diferenciação em células T foliculares, cruciais para o desenvolvimento dos plasmócitos nos 



7 

 

 

tecidos linfoides e para o desenvolvimento de células B de memória. Como resultado da 

interação coordenada das respostas inatas e adaptativas, a carga viral e a inflamação 

diminuem. Quando as respostas imunes adaptativas à infecção são sub ótimas ou o vírus 

desenvolveu meios para escapar das respostas imunes (incluindo a indução da supressão 

imunológica do hospedeiro), pode ocorrer infecção crônica ou doença generalizada e morte, 

especialmente em indivíduos de risco (42–44). 

A imunidade humoral, em particular os anticorpos neutralizantes, é de importância 

central para proteger o corpo contra vírus citopáticos. Os anticorpos (ou imunoglobulinas) 

são proteínas circulantes produzidas em resposta à exposição a antígenos. São sintetizados 

pelos linfócitos B e podem estar ligados à membrana, exercendo função de receptores que 

medeiam a ativação das células B; ou podem ser secretados e exercendo função de 

mediadores da imunidade humoral específica, acoplando diversos mecanismos efetores para 

eliminar antígenos (45).  

Os anticorpos são formados por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves, ligadas 

por uma ponte dissulfeto. A molécula se divide em duas regiões: Fab (do inglês, Fragment 

Antigen Binding), responsável pela ligação ao antígeno; e Fc (Fragmento cristalizável), 

responsável por determinar a função do anticorpo. Além disso, os anticorpos apresentam 

regiões variáveis, responsáveis por determinar a especificidade aos antígenos; e regiões 

constantes, altamente conservadas e que determinam as diferentes classes de anticorpos. Os 

anticorpos são classificados em diferentes isotipos, com base nas diferenças estruturais da 

região Fc. Os isotipos de anticorpos são chamados de IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. Mudanças 

nos segmentos genéticos das regiões conservadas sem alterações nas regiões variáveis são as 

bases das trocas de isotipo, que levam mudanças nas funções efetoras, mas sem alterações na 

especificidade (46).  

 As principais funções dos anticorpos são neutralizar e eliminar patógenos e toxinas 

via diversos processos, como neutralização, opsonização, fagocitose, lise, inflamação, 

citotoxicidade e ativação do sistema complemento. A maioria dessas funções são mediadas 

pelas regiões conservadas das cadeias pesadas e ativadas pela ligação dos antígenos na região 

Fab (47).  
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Várias mudanças na estrutura dos anticorpos podem ocorrer durante uma resposta 

imune. As células B inicialmente produzem somente anticorpos ligados à membrana, mas 

conforme as células B são ativadas e diferenciam-se em plasmócitos, as imunoglobulinas 

com a mesma especificidade de ligação ao antígeno em questão são secretadas. A maturação 

da afinidade ocorre quando acontecem mutações pontuais nas regiões variáveis de um 

anticorpo específico e aumentam a afinidade para aquele antígeno (48). 

1.4.2 Imunidade ao SARS-CoV-2 

A evolução do anticorpo ocorre por mutação somática e seleção em centros 

germinativos, nos quais o antígeno pode ser retido na forma de complexos imunes na 

superfície das células dendríticas foliculares por períodos prolongados (49). A infecção por 

SARS-CoV-2 induz uma robusta resposta humoral na maior parte dos indivíduos (50–52), 

que é caracterizada pela magnitude e heterogeneidade do perfil da resposta de anticorpos, 

cujos títulos normalmente caem rapidamente ao curso de 4 meses após a infecção (53,54). 

De maneira controversa, a resposta de células B específicas para SARS-CoV-2 aumenta ao 

curso desse mesmo período antes de estabilizar (55) e são mantidas na medula óssea por até 

11 meses após a infecção (56).  

A infecção grave por SARS-CoV-2 está associada a uma resposta aumentada de 

anticorpos e células B de memória, comparada a infecções leves (57). Isso pode ser explicado 

por achados que mostram que estes indivíduos geram uma resposta de células B extra 

foliculares que se correlaciona a um aumento no nível de citocinas pró-inflamatórias e no 

título de anticorpos neutralizantes (58). Porém, a resposta do centro germinal de células B é 

prejudicada. Estes indivíduos podem falhar em formar centros germinativos funcionais, 

evidenciado pela acentuada diminuição no número de células T foliculares (TFH) presentes 

no baço e gânglios linfáticos (59). Os baixos níveis de hipermutação somática nas células B 

provenientes da infecção grave são consistentes com a resposta prejudicada dos centros 

germinativos e podem levar à produção de anticorpos ineficientes na resolução da doença. 

Entretanto, a resposta do centro germinativo não é deficiente em todos os casos: alguns 

indivíduos com doença grave apresentam uma resposta TFH circulante robusta (60) 
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A infecção leve também induz uma resposta extra folicular na qual ambas as células 

naïve e específicas se diferenciam em células B ativadas e plasmócitos de vida curta. No 

entanto, as células B de memória específicas para SARS-CoV-2 acumulam mutações 

somáticas nos genes de região variável (VH), sugerindo que elas são provenientes de uma 

resposta contínua do centro germinal. Outros achados suportam esse modelo: a presença de 

ácidos nucleicos virais no intestino de convalescentes com infecção leve por pelo menos três 

meses após a infecção, que pode alimentar a resposta do centro germinativo e a consequente 

presença de plasmócitos de alta afinidade na medula óssea de infectados (51). 

Os anticorpos expressos pelas células B de memória específicas para SARS-CoV-2 

com mutação somática exibem características especiais em relação a células B presentes em 

momentos anteriores da infecção como: ligação ao antígeno, amplitude e potência de 

neutralização aprimoradas (61–63). 

De maneira similar a outras infecções respiratórias, a infecção por SARS-CoV-2 

estimula rapidamente a produção de imunoglobulinas do tipo M, G e A (IgM, IgG e IgA), 

que podem ser quantificados no soro logo após o início dos sintomas (57,64). A capacidade 

neutralizante também aparece rapidamente, apesar de ser altamente variável entre os 

indivíduos convalescentes (53,65). Estudos longitudinais e transversais indicam que os 

títulos de anticorpos e de atividade neutralizante contra o SARS-CoV-2 atingem o pico em 3 

a 4 semanas após o início dos sintomas (36,66), e embora os títulos de anticorpos diminuam 

com o tempo (67–70), eles permanecem relativamente estáveis por meses, com o IgG sendo 

mais estável do que IgM e IgA (54,65,66).  

Enquanto a gravidade do COVID-19 varia na população, níveis de anticorpos 

circulantes e capacidade neutralizante são encontrados em indivíduos com infecção grave em 

maior proporção do que naqueles com infecção leve (54,71) ou assintomáticos (72). Estudos 

mostraram que a infecção grave tem maior probabilidade de começar com uma carga viral 

alta (73), e os títulos elevados de anticorpos em casos graves provavelmente resultam de uma 

resposta extra folicular impulsionada por um antígeno muito mais potente (74). 

Os anticorpos circulantes encontrados no soro ou em tecidos ajudam a controlar a 

propagação viral dentro do corpo. Na mucosa, em particular a IgA secretora (sIgA) 

encontrada no trato respiratório pode desempenhar um papel importante na transmissão do 



10 

 

 

vírus pelas vias aéreas (75). Essa proteção é baseada na distribuição estratégica no tecido e 

na atividade neutralizante mais potente da sIgA dimérica em relação à IgA monomérica 

encontrada no soro e outros anticorpos de outros isotipos (76). Foi detectada a presença de 

IgA específica para SARS-CoV-2 na saliva de indivíduos infectados (65), e de anticorpos 

IgA neutralizantes em fluidos nasais de profissionais da saúde soronegativos, este último 

sugerindo uma resposta estritamente local no tecido linfoide nasofaríngeo (77). Níveis 

significantes de IgA permanecem nos fluidos nasais por meses após o início dos sintomas, e 

parecem contribuir para a resistência a reinfecção (78,79).  

Uma das maiores esperanças do passado recente era que a imunidade de rebanho 

pausasse ou diminuísse os ciclos de infecção e doença aguda. Modelos matemáticos de outras 

doenças sugerem que mais de 60% - e talvez até 80% - da população precisa apresentar 

imunidade para que a replicação viral caia e possibilite algum nível modesto de controle da 

doença. É historicamente documentado que a imunidade de rebanho não erradica doenças. 

Um exemplo recente é a pandemia de Influenza H1N1 que ocorreu em 1918, onde apenas 

dois anos, 500 milhões de infecções e 50 milhões de mortes depois a sociedade atingiu níveis 

suficientes de imunidade de rebanho e começou a se recuperar (80).  

1.5 Vacinas e variantes 

Vacinas são um produto biológico que pode ser usado para induzir com segurança 

uma resposta imune que confere proteção contra um patógeno e/ou doença em uma exposição 

subsequente (81). Para isso, uma vacina deve conter antígenos derivados de patógenos ou 

produzidos sinteticamente para representar os componentes do organismo em questão. As 

vacinas para o COVID-19 são baseadas em sete plataformas que podem ser classificadas em 

três modelos de acordo com a categoria do antígeno (81). O primeiro modelo é baseado na 

produção da proteína in vitro, incluindo vacinas inativadas (SARS-CoV-2 inativado), vacinas 

VLP (partículas virais sem ácido nucleico) e vacinas de subunidade (proteína Spike ou RBD 

expressadas in vitro). O segundo modelo é baseado no gene do antígeno expressado in vivo, 

como vacinas de vetor viral (usam o vírus geneticamente modificado para que apresente 

defeitos na replicação, e que carregam o mRNA da proteína Spike ou RBD), vacinas de DNA 

(carregam as sequências de DNA da proteína Spike ou RBD) e vacinas de mRNA (carregam 
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as sequências de RNA da proteína Spike ou RBD). O terceiro modelo é a vacina de vírus 

atenuado (82). Algumas vacinas de mRNA e de vetores podem induzir resposta Th1 (83)e 

respostas persistentes no centro germinativo (84,85), além da indução de células de memória 

(86–88). A maioria das vacinas tem como alvo a cepa identificada no começo da pandemia 

– Wuhan, selvagem ou ancestral (89–93), e a imunização se mostrou altamente eficaz na 

prevenção da infecção seja leve ou grave (94).  

A proteção conferida pela vacinação é associada à imunidade humoral (anticorpos 

neutralizantes) e adaptativa (células T). Respostas duradouras de anticorpos são mediadas 

através de células B de memória e plasmócitos de vida longa. Esses subtipos de células  

produzem continuamente anticorpos neutralizantes e não neutralizantes que mobilizarão 

funções efetoras das células da imunidade inata, tal como citotoxicidade dependente de 

anticorpo (ADCC) ou a fagocitose pelos neutrófilos, também dependente de anticorpos (95). 

Em uma resposta vacinal canônica, a resposta imune inicial é mediada por células 

apresentadoras de antígenos (APCs) no sítio de imunização. Essas APCs encontram os 

antígenos e migram para os linfonodos e apresentam os antígenos para as células T e B. O 

resultado imunológico dessa interação entre APCs, células B e T é parcialmente moldado 

pelo imunizante (vetor, imunógeno e adjuvante), o microambiente do hospedeiro nas cascatas 

de sinalização da resposta imune inata, que desencadeiam redes transcricionais distintas nas 

APCs, principalmente nas células dendríticas e macrófagos (96). As APCs também 

expressam ligantes para receptores presentes nas células B e T, além de produzirem citocinas 

que modulam as respostas das células T, a troca de classe de anticorpos das células B e 

estabelecem as respostas de células T e B de memória e dos plasmócitos de vida longa  

(97,98). A qualidade da resposta inata afeta as interações entre as APCs e as células T/B e 

molda, assim, o grau em que a resposta adaptativa será protetora e durável.  

Embora em média as vacinas induzam produção de anticorpos em níveis suficientes 

para proteção contra a doença, a resposta a cada vacina tem natureza heterogênea, e produz 

títulos de anticorpos que variam na faixa de duas ou três ordens de magnitude em adultos 

imunizados com a mesma vacina, similaridade também observada após o reforço (boost ou 

booster) com a mesma vacina, ou uma vacina diferente (96).  
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Uma preocupação inicial em relação ao SARS-CoV-2 foi o possível surgimento de 

variantes antigenicamente distintas, com capacidade de escapar da imunidade adquirida por 

vacina ou por infecções. No início da pandemia, quando a fração de hospedeiros naive era 

maior, havia pouco benefício evolutivo na novidade antigênica em relação à variante 

selvagem. À medida que a imunidade na população aumentava, a novidade antigênica passou 

a desempenhar um papel cada vez mais importante em seu processo reprodutivo em relação 

às mudanças biológicas intrínsecas (99). A seleção natural favoreceu as variantes capazes de 

maximizar o sucesso reprodutivo por meio da adaptação das características biológicas 

intrínsecas – como a alteração conformacional na proteína Spike conferida pela mutação 

Asp614Gly, ou o fenótipo de clivagem de furina aprimorado, associado ao aumento da 

ligação ao receptor ECA2, exibido pela variante Alpha (100–102), mais transmissível e 

detectada pela primeira vez em 2020, causou mais casos graves do que a variante ancestral  

(103,104). As variantes Beta e Gamma foram reportadas como capazes de escapar da 

imunidade adquirida naturalmente ou induzida por vacina (105–107). A variante Delta 

emergiu na Índia no final de 2020 e causou aumento nos casos confirmados (108). A proteína 

Spike da variante Delta evoluiu para otimizar a entrada na célula acelerando a fusão da 

membrana, causando, ainda, evasão do sistema imune (109). A variante Omicron superou a 

variante Delta e se tornou dominante em escala mundial logo após sua descoberta devido à 

sua maior transmissibilidade (110,111). De acordo com os relatórios semanais da OMS, as 

sub variantes descendentes da Omicron são as cepas dominantes circulantes. 

Modificações estruturais sutis na proteína Spike podem facilitar o escape 

imunológico, o que dificulta o desenvolvimento de vacinas universais baseadas na proteína 

Spike (112,113). Alguns hotspots de mutação como a Lys417, que é crucial para interação 

com um resíduo de carga negativa encontrado em anticorpos neutralizantes, quando mutados 

como na K417N (troca do aminoácido lisina por uma asparagina), perturba uma ponte salina 

que se forma durante a ligação com o anticorpo e leva ao escape imunológico (114). Altas 

taxas de mutação fornecem ao vírus maiores chances de sobreviver por escape imunológico 

e a intensidade dessas novas mutações apresentam um grande desafio aos atuais estudos de 

vacinas e produções de anticorpos terapêuticos. 
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1.6 Perfil de reconhecimento de epítopos 

Epítopos, também conhecidos como determinantes antigênicos, são parte de um 

antígeno reconhecido pelo sistema imune, especificamente por células B ou T. Os epítopos 

de antígenos proteicos podem ser conformacionais ou lineares. Um epítopo conformacional 

é formado pela conformação 3D adotada pela interação de resíduos aminoácidos 

descontínuos. Em contraste, o epítopo linear é formado pela conformação 3D adotada pela 

interação de resíduos de aminoácidos contínuos (115). A identificação de epítopos é 

fundamental para entender como a ligação com o anticorpo pode ser traduzida em imunidade 

protetora estabelecida seja por infecção ou por vacinas, além de ser importante para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas e vacinais (116).  

O cenário de epítopos neutralizantes na região RBD foi mapeado e organizado em 

quatro classes, RBD de classe 1 a 4. A classe RBD 1 compreende os anticorpos neutralizantes 

codificados pelo gene VH3-53, que bloqueiam a ECA2 e se ligam apenas à RBD em 

conformação up. A classe RBD 2 compreende os anticorpos neutralizantes que bloqueiam a 

ECA2 em sua conformação up ou down e podem fazer contato com RBDs adjacentes. A 

classe RBD 3 compreende anticorpos que se ligam fora do sítio de ligação ECA2 e 

reconhecem a RBD em conformação up ou down. A classe RBD 4 compreende os anticorpos 

que não bloqueiam a ECA2 e se ligam à RBD apenas em conformação up. Os anticorpos que 

têm como alvo a RBM estão entre os anticorpos com maior potência de neutralização (Classe 

1, 2 e 3) (15).  

Epítopos IgG e IgM foram identificados no soro de 10 indivíduos por whole-

proteome array, além de encontrar um potencial anticorpo neutralizante na região RBD 

(117), em outro estudo epítopos IgG e IgM foram encontrados no nucleocapsídeo e na 

proteína Spike de 29 indivíduos convalescentes, sendo a proteína Spike com maior 

especificidade (118), e três epítopos lineares identificados em soro de pacientes 

convalescentes, utilizados para enriquecimento de anticorpos neutralizantes contra a proteína 

Spike (119) e pelo método que utiliza um conjugado de peptídeos com ácidos nucleicos 

foram encontrados epítopos lineares na região glicoproteica da proteína Spike (120). Três 

epítopos lineares de células B reconhecidos por anticorpos neutralizantes foram 



14 

 

 

caracterizados como imunodominantes por um ensaio de imunoabsorção enzimática 

(ELISA) (121), e outros foram detectados por ferramentas de bioinformática (122). 

Uma técnica convencional para estudar o perfil sorológico dos indivíduos inclui o 

ELISA e suas variações. Entretanto, essas técnicas normalmente podem testar apenas uma 

proteína ou um anticorpo em uma única reação. Em contraste, o microarray de proteínas 

permite uma caracterização do proteoma alvo de respostas de anticorpos em formato high-

throughput, resultando em uma ampla descrição das respostas desejadas. Existe uma vasta 

variedade de microarrays de proteínas descritas na literatura, como para o vírus SARS-CoV 

(123), o vírus da Dengue (124) e o vírus Influenza (125).  

Descrevemos nesta tese a caracterização do perfil de resposta IgG e IgA a peptídeos 

da RBD do vírus SARS-CoV-2, de indivíduos convalescentes de COVID-19 e indivíduos 

vacinados sem infecção anterior. Descreveremos uma visão dinâmica dessas respostas, 

revelando o perfil único de cada paciente e buscando perfis de reconhecimento nos diferentes 

grupos clínicos, que podem auxiliar em direção a possíveis estratégias terapêuticas contra o 

SARS-CoV-2. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Ao ativar a resposta humoral do hospedeiro, as infecções virais desencadeiam a 

produção de anticorpos direcionados contra epítopos proteicos virais. O conhecimento destes 

epítopos é fundamental para a compreensão da patogênese das infecções virais, para o 

desenvolvimento de biomarcadores bem como para vacinas eficazes. A seleção de bibliotecas 

de anticorpos no soro de pacientes convalescentes pode levar ao isolamento de epítopos 

baseados em peptídeos imunorreativos. 

Diante do exposto, no presente estudo, pretendemos de forma sistemática mapear a 

resposta imune humoral especialmente à RBD do SARS-CoV-2 ancestral e seus peptídeos, 

correlacionando com a capacidade neutralizante dos anticorpos. Dessa maneira, esperamos 

contribuir para o conhecimento dos correlatos de proteção da infecção pelo SARS-CoV-2 e 

buscar marcadores ou alvos terapêuticos contra esse patógeno emergente. 
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3. PLANO DE TRABALHO 

 

As etapas de execução do projeto encontram-se resumidas na figura abaixo: 

 

 

Figura 2.Organograma das etapas de organização deste trabalho. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 Caracterizar o perfil de epítopos de anticorpos da RBD da proteína Spike e 

identificar os imunodominantes, selecionados a partir de testes de reatividade contra soro de 

indivíduos infectados com o SARS-CoV-2. 

 

4.2 Objetivos específicos 

• Correlacionar o perfil de reconhecimento de anticorpos com o título de 

neutralização e com grupos específicos relacionados à gravidade da doença. 

• Correlacionar os peptídeos imunodominantes com títulos de neutralização.  

• Avaliar o perfil de reconhecimento de epítopos em indivíduos vacinados e 

comparar com perfil de convalescentes. 

• Avaliar o perfil de reconhecimento de epítopos em relação às mutações das 

diferentes variantes do vírus. 
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5. MÉTODOS 

 

5.1 Casuística 

Foram recrutados 209 indivíduos convalescentes entre 18-90 anos no Ambulatório 

de Imunologia Clínica e Alergia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) com confirmação diagnóstica por RT-PCR entre 

março e abril de 2020. As amostras foram coletadas 30-50 dias após o início dos sintomas. 

O estudo foi aprovado pela CAPPesq (Comissão de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa do HC-FMUSP) e Conep (Comissão Nacional de Ética em Pesquisa) (CAAE: 

30155220.3.0000.0068). Destes, 71 indivíduos (52% mulheres, 48% homens, com idade 

mediana de 42 anos) foram selecionados para o mapeamento de epítopos. Estes indivíduos 

foram separados em dois grupos em relação ao título de neutralização, sendo caracterizados 

como High (≥1:160) ou Low (<1:160), de acordo com a recomendação para doação de plasma 

da União Europeia (126). Dentre eles, 21 (30%) indivíduos foram hospitalizados, dos quais 

9 estiveram em UTI sem ventilação mecânica. Os 50 (70%) participantes restantes 

apresentaram sintomas leves e não precisaram de hospitalização.  

18 indivíduos vacinados e sem infecção prévia por COVID-19 (77,8% mulheres, 

22,2% homens, com idade mediana de 52 anos) foram selecionados de uma segunda coorte 

do mesmo estudo, nas quais duas amostras foram coletadas em tempos diferentes: 15 dias 

após a segunda dose da vacina Coronavac, e 90 dias após um booster com a vacina miRNA-

273 Pfizer.  

5.2 Obtenção de soro 

As amostras de soro coletadas no ambulatório foram obtidas a partir do sangue 

centrifugado a 1800 RPM por 8 minutos, aliquotadas e criopreservadas em freezer -80°C até 

o momento do uso. Para controle foram utilizados soros coletados antes de 2020. Todas as 

amostras foram inativadas a 56°C por 30 minutos antes do início dos experimentos. 
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5.3 ELISA para avaliação da produção de anticorpos 

A produção de anticorpos IgG e IgA anti-RBD foi avaliada por meio de ensaios de 

ELISA. Para tal, microplacas half-area de 96 poços de poliestireno high-binding (Corning, 

Sigma-Aldrich, Alemanha) foram revestidas com 25 µL de antígeno purificado (GenScript 

Biotech, Estados Unidos) na concentração de 50 ng/mL diluído em tampão carbonato 50mM 

pH 9,6 (Sigma-Aldrich, Alemanha) e incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C. Após 

a incubação, a solução de RBD foi descartada e as microplacas foram bloqueadas com 80 µL 

de tampão de bloqueio PBS-Tween 20 a 0.02% (Phosphate-buffered saline) acrescido de 

BSA (Bovine serum albumine)  a 1% e 5% de leite desnatado por 2h a temperatura ambiente, 

para minimizar ligações inespecíficas. As amostras de soro foram diluídas em PBS-Tween 

20 a 0.02% acrescido de 0.25% de leite desnatado na proporção de 1:100. Foram adicionados 

50 µL de soro diluído a 1:100 em cada poço e as microplacas foram incubadas por 45 minutos 

em estufa a 37°C. Após a incubação, 50 µL de anticorpo secundário (IgG e IgA anti-goat 

HRP, Sigma-Aldrich, Alemanha) foram adicionados às microplacas, previamente diluídos 

em PBS-Tween 20 0.02% acrescido de 0.25% de leite desnatado na proporção de 1:10000 e 

incubados por 30 minutos em estufa a 37°C. Entre todas as etapas, as microplacas foram 

lavadas 5 vezes por 3 minutos com 100 µL de PBS-Tween 20 a 0.05%. Tabletes de o-

Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Sigma-Aldrich, Alemanha) foram diluídos em 

solução Fosfato-Citrato 0.05 M pH 5.0 (Sigma-Aldrich, Alemanha) para a concentração de 

0.4 mg/mL. Imediatamente antes do uso, 5 µL de peróxido de hidrogênio a 30% foram 

adicionados à solução. Para finalizar a reação, foram adicionados 50 µL por poço da solução 

final e as microplacas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos, ao abrigo de 

luz. Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 50 µL de uma 

solução de H2SO4 (ácido sulfúrico) em concentração de 2N em cada poço. Por fim, as placas 

foram lidas em espectrofotômetro de microplacas (Epoch, Biotek, Estados Unidos) no 

comprimento de onda de 492 nm. Todas as amostras foram corridas em triplicatas.  

Para a determinação do cut-off de cada anticorpo foi calculada a média das leituras 

de densidade ótica de pelo menos 12 soros negativos. O cut-off foi determinado como a média 

obtida mais 3 vezes o desvio padrão. Esse valor foi utilizado para calcular a razão, já que não 

se tem uma curva de referência para determinação quantitativa. O valor da leitura obtida nas 
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amostras analisadas foi dividido pelo cut-off estabelecido. Valores resultantes < 1 foram 

considerados negativos, valores >1 e <1,2 foram considerados indeterminados e foram 

repetidos e valores >1,2 foram considerados positivos.  

5.4 Ensaio de neutralização viral (VNT, do inglês, virus neutralization titer) 

Os ensaios para avaliar a capacidade de neutralização do vírus SARS-CoV-2 in vitro 

foram realizados no laboratório do professor Dr. Edison Durigon no Instituto de Ciências 

Biomédicas em facility NB-3 que permite o manuseio do vírus vivo.  

O ensaio de neutralização viral baseado no efeito citopático (CPE-VNT, do inglês, 

cytopathic effect based virus neutralization test) do vírus SARS-CoV-2 (GenBank: MT 

MT350282) foi realizado em placas de 96 poços contendo 5 x 104 células/mL de células Vero 

(ATCC CCL-81). Foram usadas oito diluições de soro inativado (1:20 até 1:10240). 

Subsequentemente, o soro foi misturado vol/vol com o vírus (100 doses de cultura de tecido 

infectado, 50% do volume total do poço) e pré-incubado a 37°C por 1 hora para neutralização. 

A mistura de soro e vírus foi transferida para uma camada confluente de células e incubada 

por 3 dias na estufa a 37 °C e 5% CO2 (dióxido de carbono). Após 72h as placas foram 

observadas por microscopia de inversão. O efeito citopático foi observado nas células Vero, 

distinguindo a presença ou ausência do CPE-VNT. O título de neutralização é descrito como 

a maior diluição capaz de neutralizar o crescimento viral. Para confirmar os resultados, as 

placas foram fixadas e coradas com uma solução de amido black (0.1% de amido black v/v 

com 5.4% de ácido acético e 0.7% de acetato de sódio) por 30 minutos. Em cada experimento 

foi utilizado um controle positivo interno (soro RT-qPCR positivo com neutralização >1:640) 

(127). 

5.5 Varredura de peptídeos-alvo de anticorpos IgG e IgA 

O mapeamento de peptídeos-alvo específicos para IgG e IgA foi realizado pela 

tecnologia PEPperMAP ® Linear Epitope Mapping pela empresa PEPperPRINT (Heidelberg, 

Alemanha). A sequência pertencente à proteína RBD da porção Spike do vírus SARS-CoV-

2 (S335-S516) foi sintetizada como peptídeos de 15 resíduos de aminoácidos com sobreposição 

de 13 resíduos, totalizando uma sequência com o total de 113 aminoácidos (Anexo A). Os 
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peptídeos foram impressos em duplicata em lâminas de vidro. Todos os arrays incluem 

controles positivos internos que incluem sequências de peptídeos derivadas do vírus da 

Poliomielite (KEVPALTAVETGAT) e da proteína HA (hemaglutinina) (YPYDVPDYAG) 

do vírus Influenza humano. 

Os arrays de peptídeos foram marcados conforme os protocolos disponibilizados 

pela PEPperPRINT. Primeiro, as lâminas foram incubadas com 200 µL de Standard Buffer 

(0.05% Tween-20 in PBS, pH 7.4) por 10 minutos em agitador orbital (350 RCF), e então 

bloqueadas com 150 µL de Blocking Buffer (Rockland Blocking Buffer, Rockland 

Immunochemicals Inc.) para cada array por 30 minutos em temperatura ambiente em 

agitador orbital. Para garantir que os anticorpos secundários não interagissem com os 

peptídeos impressos nos arrays, uma cópia do array foi pré-incubada com o anticorpo IgG 

de cabra anti-IgG humano (H+L) DyLight680 (Invitrogen) e o anticorpo IgG de cabra anti-

IgA humano (cadeia alfa) DyLight800 (Rockland Immunochemicals Inc.) diluídos na 

concentração de 1:2000 em Staining Buffer (Standard Buffer adicionado com 10% de 

Blocking Buffer) por 45 minutos em temperatura ambiente, em agitador orbital. Não foi 

observada fluorescência proveniente de ligações inespecíficas do anticorpo secundário. Em 

seguida, os arrays foram incubados por 15 horas em agitador orbital a 4 °C com soro ou 

plasma dos indivíduos convalescentes e vacinados diluídos na concentração de 1:10 em 

Staining buffer. Após três lavagens de 1 minuto cada com 200 µL de Standard Buffer, os 

arrays foram então incubados com os anticorpos secundários (anti-IgG e IgA) em diluição 

de 1:2000 por 45 minutos em temperatura ambiente. Seguidas da incubação com anticorpos 

secundários, três lavagens foram realizadas e as lâminas foram mergulhadas em Dipping 

Buffer (TRIS 1mM) e centrifugadas a 800 RCF para secagem. 

5.6 Quantificação da intensidade de fluorescência dos spots de microarray 

Os sinais de fluorescência em todas as lâminas foram detectados por um Scanner 

Odyssey (LI-COR Biosciences, EUA) e a quantificação das intensidades de fluorescências 

dos spots e identificação dos peptídeos foram adquiridas no software GenePix Pro 4.0 

(Molecular Devices, EUA). O software analisa as intensidades de fluorescências quebrando-

as em sinais Raw, Foreground e Backround, calculando as médias de fluorescências 
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subtraindo as intensidades de background. A média de intensidade de fluorescência (MFI, do 

inglês, median fluorescence intensity) de cada peptídeo foi medida entre as duplicatas, e as 

razões de sinal-ruído foram adicionalmente calculadas para cada spot de peptídeo. 

5.7 Predição in silico de epítopos de células B 

Os epítopos de células B para a RBD foram preditos usando a ferramenta BepiPred-

2.0 web server (128). O BepiPred-2.0 prediz epítopos de células B a partir de uma sequência 

de proteínas usando um algoritmo de machine learning chamado Random Forest treinado 

em epítopos e aminoácidos não epítopos determinados a partir de estruturas cristalinas. Nesse 

estudo, usamos um threshold de 0,55. 

5.8 Análise comparativa da sequência de aminoácidos  

As sequências de RBD da proteína Spike do SARS-CoV (319-540, Genbank: 

QIG55955) e outros sarbecovírus como o SARS-CoV (306-526, Genbank: AAR86775), 

Civet-SARS SZ3 (306-526, Genbank: AAU04646), Pangolin-CoV (319-540, Genbank: 

QIQ54048), Bat-CoV Rs3367 (307-527, Genbank: AGZ48818) e Bat-CoV RaTG13 (319-

540, Genbank: QHR63300) foram alinhadas usando o software MUSCLE (129), e os 

resultados foram exportados para o website Weblogo (130) para gerar uma representação 

gráfica dos alinhamentos.  

5.9 Análises estruturais 

As representações estruturais da RBD interagindo com o receptor ECA2 (pdb: 

6M0J) e com os anticorpos neutralizantes B38 (pdb: 7BZ5) e COVA1-16 (pdb: 7JMW) 

foram geradas usando o software UCSF Chimera (131). 

5.10 Análises estatísticas 

O software GraphPad Prism 9.0.1 foi utilizado para análises estatísticas de 

reatividade peptídica individual comparando soros de indivíduos com alta e baixa capacidade 

de neutralização (Mann-Whitney, Wilcoxon), Spearman para análise de correlação, e valores 
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de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O teste de Mann-Whitney 

unilateral foi realizado para investigar as diferenças entre os valores médios de MFI dos 

grupos de alta e baixa neutralização para cada peptídeo, usando o pacote rstatix R (v0.6.0). 

Para visualizar os resultados, -log2 (valores de p) foram plotados em um mapa de calor 

usando o pacote ggpubr (0.4.0). Foi calculado o poder estatístico (1-β) de 50 (VNT ≥1:160) 

versus 21 (VNT <1:160) indivíduos para P44. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1  Caracterização clínico-demográfica, sorologia e neutralização das coortes 

O total de 209 indivíduos convalescentes foram recrutados e tiveram amostra 

coletada cerca de 40 dias após o início da infecção (Tabela 1), e destes, 71 foram selecionados 

para este estudo (Tabela 2). 18 indivíduos vacinados sem infecção prévia por COVID-19 

foram selecionados de uma segunda coorte (Tabela 3) para a coleta de mais duas amostras: 

15 dias após a segunda dose da vacina Coronavac, e 90 dias após booster com a vacina 

miRNA-273 Pfizer. 

Tabela 1. Perfil demográfico da coorte de convalescentes. 

 

 

 

Tabela 2. Perfil demográfico da coorte de convalescentes selecionados para o microarray. 

 

 

 

18-39 40-59 60+

Homens 37 31 7 75 (36%)

Mulheres 71 54 9 134 (64%)

Hospitalização 10 19 5 34 (16%)

TotalInformações

Perfil Demográfico - Convalescentes (N=209)

Idade mediana: 39 anos

Idade

18-39 40-59 60+

Homens 11 19 4 34 (48%)

Mulheres 17 15 5 37 (52%)

Hospitalização 5 11 5 21 (29,5%)

Idade mediana: 42 anos

Perfil Demográfico - Convalescentes (N=71)

Idade
Informações Total
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Tabela 3. Perfil demográfico da coorte de vacinados. 

 

 

 

Todas as amostras foram testadas pelo método de ELISA para RBD e ensaios de 

neutralização por VNT. Na coorte de convalescentes (N=209), a positividade no ELISA foi 

de 178/209 (85,2%) para IgG e 161/209 (77%) para IgA. Não houve diferença estatística 

entre a intensidade de reconhecimento para IgA comparada a IgG (p=0.1964; Figura 3a). 

Existe correlação entre os níveis de IgA e IgG (Spearman 0,776; p<0,0001; (Figura 3b). 

Essa correlação foi mantida mesmo quando observamos os grupos clínicos separadamente. 

 

 

Figura 3. Intensidade de reconhecimento de anticorpos para RBD. A. IgG e IgA para RBD no ELISA. B. 

correlação entre os níveis de IgG e IgA (N=209). 

18-39 40-59 60+

Homens 1 2 1 4 (77,8%)

Mulheres 4 4 6 14 (22,22%)

N Total 5 6 7 18 (100%)

Idade mediana: 52,5 anos

Idade
TotalInformações

Perfil Demográfico - Vacinados (N=18)
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Os títulos de neutralização variaram de 0 a 5120 entre os convalescentes (N=209). 

Entre todas as amostras testadas, cerca de 18% obtiveram título de 1:160, e pouco mais de 

11% não tiveram título neutralizante e apenas um único indivíduo apresentou título 

neutralizante 1:5120 (Figura 4).  

 

Figura 4. Títulos de Neutralização Viral (N=209). A maioria das amostras obteve título de 1:160 (18%) e 

11% não apresentaram títulos de anticorpos neutralizantes. 

 

Observamos correlação entre a razão (DO/Cut-off) dos títulos de IgG (Spearmann 

r=0.784, p=0.0001) e IgA (Spearmann r=0.6916, p=0.0001), e os títulos de neutralização ( 

Figura 5).  
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Figura 5. Correlação Spearmann entre os títulos de neutralização e anticorpos anti-RBD (N=209). 

Observamos correlação positiva para IgG (p=0.0001) e IgA (p=0.0001). 

Para seleção das amostras a serem testadas no array, foram considerados os valores 

da densidade ótica (DO) de RBD (caracterizados em RBD1 para valores de DO menores do 

que 0,5, RBD2 para valores de DO entre 0,5 e 1 e RBD3 para valores de DO maiores do que 

1) e os títulos de neutralização (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Caracterização imunológica das amostras selecionadas para o array. 

 

Perfil Imunológico 

N=71 

ID Amostra RBD VNT IgG DO 

4 RBD2 40 0,566 

5 RBD2 20 0,299 

6 RBD3 1280 1,461 

9 RBD3 2560 1,823 

10 RBD1  20 0,425 

11 RBD3 640 1,37 

13 RBD3 1280 1,335 

14 RBD3 2560 1,408 

15 RBD3 1280 1,63 

17 RBD2 40 1,593 

19 RBD2 40 0,795 

23 RBD3 80 0,688 
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25 RBD3 640 1,61 

29 RBD3 160 2,23 

30 RBD1 320 0,485 

31 RBD2 1280 0,848 

34 RBD1 1280 0,195 

35 RBD1 320 0,185 

37 RBD2 320 0,869 

38 RBD1 320 0,474 

40 RBD1 320 0,342 

45 RBD2 1280 1,013 

46 RBD1 640 0,488 

47 RBD1 640 0,466 

50 RBD2 1280 0,68 

58 RBD3 2560 1,467 

62 RBD1 20 0,467 

66 RBD3 2560 1,434 

69 RBD1 40 0,484 

70 RBD3 2560 1,534 

72 RBD3 2560 1,437 

73 RBD1 160 0,499 

74 RBD3 320 1,319 

83 RBD2 40 0,546 

86 RBD2 80 0,918 

87 RBD2 40 0,617 

88 RBD1 80 0,423 

91 RBD2 320 0,837 

94 RBD3 1280 1,706 

95 RBD3 320 1,32 

96 RBD1 20 0,018 

98 RBD3 1280 1,546 

99 RBD3 1280 1,569 

101 RBD2 320 0,661 

102 RBD3 1280 1,644 

104 RBD3 640 1,549 

105 RBD3 2560 1,556 

107 RBD3 640 1,278 

108 RBD3 640 1,302 

111 RBD2 40 0,545 

112 RBD3 2560 1,297 

113 RBD3 1280 1,354 

115 RBD2 40 0,596 

119 RBD2 1280 1,072 

124 RBD2 1280 0,998 

127 RBD3 1280 1,331 
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140 RBD3 1280 1,223 

141 RBD2 1280 0,846 

142 RBD3 640 1,387 

153 RBD1 320 0,456 

160 RBD2 1280 1,115 

166 RBD1 0 0,2 

167 RBD3 1280 1,244 

178 RBD2 40 0,631 

183 RBD3 640 1,331 

185 RBD2 20 0,708 

188 RBD1 40 0,332 

197 RBD1 640 0,303 

200 RBD3 2560 1,145 

201 RBD2 1280 0,819 

208 RBD3 2560 1,312 

 

Na coorte de indivíduos vacinados, todos apresentam anticorpos IgG anti-RBD após 

a vacinação com Coronavac, e aumentaram os títulos de IgG (Wilcoxon, p<0,0001) (Figura 

6a) e de VNT (Wilcoxon, p=0,0002) (Figura 6b) após a vacinação com miRNA-273 Pfizer. 

Já os títulos de IgA caíram e não aumentaram após o booster vacinal (Figura 6a). 

 

Figura 6. Análise do perfil  sorológico da coorte de vacinados e dos títulos de neutralização. A. Razão de 

IgA e IgG para RBD. B. Títulos de neutralização (VNT) entre vacinas. (N=18). *p<0.05; **p<0.001; 

***p<0.0001 
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6.2 Perfil de reconhecimento de epítopos em indivíduos convalescentes 

Para determinar se a resposta de anticorpos foi direcionada a múltiplas ou a algumas 

regiões antigênicas dominantes, analisamos a reatividade de IgG e IgA a um conjunto de 91 

peptídeos de sequências de proteínas do SARS-CoV-2.  

O ensaio de microarray para varredura dos peptídeos IgG e IgA foi desenhado para 

maximizar a sensibilidade e especificidade dos anticorpos. Para assegurar que as amostras 

não apresentariam reação cruzada ou ligações inespecíficas provenientes do anticorpo 

secundário, 8 amostras de controle pré pandemicos foram mapeados e não foram encontradas 

ligações inespecíficas.  

  

 

Figura 7. Análise da detecção de proteínas por microarray. Dois sub-arrays mostrando duas amostras de 

indivíduos pós Coronavac (A) e pós booster (B). 

 

A intensidade de reconhecimento foi obtida após análise no software GenePix Pro 

7.1 (Figura 7). Um mapa da posição dos peptídeos foi disponibilizado pela PEPperPRINT 

para correta sinalização dos spots fluorescentes e aplicado ao software de análise. Uma vez 

posicionado, todos os subarrays foram lidos simultaneamente e geraram resultados 
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individuais, onde cada subarray tem uma medição própria de background e razão sinal-ruído 

(Figura 8). As análises de imagem geraram uma tabela de dados brutos, e os dados finais 

foram tratados e analisados.  

 

 

Figura 8. Exemplificação do mapa e sistema de análise. A PEPerPRINT disponibilizou um mapa em formato 
de grid para sobrepor a imagem adquirida pelo equipamento. O grid sobrepõe cada subarray do microchip 

individualmente para análise. 

 

Os indivíduos foram divididos em dois grupos: (i) 52 com altos títulos de 

neutralização, nomeados “High” ( ≥1:160) e (ii) 19 com títulos baixos de neutralização, 

nomeados “Low” (<1:160). Entre os indivíduos Low, a maioria apresentou títulos de 1:40, 

enquanto entre os indivíduos High, a maioria apresentou títulos de 1:1280 e estão distribuídos 

entre 1:320, 1:640 e 1:2560 (Figura 9a).  
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Figura 9. Perfil Imunológico e das amostras de indivíduos convalescentes (N=71) . A. Porcentagem de 

indivíduos nos grupos Low e High. B. Número de peptídeos IgG e IgA reconhecidos por amostra. 

 

Identificamos regiões antigênicas lineares anti-RBD para IgG e IgA (Figura 10). O 

reconhecimento IgA foi mais amplo, com 4 a 51 peptídeos reconhecidos por amostra 

(mediana de 25 peptídeos) em comparação ao IgG, com até 32 peptídeos reconhecidos por 

amostra (Wilcoxon, p<0,0001) (Figura 9b). 
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Figura 10. Mapa de calor representando a magnitude de reconhecimento dos peptídeos da região RBD 

do SARS-CoV-2 testados para reatividade IgG e IgA. Nas colunas, encontram-se os peptídeos ordenados 

em sequência da estrutura primária. Nas linhas, encontram-se as amostras de convalescentes, agrupadas por 

isotipo e títulos de anticorpos neutralizantes. O peptídeo destacado e sua sequência é o P44 (S415-429).  

 

Considerando os títulos de neutralização, observamos que os indivíduos do grupo 

Low reconhecem mais peptídeos tanto para IgG (p=0,0002) quanto para IgA (p=0,0002) 

(Figura 11a). Por outro lado, os indivíduos do grupo High reconheceram menos peptídeos, 

indicando que altos títulos de neutralização estão associados com uma resposta de peptídeos 

menos diversa.  

Para definir os peptídeos mais intensamente reconhecidos, estabelecemos um cut-

off onde consideramos os peptídeos mais reconhecidos por pelo menos 30% da coorte. Após 

a filtragem dos dados pela quantidade final de reconhecimento de cada peptídeo, 

encontramos 8 peptídeos dominantes reconhecidos por pelo menos 30% da coorte: P6 (S353-

367), P12 (S365-379), P14 (S370-384), P18 (S378-392), P30 (S397-401), P44 (S415-429), P50 (S427-441) 
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e P66 (S459-473) (Figura 11b). Em contraste com IgG, para os anticorpos IgA o P50 não foi 

imuno dominante, mas sim o P6. Os indivíduos que exibiram reatividade IgG ao P44 

apresentam maiores títulos de neutralização comparado aos que reconhecem outros 

peptídeos, enquanto para IgA a distribuição é mais homogênea. 

 

 

 

 

Figura 11. Perfil de frequência de reconhecimento da coorte de convalescentes  (N=71). A. Número de 

peptídeos reconhecidos por IgG e IgA por amostra Observa-se que existe maior reconhecimento de peptídeos 
para os grupos que possuem baixos títulos de neutralização (Low) tanto para IgG (p=0.0020), quanto para IgA 

(p=0.0002). B. Frequência de reconhecimento (%) IgG e IgA por peptídeo. 

 

Os oito peptídeos mais reconhecidos foram analisados considerando sua relação 

com a alta ou baixa capacidade de neutralização do soro contra o SARS-CoV-2 de Wuhan. 

O P44 foi o único peptídeo significativamente mais reconhecido pelo grupo High para IgG 
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(p=0,0015) (Figura 12a) e IgA (p=0,0176) (Figura 12b). Em contraste, os peptídeos P12, 

P14, P18 e P30 mostraram maiores intensidades de ligação para o grupo Low, assim como 

o P6 para IgA.  
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Figura 12. Diferencial de intensidade aos peptídeos RBD selecionados, comparando convalescentes dos 

grupos High e Low. A. Perfil IgG. B. Perfil IgA. 

 

Os oito peptídeos mais reconhecidos foram considerados como imunodominantes e 

passaram por análises profundas sobre sua conservação e estrutura. A análise de conservação 

das proteínas RBD de outras linhagens de beta coronavírus (SARS-CoV-2, SARS-CoV, 

SARS-SZ3, Rs3367-bat, CoV-pangolin, e RaTG13-bat) mostrou que os peptídeos 

imunodominantes estão localizados em regiões altamente conservadas (Figura 13a) e com 

altos níveis de entropia (Figura 13b). Exceção feita a P50 e P66, que se encontram em regiões 

menos conservadas, embora as cargas positivas dos aminoácidos lisina e arginina, pareçam 

estar preservadas nesses peptídeos.  

Para observar como os peptídeos imunodominantes se comportam estruturalmente 

em relação aos sítios de ligação, fizemos uma análise estrutural e escolhemos a ECA2 e o 

B38, sendo esse segundo um anticorpo neutralizante (nAb) terapêutico que possui sítios de 

ligação próximos a região correspondente ao P44. Observamos que o P44 é o único peptídeo 

presente nas regiões de contato com a ECA2 e com o nAb B38. Em contraste, os peptídeos 

P12, P14, P18 e P30 estão localizados fora da região de ligação com o nAb (Figura 14).  
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Figura 13. Avaliação da conservação dos peptídeos imunodominantes. A. Análise de conservação dos 
peptídeos imunodominantes entre as proteínas RBD dos betacoronavírus SARS-CoV-2, SARS-CoV, SARS-
SZ3, Rs3367-bat, CoV-pangolin, e RaTG13-bat. O tamanho das letras no gráfico reflete a frequência do 

aminoácido em questão no alinhamento de múltiplas sequências. B. Entropia dos resíduos de aminoácidos 
alinhados na figura anterior. O valor da entropia é inversamente proporcional à frequência de variação das 

regiões alinhadas. Os peptídeos imunodominantes estão destacados.  

 

 

 

 

Figura 14. Avaliação estrutural dos peptídeos imunodominantes. Ligação da porção RBD com o nAb B38 
(A) e com o receptor ECA2 (B) e suas interações com o P44. Os resíduos de contato estão em vermelho. O 
SARS-CoV-2 está em cinza, e as regiões dos peptídeos imunodominantes em laranja (P50), verde oliva (P12, 

P14, P18), azul ciano (P30) e verde fluorescente (P66). 

 

O peptídeo mais reconhecido foi o P44, (S415-429, de sequência 

TGKIADYNYKLPDDF), que apresentou 68% de reatividade para IgG e 82% para IgA. 

Predições de epítopos de células B in silico mostraram que o P44 está dentro de uma região 

com alta probabilidade de epítopos (Figura 15a). Análises de correlação mostraram que a 

reatividade IgG do P44 está positivamente correlacionada com títulos de neutralização 

(Spearmann r= 0.4846, p<0.0001, 95% com intervalo de confiança de 0.2769 - 0.6491) 

(Figura 15a), e a reatividade IgA também está correlacionada positivamente, porém mais 

fraca (Spearmann r=0.3103, p=0.0084, 95% com intervalo de confiança de 0.07602 - 0.5121) 

(Figura 15b).  
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Figura 15. Perfil de reconhecimento do P44. A. Predição in silico pelo software BepiPred. A região destacada 
corresponde a região do P44, mostrando um alto valor de predição. B. Correlação positiva entre a média de 
intensidade de fluorescência (MFI) de IgG (p<0.0001) e IgA (p=0.0084) específica para P44 e os títulos de 

neutralização. 

 

As MFI de IgG do P44 também se correlacionam positivamente com os níveis de 

IgG mensurados pelo método de ELISA (Spearmann, r=0.2443; p=0.04) (Figura 16a). 

Quando consideramos os indivíduos hospitalizados, encontramos maior reatividade para IgA 

(Mann Whitney, p=0,0092), mas não observamos o mesmo para IgG (Mann Whitney, 

p=0,051) (Figura 16b). Levando em consideração que o P44 contém o hotspot que 

compreende a região de mutação K417, investigamos a relevância das mutações nas regiões 

de ligação de anticorpo usando simulações de dinâmicas moleculares in silico usando as 

variantes Beta (que contém as mutações RBD E484K, K417N e N501Y) e 

Gamma/Delta/Omicron (que contém as mutações E484K, K417T and N501Y) interagindo 

com o anticorpo monoclonal (mAb) terapêutico REGN10933, que mostrou perda de 

atividade neutralizante em ensaio de pseudovírus com a presença da mutação K417N (132). 
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Os resultados dessa análise indicam que a RBD ancestral possui várias pontes de ligação 

próximas ao resíduo E484, ao contrário das variantes, que não possuem (Figura 17).   

 

 

Figura 16. Perfil de reconhecimento do P44. A. Correlação positiva entre a média de intensidade de 
fluorescência (MFI) do P44 e os níveis de IgG RBD no ELISA (p=0.04). B. Comparação da média de 
intensidade de fluorescência (MFI) do P44 entre indivíduos hospitalizados e não hospitalizados, mostrando 

maior reatividade IgA (p=0.0092) do que IgG (P=0.051) entre os indivíduos hospitalizados.  
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Figura 17. Representação estrutural da ligação da RBD ancestral (Wuhan) e as variantes Gamma, Beta, 

Delta e Omicron, ao mAb REGN10933 (pdb: 6XDG). A. As ligações estruturais mostrando as RBD ancestral 
apresentam várias pontes de ligação próximas ao resíduo E484, enquanto as variantes não apresentam. B. 
Análise de área de superfície acessível a um solvente evidenciando as regiões carregadas. Em azul as cargas 

positivas, e em vermelho as negativas. A região destacada é a região de contato entre o mAb e a RBD.  

 

Seguindo as análises estruturais, investigamos mais profundamente se os peptídeos 

imunodominantes estão localizados nas regiões que são conhecidas como regiões de contato 
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com nAbs. Com exceção do resíduo K417, todos os resíduos da RBD que fazem contato com 

nAbs estão localizados na RBM (Anexo B). O P44 possui a maior frequência de contato com 

nAbs (n=56), seguido do P66 (n=45) (Tabela 5), embora o P66 não apresente 

reconhecimento estatisticamente significante entre indivíduos do grupo High (Figura 12) ou 

correlação com VNT. Ainda, as análises mostram que a região RBD possui uma grande 

superfície de contato com os nAbs e três faces não neutralizantes que não fazem contato com 

nAbs (132) (Figura 18a). Transpondo as sequências dos peptídeos imunodominantes 

localizados dentro das áreas de ligação de nAbs para a superfície da RBD, observamos que 

o P44 está quase inteiramente localizado dentro das áreas de ligação com os nAbs, enquanto 

os outros peptídeos se encontram fora dessas regiões (Figura 18b).  

 

Tabela 5. Frequência de nAbs em contato com aminoácidos da RBD.  

 

 

 

Peptídeo
Frequência de 

contato com nAbs

P6 9

P12 3

P14 11

P18 25

P30 6

P44 56

P50 12

P66 45
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Figura 18. Localização estrutural dos peptídeos mais reconhecidos e as faces de ligação da RBD . A. 
Estrutura da superfície de diferentes ângulos que mostra as faces não neutralizantes em cinza e as faces de 
ligação de nAbs em rosa. B. Os peptídeos imunodominantes estão coloridos em azul escuro (P6), laranja 
(P12/14), vermelho (P44), amarelo (P18), verde escuro (P50), azul ciano (P30) e verde fluorescente (P66). As 

faces não neutralizantes estão destacadas em cinza. 

 

6.3 Perfil de reconhecimento de peptídeos em vacinados 

Considerando o grande impacto da vacinação como forma de proteção contra a 

infecção por SARS-CoV-2 e seu papel na seleção de novas variantes, foi examinado o perfil 

de reconhecimento de anticorpos em 18 indivíduos depois de duas doses de Coronavac e um 

booster de miRNA-273 (Pfizer). 



44 

 

 

 

Figura 19. Perfil de reconhecimento da coorte de vacinados. A. Mapa de calor representando a magnitude 
de reconhecimento dos peptídeos da região RBD do SARS-CoV-2 testados para reatividade IgG pós Coronavac 
e pós booster com mRNA-273 Pfizer. Nas colunas, encontram-se os peptídeos ordenados em sequência da 
estrutura primária. Nas linhas, encontram-se as amostras de vacinados, agrupadas por esquema vacinal. B. 

Frequência de reconhecimento IgG pelos peptídeos imunodominantes selecionados. 

 

Foram encontrados 13 peptídeos reconhecidos por 30% da coorte, com repertório 

mais diversificado do que o dos convalescentes (Figura 19). Destes, apenas o P14, P18 e o 

P44 coincidem com o perfil de peptídeos imunodominantes dos convalescentes (Tabela 6). 

Após a análise de conservação, desta vez comparando as variantes alfa, beta, gamma, delta e 

omicron BA.1 com a Wuhan ancestral, observamos que estes peptídeos estão em regiões 

menos conservadas ou que apresentam maiores níveis de entropia (Figura 20).  
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Tabela 6. Lista dos peptídeos imunodominantes entre convalescentes e/ou vacinados. 

 

 

Peptídeo Resíduo Sequência % reconhecimento (N)

61,1 (11/18)

N/A

50 (9/18)

N/A

55,56 (10/18)

N/A

33,33 (6/18)

22,53 (16/71)

11,11 (2/18)

30,99 (22/71)

72,22 (13/18)

49,30 (35/71)

66,67 (12/18)

39,44 (28/71)

16,67 (3/18)

61,97 (44/71)

33,33 (6/18)

29,57 (21/71)

33,33 (6/18)

69,01 (49/71)

5,56 (1/18)

30,99 (22/71)

44,44 (8/18)

25,35 (18/71)

27,78 (5/71)

39,44 (28/71)

38,89 (7/18)

2,82 (2/71)

33,33 (6/18)

21,13 (15/71)

50 (9/18)

4,23 (3/71)

44,44 (8/18)

9,86 (7/71)

>30%

>30%

*Laranja = vacinados

Azul = convalescentes

329-343

333-347

337-347

339-353

351-365

355-369

363-377

505-517

84 YGFQPTNGVGYQPYR

89 YQPYRVVVLSFELLH

495-509

66 SNLKPFERDISTEIY

75 STPCNGVEGFNCYFP

82 PLQSYGFQPTNGVGY

459-473

477-491

491-505

44 TGKIADYNYKLPDDF

50 DDFTGCVIAWNSNNL

56 NNLDSKVGGNYNYLY

415-429

427-441

439-453

18 ADYSVLYNSASFSTF

30 LNDLCFTNVYADSFV

41 QIAPGQTGKIADYNY

387-401

409-423

6 GEVFNATRFASVYAW

12 YAWNRKRISNCVADY

14 RKRISNCVADYSVLY

1 FPNITNLCPFGEVFN

3 TNLCPFGEVFNATRF

5 PFGEVFNATRFASVY
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Figura 20. Avaliação da conservação dos peptídeos imunodominantes. A. Análise de conservação dos 
peptídeos imunodominantes entre as proteínas RBD de diferentes variantes (alfa, beta, gamma, delta e omicron 
BA.1). O tamanho das letras no gráfico reflete a frequência do aminoácido em questão no alinhamento de 
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múltiplas sequências. B. Entropia dos resíduos de aminoácidos alinhados na figura anterior. O valor da entropia 
é inversamente proporcional à frequência de variação das regiões alinhadas. Os peptídeos imunodominantes 

estão destacados.  

 

Verificamos também onde esses peptídeos estavam estruturalmente localizados em 

relação aos sítios de ligação viral utilizando o COVA1-16, um nAb terapêutico com sítios de 

ligação correspondentes às regiões dos peptídeos P14 e P18, os mais reconhecidos entre os 

vacinados e o receptor ECA2. Observamos que os resíduos de contato com a COVA1-16 S371 

e S375 estão mutados na Omicron BA.1 (S371 Leu e S375 Phe) (Figura 21a). Além do P44, 

os peptídeos P75, P82, P84 e P89 também estão localizados na região de contato da RBD 

com o receptor ECA2 (Figura 21b).  

 

 

 

Figura 21. Avaliação estrutural dos peptídeos imunodominantes. Ligação da RBD ao nAb COVA1-16 (A) 

e a ECA2 (B) mostrando a interação com o P14/18 e seus resíduos de contato (em preto). A RBD está em cinza, 

e os peptídeos imunodominantes em amarelo (P14/18), verde (P56), laranja (P41/44) e azul ciano (P1/3/5/6). 

 

Uma vez que o perfil de peptídeos imunodominantes é distinto entre convalescentes 

e vacinados, levantamos a hipótese de uma pressão imunológica que aconteceu entre os 

períodos de vacinação em comparação ao surgimento das variantes no Brasil (Anexo C). 

Essas regiões dominantemente reconhecidas por vacinados estão localizadas em regiões de 

mutação na variante Omicron BA.1, uma variante de grande importância que emergiu após 

a vacinação em escala (Figura 22). 
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Figura 22. Sequência linear da RBD mostrando os sítios de mutação beta, gamma, delta e Omicron BA.1. 
As regiões destacadas em amarelo são as mais reconhecidas entre os vacinados. Os treze peptídeos IgG 
reconhecidos por vacinados (em laranja) e os sete reconhecidos por covalescentes (azuis) são mostrados de 
acordo com os resíduos RBD. Os números em vermelho ou azul representam os aminoácidos mutados nas 

variantes Omicron ou Beta/Gamma/Delta, respectivamente. 
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7. DISCUSSÃO 

 

A região RBD é considerada pela literatura como imunodominante devido ao 

número total de anticorpos dirigidos e por ser alvo de 90% da atividade neutralizante presente 

no soro ou plasma da maioria dos indivíduos mapeados (133). Em consonância com nossos 

resultados, diversos estudos citaram a correlação entre altos títulos de neutralização e altos 

títulos de reconhecimento da proteína RBD (134,135), a correlação entre a gravidade da 

doença e altos títulos de neutralização, e a alta potência dos anticorpos anti -RBD e sua 

correlação com o aumento da sobrevivência.  

A identificação de epítopos de células B que induzem à produção de anticorpos 

neutralizantes é essencial para compreender a dinâmica de evolução viral, além de promover 

informações relevantes em relação a estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra o 

SARS-CoV-2 e suas variantes emergentes. Nossa abordagem pelo microarray de peptídeos 

forneceu um perfil abrangente da reatividade IgA e IgG aos peptídeos derivados do vírus 

ancestral em convalescentes da primeira onda da pandemia e em indivíduos vacinados sem 

infecção prévia, o que permitiu observar e identificar conjuntos de peptídeos 

imunodominantes distintos.  

Em resumo, o perfil de reconhecimento IgA em convalescentes foi mais diverso do 

que o perfil de IgG, diferente do que foi observado em uma coorte de convalescentes que 

mostrou que os anticorpos IgG e IgA reconhecem as mesmas regiões proteicas com 

frequências similares (136).  Além disso, o perfil de IgG foi ainda mais restrito em 

convalescentes com altos títulos de neutralização. Se, por um lado, uma resposta mais restrita 

de anticorpos possa refletir uma resposta imune mais robusta, por outro, também pode 

favorecer o escape imunológico – a seleção de novas variantes. Alinhado com essa 

interpretação, um estudo recente (137) mostrou que devido ao “imprinting” humoral, as 

infecções por Omicron causaram reduções significantes na diversidade de epítopos de nAbs 

e aumentaram a proporção de mAbs não neutralizantes, o que por sua vez teria concentrado 

a pressão imune e promovido a evolução convergente das variantes.  

Os peptídeos reconhecidos por mais de 30% da coorte foram considerados 

imunodominantes (133,138). Como primeira abordagem, determinamos o perfil de 
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reatividade dos convalescentes e identificamos apenas um peptídeo (P44, S415-429 

TGKIADYNYKLPDDF) que mostrou correlação positiva com a atividade neutralizante, 

sugerindo que as respostas aos outros peptídeos também caracterizados como 

imunodominantes possam não ter gerado anticorpos neutralizantes.  

Algumas informações importantes foram observadas. Encontramos a presença de 

peptídeos com característica imunogênica já descrita na literatura: candidatos relevantes para 

peptídeos vacinais ou para imunovigilância após a administração de terapias com anticorpos 

preditos por diversos métodos integrando antigenicidade, toxicidade, alergenicidade, 

estabilidade e propriedades físico-químicas (Anexo D).  

Parte do peptídeo P44 e o peptídeo P50 foram descritos como peptídeos 

imunodominantes em camundongos BALB/c em um estudo com um candidato de vacina de 

DNA, com indução de respostas de células T 7 dias após a inoculação (139). Parte do 

peptídeo P50 também foi descrito em um design de vacina in silico, onde os autores reportam 

o docking dos peptídeos imunogênicos com os receptores tipo Toll (TLR, do inglês, Toll-

Like Receptors) e com o ECA2, e a predição da estrutura secundária de mRNA in silico, 

demonstrando a expressão eficiente dos peptídeos em Escherichia coli  (140). 

O peptídeo P18 foi reportado em um estudo anterior também in silico como peptídeo 

de células T que interagem com MHC de classe II (HLA-DR*01:01), porém com baixa 

afinidade (141). Por fim, o P66 faz parte da região RBM (do inglês, Receptor Binding Motif), 

a região central da proteína RBD que se liga ao ECA2. Esse peptídeo localizado em um 

hotspot foi descrito como uma região IgG reativa, analisada em uma coorte de 12 indivíduos 

COVID-19 positivos (p=0.0249), porém perdeu a habilidade de discriminar os indivíduos 

positivos quando analisado em uma coorte maior, dessa vez com 23 indivíduos (p=0.2640) 

(142).  

Parte do peptídeo P66 também foi predito como epítopo linear e conformacional de 

células B (143). Esse mesmo estudo mostrou os peptídeos P12 e P14 em um epítopo viral de 

33 resíduos de aminoácidos (GEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNS) como 

o 3º colocado em uma lista de 1546 genes que incluem as proteínas Spike, de membrana e 

envelope para epítopos de células T e B, com apresentação de MHC de classe I em 98,3% da 

população. Zhang e colaboradores (144) identificaram 4 peptídeos derivados da região RBD 
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por mapeamento de epítopos que sobrepõem parcialmente os peptídeos P12, P14 e P66 e que 

reagem com o antisoro de camundongos imunizados contra uma vacina baseada na porção 

Fc da proteína RBD, porém com uma baixa atividade neutralizante (145).  

O P44 compreende o resíduo de mutação K417 presente nas variantes Gamma 

(K417T), Beta e Omicron (K417N), variantes que são menos reconhecidas por nAbs de 

convalescentes da primeira onda (138)e por vacinados (146). O resíduo K417 é um resíduo 

de contato com a ECA2, e é provavelmente o resultado da evolução adaptativa do SARS-

CoV-2, e exibe forte ligação ao receptor (147). A forte resposta humoral direcionada à região 

que compreende esse resíduo pode ter causado pressão seletiva e por consequência, 

favorecido o escape imunológico desta região observado nas variantes.  

Outros estudos mostraram que nAbs que reconhecem epítopos RBD conservados 

entre as variantes do SARS-CoV-2 e outros sarbecovírus fora da RBM são capazes de 

neutralizar a Omicron (148). Diversos mAbs reagem de forma cruzada e neutralizam outros 

sarbecovírus além do SARS-CoV-2, indicando que os nAbs direcionados a regiões 

conservadas dos sarbecovírus permanecem efetivos (148).  

Dados sobre epítopos conformacionais indicam que as mutações que ocorrem em 

resíduos com altos escores de acessibilidade de anticorpos baseados em suas estruturas, como 

o resíduo K417 quando a RBD está aberta, são mais susceptíveis a abranger epítopos (149). 

Nossos dados mostram que as substituições de aminoácidos nessas regiões podem impactar 

a resposta de anticorpos policlonais. 

Estudos mostraram que a sequência do P44 é alvo de anticorpos IgG de 

convalescentes e de vacinados com vacinas Spike-mRNA (150). Embora o estudo possua um 

número pequeno de voluntários e não tenha avaliado o potencial neutralizante, esses 

resultados corroboram a teoria de imunodominância do P44, também observada para IgA. 

Outros dois estudos com microarray que usaram peptídeos menores (12-mer) sobrepondo a 

sequência do P44, não mostrou reatividade direcionada ao peptídeo T415GKIADYNYKLP426 

(119,151). Acreditamos que isso pode ser devido ao comprimento do peptídeo usado no 

estudo em questão, e que isso também sugere que conseguimos detectar o epítopo de maneira 

precisa pela nossa abordagem: não encontramos reatividade de anticorpo dominante 

direcionada aos peptídeos que flanqueiam o P44 (P43 e P45). Outros estudos reforçam 
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nossos achados ao demonstrar que o soro de indivíduos convalescentes reage com peptídeos 

maios longos contendo a sequência do P44 (G413QTGIADYNYKLPDDFTGC432 (152) e 

V407RQIAPGQTGIADYNYKLPDDFTGCVIAW436 (153)). 

Mencionamos anteriormente que o P44 está localizado próximo a vários sítios de 

ligação de anticorpos terapêuticos, e frequentemente se sobrepõe com os sítios de ligação ao 

receptor ECA2 (154), como os nAbs REGN10933 (155) e o B38 (156), que reconhecem a 

região principal de ligação com a RBD e que contém a sequência do P44. Nossos achados 

mostram que o P44 tem 56% de frequência de contato com nAbs. Outros estudos mostraram 

que todos os sítios que sofrem escape imunológico estão em contato direto (<4 Å) ou 

proximal (4–8 Å) com anticorpos em estruturas de alta resolução (156). Consequentemente, 

a troca do K417 carregado positivamente por uma Asparagina neutra (variante Beta) ou 

Treonina (variante Gamma) causa uma mudança na estrutura de hélice, como mostrado por 

Chen e colaboradores (157), aumentando ainda mais a distância da interação molecular e 

possivelmente, prejudicando a interação com o anticorpo. O IC50 (concentração média de 

inibição) do REGN10933 caiu cerca de 13 e 8 vezes contra as variantes Beta e Gamma, 

respectivamente, principalmente por causa das mutações K417T/N e E484K (158). 

Consequentemente, os anticorpos que reconhecem o peptídeo sequencial que abrange o P44 

possivelmente não neutralizariam as variantes com a mutação K417N, conforme relatado em 

outros estudos (157–159). Já o resíduo E484K está localizado em um loop estabilizado por 

duas pontes dissulfeto (149), e provavelmente forma um epítopo conformacional, e por esse 

motivo não foi detectado no nosso array.  

Por conseguinte, nós levantamos a hipótese de que os epítopos dominantes podem 

favorecer a pressão imunológica e a seleção de variantes portadoras de mutações em regiões 

críticas, capazes de evadir a resposta imune. Para isso, nós também analisamos o perfi l de 

indivíduos vacinados e que não foram previamente infectados, e observamos que o perfil de 

peptídeos imunodominantes dos vacinados foi maior do que o dos convalescentes, que 

possuem uma resposta mais focada e associada a altos títulos de neutralização. Isso nos leva 

a acreditar que a pressão imunológica associada à vacinação contribui para a disseminação 

de epítopos e o surgimento da Omicron. 
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 Estudos recentes mostraram o potencial da pressão imunológica exercida pelos 

tratamentos com plasma de indivíduos convalescentes e com mAbs na evolução do SARS-

CoV-2 em imunocomprometidos (160,161). Essas circunstâncias podem ter contribuído para 

o surgimento de variantes com mais mutações (como a Omicron em relação às demais 

variantes (157)). Visto que tanto as vacinas quanto as terapias baseadas em anticorpos têm 

como alvo principal a proteína Spike, as pressões de seleção que favorecem o surgimento de 

variantes portadoras de mutações de escape imunológico geradas em infecções crônicas (162) 

serão semelhantes às que selecionam mutações que permitem reinfecções na população geral  

(163,164). A teoria do “Original Antigenic Sin” (do inglês, “pecado antigênico original”), 

que descreve que o desenvolvimento da imunidade contra patógenos/antígenos é moldado a 

partir da primeira exposição aos mesmos (165), também pode apresentar um obstáculo para 

o desenvolvimento de vacinas com potencial neutralizante. 

É importante ressaltar que a vacinação com vacinas de mRNA geram anticorpos 

estruturalmente diferentes, com funções efetoras que diferem dos anticorpos produzidos em 

resposta à infecção natural, representando a eficácia da vacinação mesmo em cenários de 

redução da capacidade neutralizante (166). Estudos mostram que a vacinação induz mais 

anticorpos sialilados, fucosilados e galactosilados, especialmente IgG1, do que a infecção 

natural: essas modificações estruturais aumentam a capacidade dos anticorpos de se 

envolverem nas vias FcyR, que podem servir como outro mecanismo para reduzir a infecção 

(167,168). Outro estudo mostrou que a depleção de anticorpos específicos para RBD de 

pacientes vacinados teve pouco ou nenhum impacto nas funções efetoras dependentes de Fc 

contra as variantes Alpha, Beta, Gamma e Delta. Além disso, o plasma de indivíduos 

vacinados apresentou altos níveis de ligação dos componentes do complemento C1q e C3d a 

anticorpos específicos para Spike ou RBD, ao contrário do plasma convalescente (169). 

Mesmo que as mutações da proteína Spike encontradas nas VOCs diminuam a eficácia da 

vacina ao reduzir a atividade neutralizante, as funções efetoras dependentes de Fc também 

contribuem para menor incidência de doença grave após a vacinação (166). 

É esperado que o vírus continue a se adaptar e continue a se divergir cada vez mais 

das sequências iniciais do vírus ancestral (Wuhan). Consequentemente, as vacinas que 

possuem como alvo a Spike ancestral podem, na verdade, aumentar as respostas contra 
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epítopos conservados ao invés de induzir respostas às novas variantes. É incerto se a 

imunidade conferida por uma vacina bivalente contendo as variantes Omicron e Wuhan será 

a melhor escolha: Wang e colaboradores (170) publicaram recentemente um pequeno estudo 

sobre a resposta de anticorpos à Omicron e o booster bivalente contendo as Spikes das 

variantes Omicron BA.4, BA.5 e da variante ancestral. Os autores concluem que o booster 

com a vacina bivalente não provoca um pico de neutralização superior em comparação ao 

reforço com as vacinas monovalentes originais e levantam a hipótese de impressão 

imunológica. Ainda, um outro estudo chegou a conclusões similares ao observar a evasão de 

anticorpos das sub-variantes Omicron em vacinados com a vacina contra o vírus ancestral, e 

embora a infecção com a sub-variante induza certa capacidade de neutralização cruzada, o 

fenômeno “Original Antigenic Sin” limita muito a remodelação da resposta variante-

específica: as infecções subsequentes por variantes não parecem promover proteção 

suficiente (171). Provavelmente os próximos passos envolverão desenvolver vacinas 

específicas baseadas em novas variantes dominantes e/ou subdominantes, conforme 

demonstrado em resultados pré-clínicos promissores (172). 
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8. CONCLUSÃO 

 

Identificamos um grupo de peptídeos lineares imunodominantes contidos na região 

RBD do vírus SARS-CoV-2 ancestral que difere entre convalescentes da primeira onda de 

infecção e vacinados que seguiram o regime vacinal de duas doses de Coronavac seguidas 

de um booster com a miRNA-273 Pfizer. Entre os indivíduos convalescentes, apenas o 

peptídeo P44 se correlacionou positivamente com títulos de neutralização, o que sugere que 

ele possui epítopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes devido à sua localização na 

RBD. Esse peptídeo imunodominante possui um hotspot de mutação em três variantes do 

SARS-CoV-2: Beta, Gamma e Omicron. Também observamos que o perfil de peptídeos 

imunodominantes caracterizados na coorte de indivíduos vacinados é mais diverso e foi 

detectado em regiões que coincidem com as mutações encontradas na variante Omicron 

BA.1, uma variante de grande importância clínica, e que emergiu após a vacinação em escala 

global. Os resultados contidos neste estudo evidenciam que os epítopos imunodominantes 

reconhecidos por convalescentes e vacinados podem favorecer a pressão seletiva, gerando 

variantes que possuem mutações nesses sítios e favorecendo o escape imunológico. 
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10.  ANEXOS 

 

Anexo A. Sequência dos peptídeos sintetizados no array. 

 

Sequência 

ID do 

peptídeo 

GGSGSGSGRVQPTES -8 

SGSGSGRVQPTESIV -7 

SGSGRVQPTESIVRF -6 

SGRVQPTESIVRFPN -5 

RVQPTESIVRFPNIT -4 

QPTESIVRFPNITNL -3 

TESIVRFPNITNLCP -2 

SIVRFPNITNLCPFG -1 

VRFPNITNLCPFGEV 0 

FPNITNLCPFGEVFN 1 

NITNLCPFGEVFNAT 2 

TNLCPFGEVFNATRF 3 

LCPFGEVFNATRFAS 4 

PFGEVFNATRFASVY 5 

GEVFNATRFASVYAW 6 

VFNATRFASVYAWNR 7 

NATRFASVYAWNRKR 8 

TRFASVYAWNRKRIS 9 

FASVYAWNRKRISNC 10 

SVYAWNRKRISNCVA 11 

YAWNRKRISNCVADY 12 

WNRKRISNCVADYSV 13 

RKRISNCVADYSVLY 14 

RISNCVADYSVLYNS 15 

SNCVADYSVLYNSAS 16 

CVADYSVLYNSASFS 17 

ADYSVLYNSASFSTF 18 

YSVLYNSASFSTFKC 19 

VLYNSASFSTFKCYG 20 

YNSASFSTFKCYGVS 21 

SASFSTFKCYGVSPT 22 

SFSTFKCYGVSPTKL 23 

STFKCYGVSPTKLND 24 
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FKCYGVSPTKLNDLC 25 

CYGVSPTKLNDLCFT 26 

GVSPTKLNDLCFTNV 27 

SPTKLNDLCFTNVYA 28 

TKLNDLCFTNVYADS 29 

LNDLCFTNVYADSFV 30 

DLCFTNVYADSFVIR 31 

CFTNVYADSFVIRGD 32 

TNVYADSFVIRGDEV 33 

VYADSFVIRGDEVRQ 34 

ADSFVIRGDEVRQIA 35 

SFVIRGDEVRQIAPG 36 

VIRGDEVRQIAPGQT 37 

RGDEVRQIAPGQTGK 38 

DEVRQIAPGQTGKIA 39 

VRQIAPGQTGKIADY 40 

QIAPGQTGKIADYNY 41 

APGQTGKIADYNYKL 42 

GQTGKIADYNYKLPD 43 

TGKIADYNYKLPDDF 44 

KIADYNYKLPDDFTG 45 

ADYNYKLPDDFTGCV 46 

YNYKLPDDFTGCVIA 47 

YKLPDDFTGCVIAWN 48 

LPDDFTGCVIAWNSN 49 

DDFTGCVIAWNSNNL 50 

FTGCVIAWNSNNLDS 51 

GCVIAWNSNNLDSKV 52 

VIAWNSNNLDSKVGG 53 

AWNSNNLDSKVGGNY 54 

NSNNLDSKVGGNYNY 55 

NNLDSKVGGNYNYLY 56 

LDSKVGGNYNYLYRL 57 

SKVGGNYNYLYRLFR 58 

VGGNYNYLYRLFRKS 59 

GNYNYLYRLFRKSNL 60 

YNYLYRLFRKSNLKP 61 

YLYRLFRKSNLKPFE 62 

YRLFRKSNLKPFERD 63 

LFRKSNLKPFERDIS 64 

RKSNLKPFERDISTE 65 

SNLKPFERDISTEIY 66 

LKPFERDISTEIYQA 67 

PFERDISTEIYQAGS 68 
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ERDISTEIYQAGSTP 69 

DISTEIYQAGSTPCN 70 

STEIYQAGSTPCNGV 71 

EIYQAGSTPCNGVEG 72 

YQAGSTPCNGVEGFN 73 

AGSTPCNGVEGFNCY 74 

STPCNGVEGFNCYFP 75 

PCNGVEGFNCYFPLQ 76 

NGVEGFNCYFPLQSY 77 

VEGFNCYFPLQSYGF 78 

GFNCYFPLQSYGFQP 79 

NCYFPLQSYGFQPTN 80 

YFPLQSYGFQPTNGV 81 

PLQSYGFQPTNGVGY 82 

QSYGFQPTNGVGYQP 83 

YGFQPTNGVGYQPYR 84 

FQPTNGVGYQPYRVV 85 

PTNGVGYQPYRVVVL 86 

NGVGYQPYRVVVLSF 87 

VGYQPYRVVVLSFEL 88 

YQPYRVVVLSFELLH 89 

PYRVVVLSFELLHAP 90 

RVVVLSFELLHAPAT 91 

VVLSFELLHAPATVC 92 

LSFELLHAPATVCGP 93 

FELLHAPATVCGPKK 94 

LLHAPATVCGPKKST 95 

HAPATVCGPKKSTNL 96 

PATVCGPKKSTNLVK 97 

TVCGPKKSTNLVKNK 98 

CGPKKSTNLVKNKCV 99 

PKKSTNLVKNKCVNF 100 

KSTNLVKNKCVNFGS 101 

TNLVKNKCVNFGSGS 102 

LVKNKCVNFGSGSGS 103 

VKNKCVNFGSGSGSG 104 

 

 

Anexo B.  Sequência linear da proteína RBD mostrando a região RBM com foco nos resíduos 

de contato com o receptor ECA2. Os 8 peptídeos imunodominantes IgG/IgA (P6, P12, P14, 
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P18, P30, P44, P50 e P66) são evidenciados de acordo com suas posições nos resíduos da 

RBD. O heatmap rosa representa a frequência na qual os nAbs contatam cada aminoácido. 
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Anexo C. Linha do tempo do SARS-CoV-2, evidenciando as épocas de surgimento de 

variantes, vacinações e coleta de amostras. 
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Anexo D. Descrição dos peptídeos lineares encontrados nos convalescentes. 

 

 

ID peptídeo Sequência

% 

Reconheci

mento 

Global

Sequencia Reportada Predita Origem
Score de 

Antigenicidade
Toxicidade Alergenicidade Fonte

CPFGEVFNATRF RBD 0.0965 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

PNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVA RBD 0.4113 Não-tóxico Não-alérgeno Elipro

PNITNLCPFGEVFNATRFAS RBD 0.5575 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

LCPFGEVFNATRFASVYAWN RBD 0.1673 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

PNITNLCPFGEVFNATRF RBD 0.6006 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

NITNLCPFGEVFNATRFA RBD 0.611 Toxina Não-alérgeno ABCPRED

TNLCPFGEVFNATRFA RBD 0.388 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

PNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVA RBD 0.4113 Não-tóxico Não-alérgeno Elipro

TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADY RBD 0.2542 NS Alérgeno Elipro

YAWNRKRISNCVADYS RBD 0.2628 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

SVYAWNRKRISNCVADYS RBD 0.2293 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

VYAWNRKRISNCVADYSV RBD 0.1551 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

VYAWNRKRISNCVADYSVLY RBD 0.1216 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

ATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTF RBD 0.4565 NS Alérgeno Elipro

TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADY RBD 0.2542 NS Alérgeno Elipro

ASVYAWNRKRISNCVADY RBD 0.1958 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

NRKRISNCVADYSVLYNSAS RBD 0.0274 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

VYAWNRKRISNCVADYSVLY RBD 0.1216 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

ATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTF RBD 0.4565 NS Alérgeno Elipro

NRKRISNCVADYSVLYNS RBD 0.0152 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

NRKRISNCVADYSVLY RBD 0.0823 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

RKRISNCVADYSVLYN RBD -0,0708 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

RKRISNCVADYSVLYNSA RBD -0,0939 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED, FBCPred

AWNRKRISNCVADYSVLY RBD 0.2161 Toxina Alérgeno ABCPRED

AWNRKRISNCVADYSVLYNS RBD 0.1387 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

ADYSVLYNSASFSTF RBD NS NS NS Rakib et al.

VADYSVLYNSASFSTFKC RBD 0.1972 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

ATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTF RBD 0.4565 NS Alérgeno Elipro

SNCVADYSVLYNSASFSTFK RBD -0,0103 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

CVADYSVLYNSASFSTFK RBD 0.0657 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

NCVADYSVLYNSASFSTF RBD 0.0071 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

18 ADYSVLYNSASFSTF 36,5

3 GSGCPFGEVFNATRF 33,3

12 YAWNRKRISNCVADY 33,3

Descrição dos Peptídeos Lineares Imunogênicos do SARS-CoV-2 

14 RKRISNCVADYSVLY 55,5
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SPTKLNDLCFTNVYADSFVI RBD 0.9482 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

PTKLNDLCFTNVYADSFVIR RBD 0.9772 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFV RBD 1.404 Não-tóxico Alérgeno BCPREDS 

TKLNDLCFTNVYADSFVIRG RBD 1.049 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

KLNDLCFTNVYADSFVIR RBD 1.069 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

TKLNDLCFTNVYADSFVI RBD 1.027 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

KLNDLCFTNVYADSFVIRGD RBD 0.932 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

LNDLCFTNVYADSFVIRG RBD 0.7651 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

YNYKLPDDFTGCVIA RBD 0.7009 Não-tóxico Não-alérgeno Trevor et al.

APGQTGKIADYNYKLPDDFT RBD 1.042 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED, IEDB

DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFT RBD 0.9773 Não-tóxico Não-alérgeno Li et al.

IAPGQTGKIADYNYKLPDDFTG RBD 1.131 Toxina Alérgeno BCPREDS

PGQTGKIADYNYKLPDDFTG RBD 1.012 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

TGKIADYNYKLPDDFT RBD 0.9642 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

QTGKIADYNYKLPDDFTGCV RBD 0.6255 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGKKK RBD 1.041 Não-tóxico Não-alérgeno Li et al.

TGKIADYNYKLPDDFTGCVI RBD 0.5848 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

QTGKIADYNYKLPDDF RBD 0.986 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

GQTGKIADYNYKLPDDFT RBD 1.056 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

TGKIADYNYKLPDDFTGC RBD 0.6148 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

DDFTGCVIAWNSNNL RBD NS NS NS Trevor et al.

DDFTGCVIAWNSNNLDSK RBD 0.3503 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED, FBCPred

KIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVG RBD 0.7009 Não-tóxico Não-alérgeno Yazdani et al.

KLPDDFTGCVIAWNSNNLDS RBD 0.0285 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

YKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSK RBD 0.2192 Não-tóxico Alérgeno FBCPred

GKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSYNYLYR RBD 0.4477 NS Alérgeno Elipro

PDDFTGCVIAWNSNNL RBD 0.1077 Não-tóxico Não-alérgeno FBCPred

LPDDFTGCVIAWNSNNLDSK RBD 0.2532 Não-tóxico Não-alérgeno FBCPred

PDDFTGCVIAWNSNNLDS RBD 0.1508 Não-tóxico Não-alérgeno ABPRED, BCPREDS

KLPDDFTGCVIAWNSNNL RBD -0,0227 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

SNLKPFERDISTEIY RBM NS NS NS Musicò et al.

KSNLKPFERDISTEIYQAGS RBM 0.2212 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

VGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGS RBM 0.1172 Não-tóxico Não-alérgeno Yamarkovich et al.

RLFRKSNLKPFERDISTEIY RBM -0,0299 Não-tóxico Não-alérgeno ABCPRED

VGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPC RBM 0.21 Não-tóxico Não-alérgeno Li et al.

SNLKPFERDISTEIYQAGST RBM 0.82 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED, Vashi et al.

YRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFN RBM 0.3951 NS Não-alérgeno IEDB

FRKSNLKPFERDISTEIY RBM 0.2315 Alérgeno ABCPRED

RKSNLKPFERDISTEIYQ RBM 0.2263 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

KSNLKPFERDISTEIYQA RBM 0.2293 Não-tóxico Alérgeno ABCPRED

66 SNLKPFERDISTEIY 39,6

50 DDFTGCVIAWNSNNL 31,7

30 LNDLCFTNVYADSFV 61,9

44 TGKIADYNYKLPDDF 73,0
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