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Um anticorpo monoclonal humano 

bloqueador da infecção por SARS-CoV-2 

 O surgimento do novo coronavírus humano, 

SARS-CoV-2, em Wuhan, China, causou uma epidemia 

mundial de doença respiratória (COVID-19). Vacinas e 

terapias direcionadas para o tratamento dessa doença 

estão em falta atualmente. Aqui, nós relatamos um 

anticorpo monoclonal humano que neutraliza o SARS-

CoV-2 (e SARS-CoV) em meio de cultura. Esse anticorpo 

de neutralização cruzada objetiva um epítopo comum 

nesses vírus e pode oferecer potencial para prevenção e 

tratamento do COVID-19. 

Artigo 

 A síndrome respiratória aguda grave 

coronavírus 2 (SARS-CoV-2) é o agente etiológico da 

Doença induzida pelo Coronavírus 19 (COVID-19), que 

emergiu na China no final de 2019 e causou a 

pandemia1. A partir de 19 de Abril de 2020, 2.241.778 

casos foram reportados por todo o mundo, dos quais 

152.551 (6,8%) morreram pela infecção2. O SARS-CoV-2 

pertence ao subgênero Sarbecovirus (gênero 

Betacoronavirus, família Coronaviridae)3 junto a SARS-

CoV, que surgiu em 2002 causando aproximadamente 

8.000 infecções com letalidade de 10%. Ambos os vírus 

cruzaram as barreiras das espécies de reservatório 

animal e podem causar doenças respiratórias que 

ameaçam a vida de humanos. Atualmente, nenhuma 

terapia direcionada está disponível para a COVID-19. 

Anticorpos monoclonais direcionados para locais 

vulneráveis nas proteínas de superfície viral são, cada 

vez mais, reconhecidos como uma promissora classe de 

drogas contra doenças infecciosas e têm mostrado uma 

terapêutica eficaz para um número de vírus4,5. 

 Anticorpos neutralizadores de coronavírus 

primariamente tem como alvo a glicoproteína trimérica 

Spike (S) na superfície viral que medeia a entrada na 

célula hospedeira. A proteína S tem duas subunidades 

funcionais que realizam a ligação celular (a subunidade 

S1, havendo quatro domínios principais S1A a S1D) e 

fazem a fusão da membrana viral e celular (a 

subunidade S2). Potentes anticorpos neutralizadores 

frequentemente visam a interação local do receptor em 

S1, desabilitando interações do receptor6-11. As 

extremidades proteicas do SARS-CoV-2 (SARS2-S; 1.273 
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resíduos, cepa Wuhan-Hu-1) e SARS-CoV (SARS-S; 1.255 

resíduos, cepa de Urbani) são 77,5% idênticas pela 

sequência primária de aminoácidos, são 

estruturalmente muito similares12-15 e comumente 

ligam-se à enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) 

humana como receptor hospedeiro1,16 através do 

domínio S1B. A interação com o receptor é conhecida 

por desencadear mudanças conformacionais 

irreversíveis na extremidade proteica do coronavírus 

permitindo a fusão da membrana17. 

Resultados 

 Identificação de anticorpos reativos ao SARS-

CoV-2.  

A fim de identificar anticorpos neutralizantes de SARS-

CoV-2, a reatividade (cruzada) por ELISA foi avaliada 

contendo anticorpos sobrenadantes de uma coleção de 

51 hibridomas SARS-S derivados da imunização de 

camundongos transgênicos H2L2 que codificam 

imunoglobulinas quiméricas com variável humana, 

cadeias pesadas e leves, e regiões constantes de origem 

de roedores (Tabela suplementar 1). Quatro de 51 

hibridomas SARS-S sobrenadantes mostraram reação 

cruzada ELISA com a subunidade SARS2-S1 (S resíduos 1-

681; Tabela suplementar 1), dos quais um (47D11) exibiu 

atividade cruzada de neutralização de SARS-S e SARS2-S 

pseudotipo da infecção pelo vírus da estomatite 

vesicular (VEV). O anticorpo quimérico 47D11 H2L2 foi 

reformatado para uma imunoglobulina totalmente 

humana, pela clonagem da variável humana de regiões 

de cadeia pesada e leve em um isotipo suporte humano 

de IgG1. O recombinante humano expresso 47D11 foi 

usado para facilitar caracterização. 

Propriedades antivirais e bioquímicas do mAb 47D11 

humano.  

 O anticorpo humano 47D11 se liga a células 

expressando total comprimento das hastes proteicas de 

SARS-CoV e SARS-CoV-2 (Fig. 1a). O anticorpo 47D11 foi 

encontrado para potencialmente inibir a infecção de 

células VeroE6 com SARS-S e SARS2-S pseudotipo VEV 

com IC50 valores de 0,061 e 0,061μg/ml (Fig. 1b), 

respectivamente. A infecção autêntica de células VeroE6 

com SARS-CoV e SARS-CoV-2 foi neutralizada com IC50 

valores de 0,19 e 0,57 μg/ml (Fig. 1c). Usando ELISA 

47D11 foi mostrado como alvo o S1B domínio de ligação 

ao receptor (receptor-binding domain – RBD) de SARS-S 

e SARS2-S. O 47D11 limita o S1B de ambos os vírus com 

afinidades similares como apresentado pelo ELISA-

baseado em metade do valor de concentração efetiva 

máxima (EC50) (0,02 e 0,03 μg/ml, respectivamente; Fig. 

2a). O ELISA-baseado na afinidade do anticorpo 47D11 

para o “ectodomínio” do espinho (Secto) de SARS-CoV foi 

maior em relação ao de SARS-CoV-2 (EC50 valores: 0,018 

e 0,15 μg/ml, respectivamente), apesar de o 

revestimento equimolar do antígeno (Sumplementar 

Fig. 1). De acordo com as reatividades do ELISA, a 

medida da ligação cinética de 47D11 pela 

interferometria de camada biológica mostrou que o 

47D11 se liga ao SARS-Secto com alta afinidade (equilíbrio 

dissociante constante [KD]: 0,745 nM) em relação ao 

SARS2-Secto (KD 10,8 nM), enquanto que a afinidade para 

SARS-S1B e SARS2-S1B foi uma faixa semelhante (16,1 e 

9,6 nM, respectivamente; Suplementar Fig. 2). Essa 

diferença pode se originar das diferenças na 

acessibilidade de epítopos em SARS-S contra SARS2-S, 

como o domínio B pode adotar uma conformação 

fechada e aberta no spike homotrimérico de pré-

fusão12,13. Notavelmente, a ligação de 47D11 para SARS-

S1B e SARS2-S1B não competiram com a S1B logando com 

o ECA2 receptor expresso na superfície da célula como 

apresentado pela citometria (Fig. 2b; Suplementar Fig. 

3) nem com Secto e S1B ligando a ECA2 solúvel em ensaio 

baseado em fase sólida (Suplementar Fig. 4), enquanto 

que dois SARS-S1 anticorpos específicos 35F4 e 43C6 

que neutralizam SARS-S (mas não SARS2-S) pseudotipos 

de infecção por VEV (Suplementar Fig. 5) fazem o 

bloqueio da ligação do SARS-Secto e SARS-S1B com a 

ECA2. Usando um ensaio por fusão de células marcadas 

por tripsina, o 47D11 foi apresentado para prejudicar a 

SARS-S e SARS2-S a mediar a formação de sincícios 

(Suplementar Fig. 6). Nossos dados mostram que o 

47D11 neutraliza SARS-CoV e SARS-CoV-2 através de um 

mecanismo ainda desconhecido que é diferente da 

interferência ligação-receptor. Mecanismos alternativos 

de neutralização de coronavírus pelo RBD-objetivando 

anticorpos, têm sido relatados incluindo inativação do 

espinho através da desestabilização induzida por 
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anticorpo em sua estrutura de pré-fusão17, a qual pode 

também aplicar para 47D11. 

47D11 tem como alvo o epítopo conservado no 

domínio SARS2-S-S1B.  

 O SARS2-S1B RBD (resíduos 338-506) consiste 

em um núcleo domínio e um subdomínio ligação-

receptor (resíduos 438-498) saindo da estrutura de 

domínio principal antiparalela folha beta (betasheet) 

que envolve diretamente o receptor. Comparado com o 

principal domínio S1B, a identidade da sequência 

proteica do receptor S1B interagindo com o subdomínio 

de SARS-S e SARS2-S é substancialmente menor (46,7% 

contra 86,3%; Suplementar Fig. 7 e Fig. 2c). Anticorpos 

neutralizantes potentes geralmente têm como alvo esse 

subdomínio de ligação-receptor. Entretanto, devido a 

variações comuns neste subdomínio, estes anticorpos 

são geralmente vírus específicos e se ligam e 

neutralizam vírus relacionados insuficientemente18,19. A 

reação-cruzada natural de 47D11 indica que o anticorpo 

é mais provável para atingir a conservada estrutura do 

núcleo de S1B RBD. Curiosamente, o anticorpo 

neutralizador de SARS-CoV CR3022, que também tem 

como alvo o principal domínio S1B, foi recentemente 

encontrado para a ligação cruzada SARS-CoV-2, embora 

sua capacidade de neutralizar a infecção por SARS-CoV-

2 não ter sido reportada18,20. A ligação S1B pelo 47D11 

mais longe da interface da ligação-receptor, explica sua 

incapacidade para comprometer a interação entre o 

espinho e o receptor e abre possibilidades para a 

combinação de tratamentos com anticorpos 

neutralizadores potentes não competitivos, que se 

ligam ao subdomínio de ligação ao receptor. 

Combinações de anticorpos visando epítopos não 

sobrepostos podem agir sinergicamente, resultando em 

menor dosagem e podem atenuar o risco de fuga 

imune20. 

 Em conclusão, este é o primeiro relatório de um 

anticorpo monoclonal (humano) que neutraliza SARS-

CoV-2. O 47D11 liga-se a um epítopo conservado no 

espinho RBD explicando sua capacidade para 

neutralização cruzada de SARS-CoV e SARS-CoV-2, 

usando um mecanismo que é independente da inibição 

da ligação-receptor. Este anticorpo será útil para o 

desenvolvimento de testes de detecção do antígeno e 

ensaios sorológicos com alvo no SARS-CoV-2. Anticorpos 

neutralizadores podem alterar o curso da infecção no 

hospedeiro infectado, suportando o curso do vírus ou 

protegendo um hospedeiro não infectado que é exposto 

ao vírus4. A partir disso, este anticorpo – sozinho ou em 

combinação – oferece potencial para prevenir e/ou 

tratar a COVID-19, e possivelmente também outras 

futuras doenças que surgirão em humanos causadas por 

vírus do subgênero Sarbecovirus. 
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Fig. 1. 47D11 neutraliza SARS-CoV e SARS-CoV-2. a. Ligação de 47D11 para células HEK-293T expressando proteínas 

spike marcadas com GFP de SARS-CoV e SARS-CoV-2 detectadas pelo teste de imunofluorescência. O mAb humano 

7.7G6 direciona ao domínio da espícula MERS-CoV S1B foi levada como controle negativo, os núcleos celulares nas 

imagens de sobreposição são visualizados com DAPI. b. Neutralização mediada por anticorpos da infecção pelo VEV 

que codifica partículas luciferase pseudotipadas com proteínas spike de SARS-CoV e SARS-CoV-2. Partículas do 

pseudotipo VEV pré-incubadas com anticorpos nas concentrações indicadas (ver Métodos) foram usadas para infectar 

células VeroE6, e atividades luciferase nas células lisadas foram determinadas em 24 horas após transdução para 

calcular a infecção (%) em relação aos controles não tratados com anticorpos. A média ± SD de, pelo menos, três 

experimentos independentes com triplicados técnicos é mostrada. Iso-CTRL: um anti-Strep-tag anticorpo monoclonal 

humano11 foi usado como um anticorpo isotipo controle. c. Neutralização mediada por anticorpos da infecção de 

SARS-CoV e SARS-CoV-2 em células VeroE6. O experimento foi realizado com amostras triplicadas, a média ± SD é 

mostrada. As fontes dos dados são fornecidas como uma fonte de arquivo de dados (Source Data file). 
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Fig. 2 O 47D11 mAb neutralizante liga SARS1-S e SARS2-S RBD sem eliminar a interação de receptores. a. Curvas de 

ligação em ELISA do 47D11 ao Secto (painel superior) ou S1A e S1B (RBD: domínio de ligação ao receptor) (painel inferior) 

de SARS-S e SARS2-S revestidos em concentrações equimolares. O ± SD normal de dois experimentos independentes 

com duplicatas técnicas é mostrado. b. Interferência de anticorpos com ligação do S-S1B do SARS-CoV e SARS-CoV2 à 

superfície celular ACE2-GFP analisado por citometria de fluxo. Anteriormente à ligação à célula, S1B foi misturado com 

mAb (mAbs 47D11, 35F4, 43C6, 7.7G6, no formato H2L2) com especificidade indicada na razão molar de mAb:S1B de 

8:1 (Veja a Fig. 3 Suplementar para uma análise abrangente usando diferentes razões molares de mAb:S1B). Células 

são analisadas pela expressão de ACE2-GFP (eixo x) e ligação de S1B (eixo y). Porcentagens de células que pontuaram 

negativo, único positivo ou duplo positivo são mostrados em cada quadrante. O experimento foi realizado duas vezes, 
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um experimento representativo é mostrado. c. Divergência em resíduos superficiais em S1B de SARS-CoV e SARS-CoV-

2. Painel superior: Estrutura da proteína spike do SARS-CoV S1B RBD em complexo com o receptor ACE2 humano (PDB: 

2AJF)24. ACE2 (cor de trigo) é visualizada em forma de fita. O domínio principal de S1B   (azul) e subdomínio (laranja) 

são mostrados em forma de superfície usando PyMOL, e são visualizados com as mesmas cores no diagrama linear da 

proteína spike acima, com as posições das subunidades S1 E S2, o S ectodomínio Secto, os domínios S1 S1A-D e o 

domínio transmembrana TM indicados. Painel inferior: similar ao painel acima com resíduos superficiais em S1B de 

SARS-CoV que estão em variação com SARS-CoV-2 colorido em branco. Fontes de dados são fornecidas como arquivo 

Source Data. 

 

Métodos 

Expressão e purificação de proteína spike de 

coronavirus.  

 Ectodomínios da spike de coronavírus (Secto) 

componentes do SARS-CoV-2 (resíduos 1–1213; cepa 

Wuhan-Hu-1; GenBank: QHD43416.1) e HCoV-OC43 

(resíduos 15–1263; cepa Paris; UniProtKB: Q696P8) 

foram expressas transitoriamente em células HEK-293T 

com uma trimerização C-terminal e Strep-tag usando o 

plasmídio de expressão pCAGGS. Semelhantemente, os 

vetores de expressão pCAGGS codificando S1 ou seus 

subdomínios do SARS-CoV (S1, resíduos 1–676; S1A, 

resíduos 1–302; S1B, resíduos, 325–533), e SARS-CoV-2 

(S1, resíduos 1–682; S1B, resíduos 1–294; S1B, resíduos 

329–538) marcados em C-terminal com domínio Fc IgG 

de humanos ou ratos ou strep-tag foram gerados como 

descrito anteriormente21. O ectodomínio spike de 

coronavírus do MERS-CoV (resíduos 19–1262; cepa 

EMC; GenBank: YP_009047204.1) e SARS-CoV (residues 

15–1182; cepa Urbani; GeneBank: AY278741.1) 

fusionado com trimerização C-terminal, um sítio de 

clivagem de trombina e uma tag de purificação strep-tag 

foram clonados in-frame no vetor de expressão 

pMT\Bip\V5\His. O sítio de clivagem de furina na junção 

S1/S2 foi mutada para prevenir a clivagem pela furina 

nesta posição. Ectodomínios spike foram produzidos de 

modo estábel na linhagem celular S2 de Drosophila, 

como descrito anteriormente22. Proteínas 

recombinantes foram purificadas por afinidade a partir 

da cultura sobrenadante por beads de proteína A-

sepharose (GE Healthcare, Catalog# 17-0780-01) ou 

purificação por beads de streptactina (IBA, Catalog# 2- 

1201-010). Pureza e integridade de todas as proteínas 

recombinantes foram checadas por eletroforese SDS-

PAGE e mancha de Coomassie.  

Geração de mAbs de H2L2. 

 Ratos H2L2 foram sequencialmente imunizados 

em intervalos de duas semanas com Secto purificado de 

diferentes CoVs na seguinte ordem: HCoV-OC43, SARS-

CoV, MERS-CoV, HCoV-OC43, SARS-CoV, e MERS-CoV. 

Antígenos foram injetados a 20–25 μg/rato usando 

Adjuvante Stimune (Prionics) preparado a fresco de 

acordo com a instrução do fabricante para a primeira 

injeção, enquanto que o impulsionamento foi realizado 

usando adjuvante Ribi (Sigma). Foram feitas injeções via 

subcutânea nas virilhas esquerda e direita de 50μl cada 

e 100 μl intraperitonealmente. Quatro dias após a 

última injeção, baço e linfonodos foram coletados e 

hibridomas feitos pelo processo padrão usando a 

linhagem de células de mieloma SP 2/0 (ATCC#CRL-

1581) para fusão. Hibridomas foram rastreados em um 

ELISA antígeno-específico e selecionados para posterior 

desenvolvimento, subclonados e produzidos em uma 

escala menor (100 ml de meio). Para esse propósito, 

hibridomas foram cultivados em meio livre de soro e 

proteínas para cultura de hibridomas (PFHM-II (1×), 

Gibco) com adição de aminoácidos não essenciais 100× 

NEAA, Biowhittaker Lonza, Catalog# BE13-114E). 

Anticorpos H2L2 foram purificados a partir da cultura de 

hibridomas sobrenadantes usando afinidade 

cromatográfica por proteína G (Merck KGaA, Catalog# 

16-266). Anticorpos purificados foram estocados a 4ºC 

até o uso. Os estudos em animais foram realizados sob 

permissão animal AVD101002016512, aprovado pelo 

CCD (comitê central para experimentos com animais). 
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Produção de anticorpos humanos monoclonais 47D11. 

 Para produção de mAb humanos 

recombinantes, os cDNAs codificantes das regiões 

variáveis das cadeias pesadas e leves do mAb 47D11 

H2L2 foram clonadas em plasmídeos de expressão 

contendo a cadeia pesada do IgG1 humano e regiões 

constantes de cadeia leve kappa de Ig, respectivamente 

(InvivoGen). Ambos plasmídeos contêm a sequência de 

sinal de interleucina-2 para viabilizar a secreção 

eficiente de anticorpos recombinantes. Os mAb 

humanos recombinantes 47D11 e o isotipo-controle 

(anti-strep-tag mAb), previamente descrito, ou mAb 

7.7G6 foram produzidos em células HEK-293T seguindo 

transfecção com pares de plasmídeos de expressão de 

cadeias pesada e leve de IgG1 de acordo com protocolos 

da InvivoGen. Anticorpos humanos foram purificados de 

sobrenadantes de cultura celular usando afinidade 

cromatográfica por Proteína-A. Anticorpos purificados 

foram estocados a 4ºC até o uso. 

Microscopia de imunofluorescência. 

 Ligação de anticorpos às proteínas spike 

(proteína S) da superfície celular de SARS-CoV, SARS-

CoV-2, e MERS-CoV foi medida por microscopia de 

imunofluorescência. Células HEK-293T (ATCC#CRL-

3216) semeadas em lâminas foram transfectadas com 

plasmídeos codificando SARS-S, SARS2-S, or MERS-S 

fundidos C-terminais à proteina verde de fluorescência 

(GFP) usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Catalog# 

11668019). Dois dias após a transfecção, células foram 

fixadas por incubação com 2% paraformaldeído em 

tampão fosfato-salino (PBS) por 20 min em temperatura 

ambiente e corada para núcleo com 4,6-diamino-2-fenil-

lindol (Sigma, Catalog# D9542). Células foram 

subsequentemente incubadas com mAbs a uma 

concentração de 10 µg/ml por uma hora à temperatura 

ambiente, seguida por incubação com Alexa Fluor 594 

conjugado com anticorpos de cabra anti-IgG humano 

diluídos a 1:200 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Catalog# A-11014) por 45 min a temperatura ambiente. 

As imagens de fluorescência foram gravadas usando um 

microscópio confocal Leica SpeII. 

Ensaio de inibição da ligação ao receptor baseado em 

citometria de fluxo. 

 A interferência do anticorpo na ligação do S1B ao 

receptor ACE2 humano na superfície celular foi medida 

por citometria de fluxo. Células HEK-293T foram 

semeadas à densidade de 2,5 × 105 células por ml em um 

frasco T75. Após alcançar 70~80% de confluência, as 

células foram transfectadas com um plasmídeo de 

expressão codificando ACE2 humano fundido no 

terminal C ao GFP usando Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). Dois dias após a transfecção, células foram 

dissociadas pela solução de dissociação celular (Sigma-

aldrich, Merck KGaA; Catalog# C5914). Em todas, 2,5 

µg/ml de SARS-S1B e SARS2-S1B marcados com Fc 

humano foram pré-incubados com mAb na razão molar 

indicada de mAb : S1B por 1 hora em gelo e submetida à 

citometria de fluxo. Suspensões de uma célula em 

amortecedor FACS foram centrifugadas a 400×g por 10 

min. Células foram subsequentemente incubadas com 

uma mistura de S1B e mAb por 1 hora no gelo, seguida 

por incubação de anticorpos de cabra anti-IgG humano 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Catalog# A11014) 

com Alexa Fluor 594 diluído em 1:200, por 45 min a 

temperatura ambiente. Células foram submetidas à 

análise por citometria de fluxo com um Citômetro de 

Fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter). Os resultados foram 

analisados por FlowJo (versão 10). Portões FSC/SSC 

foram usados para selecionar células mononucleares. 

Coloração de anticorpos de controle foi usada para 

definir populações celulares positivas/negativas. 

Ensaio para neutralização de pseudotipo viral 

 Produção de VSV pseudotipados com SARS-S e 

SARS2-S foi realizada como descrito anteriormente, com 

algumas adaptações11. Brevemente, células HEK-293T 

foram transfectadas com vetores de expressão pCAGGS 

codificantes de SARS-S or SARS2-S carregando caudas 

citoplasmáticas truncadas de 28 a 18 aminoácidos, 

respectivamente. Um dia após a transfecção, células 

foram infectadas com o VSV-G pseudotipado VSVΔG 

carregando o gene repórter da luciferase de vaga-lumes 

(Photinus pyralis). Vinte e quatro horas depois, 

sobrenadantes contendo partículas VSV pseudotipadas 

em SARS-S/SARS2-S foram coletadas e titulados nas 
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células VeroE6 (ATCC#CRL-1586) em rins de macaco 

verde africano. No ensaio de neutralização do vírus, 

mAbs foram diluídos em série quadruplicamente por 

duas vezes a concentração final desejada em DMEM 

suplementado com 1% de soro fetal bovino (Bodinco), 

100 U/ml de Penicilina e 100 µg/ ml de Streptomicina 

(Lonza, Catalog# 17-602E). Os mAbs diluídos foram 

incubados com um volume igual de partículas do 

pseudotipo VSV por 1 hora a temperatura ambiente, 

inoculado em monocamadas de confluente VeroE6 em 

96 placas de titulação, e posteriormente incubadas a 

37ºC por 24 horas. A atividade da luciferase foi medida 

um luminômetro de placas Berthold Centro LB 960 

usando D-luciferina como substrato (Promega). A 

porcentagem de infectividade foi calculada pela razão 

de leitura de luciferase na presença de mAbs 

normalizados e a leitura de luciferase na ausência de 

mAbs. A metade da concentração máxima de inibição 

(IC50) foi determinada usando a regressão logística de 

quatro parâmetros (GraphPad Prism version 8). 

Ensaio de neutralização de vírus 

 Neutralização de SARS-CoV e SARSCoV-2 

autênticos foi realizada usando  teste de neutralização 

por redução de placas como descrito anteriormente, 

com algumas modificações23. Resumidamente, mAbs 

foram diluídas duas vezes  em série em meio de cultura 

começado em 40 µg/ml e 50 μl deste foram misturados 

com 50 μl (500 TCID50) de SARS-CoV ou SARS-CoV-2 por 

1 hora. A mistura foi então adicionada às células VeroE6 

e incubada por 1 hora, após a qual as células foram 

lavadas e posteriormente incubadas em média por 8 

horas. As células foram então fixadas e coradas usando 

soro de coelho anti-SARS-CoV (Sino Biological) e uma 

peroxidase de cabra rotulada secundariamente com 

anti-IgG de coelho (Dako). O sinal foi desenvolvido 

usando um precipitado formando substrato TMB (True 

Blue, KPL) e o número de células infectadas por poço foi 

contado usando ImmunoSpot Image analyzer (CTL 

Europe GmbH). A metade da concentração máxima de 

inibição (IC50) foi determinada usando a regressão 

logística de quatro parâmetros (GraphPad Prism version 

8). 

Análise por ELISA da ligação de anticorpos a antígenos 

spike de CoV. 

 Placas NUNC Maxisorp (Thermo Scientific) 

foram cobertos com quantidades equimolares de 

antígenos a 4ºC durante a noite. As placas foram lavadas 

três vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 

(polissorbato 20) e bloqueadas com albumina de soro 

bovino a 3% (Bio-Connect) em PBS contendo 0,1% de 

Tween-20 a temperatura ambiente por 2 horas. Quatro 

diluições em série de mAbs começando em 10 µg/ml 

(diluído em buffer de bloqueio) foram adicionadas e as 

placas foram incubadas por 1 hora a temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas três vezes e 

incubadas com peroxidase de rábano (HRP)-conjugado 

ao anticorpo de cabra anti-anticorpo secundário 

humano (ITK Southern Biotech) diluído 1:2000 em buffer 

de bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente. Um 

anticorpo conjugado HRP anti-StrepMAb (IBA, Catalog# 

2- 1509-001) foi usado para corroborar a cobertura 

equimolar de antígenos spike strep-tagged. A atividade 

HRP foi medida a 450 nanômetros usando substrato 

tetrametilbenzidina (BioFX) e um leitor de placa de ELISA 

(EL-808, Biotek). Os valores de ligação à metade da 

concentração máxima efetiva (EC50) foram calculados 

por uma regressão não linear das curvas de ligação 

usando GraphPad Prism (versão 8). 

Resumo do comunicado. Maiores informações quanto 

ao modelo da pesquisa está disponível no Nature 

Research Reporting Summary anexado a este artigo. 

Disponibilidade de dados. 

Os dados subjacentes às Figs. 1b, c, 2a, Figs. 

suplementares 1, 2, 4, e 5 são fornecidos como arquivos 

de Banco de Dados. Anticorpos e sequência de 

anticorpos estão disponíveis (contactando Vincent 

Rijsman do Escritório de Suporte de Pesquisas da 

Universidade de Utrecht; V.M.C.Rijsman@uu.nl) para 

propósitos de pesquisas apenas sob um MTA (acordo 

para transferência de materiais), o que permite o uso da 

sequência de anticorpos para propósitos não 

comerciais, mas não a sua divulgação para terceiros. 

Todos os demais dados estão disponíveis a partir do 

autor correspondente mediante pedidos razoáveis.  
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