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RESUMO 

Os ortoflavivírus, como dengue (DENV), zika (ZIKV) e febre amarela (YFV), constituem 

um importante problema de saúde pública, e ainda não há terapias antivirais específicas 

disponíveis. Diante desse cenário, anticorpos monoclonais humanos surgem como 

ferramentas promissoras para o desenvolvimento de terapias direcionadas e estratégias 

profiláticas. Este trabalho teve como objetivo a geração e aplicação de uma biblioteca 

apresentada em fago (phage display) derivada de células B de memória humanas para a 

seleção de anticorpos monoclonais contra o fusion loop (FL), uma região altamente 

conservada da proteína de envelope (E) dos ortoflavivírus que pode favorecer a 

recuperação de clones com amplo espectro de neutralização. A biblioteca foi construída 

no formato single-chain variable fragment (scFv), utilizando o vetor pComb3XSS, e 

apresentou diversidade estimada de 7,8 × 10⁶ transformantes. O repertório foi obtido a 

partir de células mononucleares de sangue periférico de indivíduos previamente expostos 

a DENV e/ou ZIKV, estimuladas in vitro para a expansão de células B de memória. O 

processo de seleção foi realizado com um peptídeo mimético do fusion loop do envelope 

viral, e os clones enriquecidos foram analisados por sequenciamento de nova geração 

(NGS) e convertidos para os formatos FvFc e IgG1, visando expressão em células 

Expi293. Dois anticorpos, FH2 e FH4, foram expressos e purificados com sucesso no 

formato IgG1. Ambos apresentaram ligação a ZIKV e aos quatro sorotipos de DENV, 

com diferentes perfis de afinidade, e demonstraram neutralização efetiva contra ZIKV e 

DENV-2. Esses resultados confirmam que o loop de fusão é um alvo funcional capaz de 

induzir anticorpos humanos de ampla reatividade e neutralização cruzada. O conjunto de 

dados obtido validam a abordagem experimental empregada, demonstrando que a 

combinação entre phage display e repertórios de memória humana é capaz de gerar 

anticorpos de alta afinidade e relevância funcional, e que a utilização do fusion loop como 

alvo favoreceu a seleção de anticorpos de ligação cruzada. Esses achados contribuem para 

o avanço do desenvolvimento de anticorpos terapêuticos contra ortoflavivírus.  

Palavras-chave: anticorpos monoclonais humanos; phage display; ortoflavivírus; fusion 

loop; anticorpos terapêuticos.



 

 

ABSTRACT 

Orthoflaviviruses, such as dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV), and yellow fever 

virus (YFV), represent a major public health concern, and there are still no specific 

antiviral therapies available. In this context, human monoclonal antibodies have emerged 

as promising tools for the development of targeted therapies and prophylactic strategies. 

This study aimed to generate and apply a phage-displayed library derived from human 

memory B cells for the selection of monoclonal antibodies targeting the fusion loop (FL), 

a highly conserved region of the orthoflavivirus envelope (E) protein that may favor the 

recovery of clones with broad neutralization potential. The library was constructed in the 

single-chain variable fragment (scFv) format using the pComb3XSS vector and exhibited 

an estimated diversity of 7.8 × 10⁶ transformants. The antibody repertoire was obtained 

from peripheral blood mononuclear cells of individuals previously exposed to DENV 

and/or ZIKV, which were stimulated in vitro to expand memory B cells. The selection 

process was performed using a mimetic peptide corresponding to the viral envelope 

fusion loop, and enriched clones were analyzed by next-generation sequencing (NGS) 

and converted into FvFc and IgG1 formats for expression in Expi293 cells. Two 

antibodies, FH2 and FH4, were successfully expressed and purified in the IgG1 format. 

Both antibodies bound to ZIKV and all four DENV serotypes, displaying distinct affinity 

profiles, and demonstrated effective neutralization against ZIKV and DENV-2. These 

results confirm that the fusion loop is a functional target capable of eliciting human 

antibodies with broad reactivity and cross-neutralizing activity. The data obtained 

validate the experimental approach employed, demonstrating that the combination of 

phage display and human memory repertoires can generate antibodies with high affinity 

and functional relevance, and that targeting the fusion loop favored the selection of cross-

reactive antibodies. Collectively, these findings contribute to the advancement of 

therapeutic antibody development against orthoflaviviruses. 

Keywords: human monoclonal antibodies; phage display; orthoflaviviruses; fusion loop; 

therapeutic antibodies.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais, origem e epidemiologia das infecções por ortoflavivírus 

O gênero Ortoflavivírus corresponde ao maior dos quatro gêneros da família 

Flaviviridae. Os ortoflavivírus são vírus de RNA de cadeia simples e polaridade positiva 

(ssRNA+), transmitidos principalmente por vetores artrópodes como mosquitos e 

carrapatos (Lindenbach; Rice, 2003). O subgrupo de ortoflavivírus transmitidos por 

mosquitos inclui vírus de significativo impacto na saúde pública global, sendo os mais 

típicos os vírus da dengue (DENV), da febre amarela (YFV), Zika (ZIKV), do Nilo 

Ocidental (WNV) e da Encefalite japonesa (JEV). Estes vírus são transmitidos 

principalmente por mosquitos do gênero Aedes (DENV, YFV, ZIKV) e Culex (WNV e 

JEV), apesar do ZIKV ser também transmitido por vias sexual, vertical e por transfusões 

sanguíneas (Barjas-Castro et al., 2016; Calvet et al., 2016; Kramer; Styer; Ebel, 2008; 

Petersen; Marfin, 2008; Van den Hurk; Ritchie; Mackenzie, 2009). 

A dengue é uma doença infecciosa reemergente e negligenciada, causada por 4 

sorotipos de DENV geneticamente distintos e biologicamente semelhantes entre si 

(Guzman; Harris, 2015; Halstead, 2019). Dentre os ortoflavivírus, os DENVs destacam-

se pela maior distribuição geográfica, tendo causado infecções em cerca de 128 países 

(Bhatt et al., 2013; Messina et al., 2014). Aproximadamente 400 milhões de casos de 

infecção pelo DENV ocorrem globalmente a cada ano, resultando em cerca de 40 mil 

óbitos, principalmente associados às formas graves da doença (CDC, 2023). No Brasil, 

em 2025, foram registrados 1.661.001 casos prováveis de dengue, com um coeficiente de 

incidência de 781,3 casos por 100 mil habitantes. No mesmo período, 1.786 óbitos por 

dengue foram confirmados, além de 184 óbitos ainda em investigação, refletindo o 

elevado impacto da doença no país. A letalidade observada foi de 0,11% entre os casos 

prováveis, alcançando 4,98% nos casos graves, evidenciando a gravidade clínica e o 

desafio contínuo para o sistema de saúde brasileiro (Ministério da Saúde, 2025). 

O Zika vírus (ZIKV) foi primeiramente isolado de macacos Rhesus em 1947 na 

floresta Zika em Uganda (Dick; Kitchen; Haddow, 1952). Os primeiros relatos de 

infecções em humanos pelo ZIKV ocorreram na década de 60 em países da África e Ásia 

(Simpson, 1964; Marchette; Garcia; Rudnick, 1969), no entanto, apenas em 2013 na 

Polinésia Francesa e em 2015 no Brasil, o vírus foi associado a complicações 

neurológicas em adultos e fetos de grávidas infectadas, respectivamente (De Araújo et 

al., 2016; Musso; Nilles; Cao-Lormeau, 2014). No Brasil, entre 2015 e 2017, 
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aproximadamente 270 mil casos prováveis de infecção por ZIKV foram notificados, 

incluindo cerca de 20 mil casos em gestantes (Ministério da Saúde, 2018). Um estudo 

epidemiológico conduzido em 2016 demonstrou que, entre 116 gestantes acompanhadas, 

42% tiveram bebês com malformações congênitas, evidenciando o elevado impacto da 

infecção durante a gestação (Brasil et al., 2016). Após 2017, o número de casos de ZIKV 

diminuiu consideravelmente e o período emergencial foi oficialmente encerrado. No 

entanto, a circulação viral persiste no país, e em 2025 foram registrados 4.119 casos 

prováveis de Zika, com coeficiente de incidência de 1,9 casos por 100 mil habitantes e 

registro de um óbito, indicando que, apesar da redução expressiva em relação aos anos 

epidêmicos, o ZIKV continua representando um risco à saúde pública no Brasil 

(Ministério da Saúde, 2025). 

 

1.2 Manifestações clínicas das infecções por ortoflavivírus 

Aproximadamente 50-80% das infecções por ortoflavivírus são assintomáticas ou 

caracterizadas por sintomas leves (Pierson; Diamond, 2020). A maioria das infecções 

sintomáticas por ortoflavivírus resulta em doenças autolimitadas, causando sintomas 

leves a moderados como febre, cefaleia, mialgia e artralgia (Guarner; Hale, 2019; 

Higuera; Ramírez, 2019). No entanto, a depender de fatores específicos do vírus 

(virotipos, virulência, mecanismos de evasão do sistema imunológico) e do hospedeiro 

(comorbidades, idade, exposição prévia, estado imunológico, características genéticas), 

diferentes complicações no curso da doença podem ocorrer (Aguiar et al., 2020; Boonak 

et al., 2011; Lim et al., 2008; Loke et al., 2017; Murray et al., 2006; Pierson; Diamond, 

2020). Alguns ortoflavivírus como ZIKV, WNV e JEV são neurotrópicos, podendo 

atravessar a barreira hematoencefálica e causar complicações neurológicas (Chen et al., 

2021; Guarner; Hale, 2019; Jr et al., 2014; Oliveira Melo et al., 2016). Já os vírus da 

dengue e febre amarela são viscerotrópicos, podendo causar lesões em órgãos relevantes 

como fígado e rins (Monath; Vasconcelos, 2015; Pang; Zhang; Cheng, 2017). 

O neurotropismo do ZIKV pode desencadear complicações graves como a 

Síndrome de Guillain-Barré, uma neuropatia aguda que pode levar a paralisia (Créange, 

2016; Musso; Nilles; Cao-Lormeau, 2014), e Síndrome congênita do ZIKV (SCZ) 

(Musso; Nilles; Cao-Lormeau, 2014; Oliveira Melo et al., 2016). Esta última é 

caracterizada por má formação neurológica, morfológica, auditiva e oftalmológica em 

fetos de gestantes infectadas. Dentre essas alterações, destacam-se a microcefalia, 
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problemas de deglutição, anormalidades auditivas, hipoplasia ou atrofia do nervo óptico, 

hipoplasia do tronco cerebral e ventriculomegalia (CDC, 2019; De Barros Miranda-Filho 

et al., 2016; Oliveira Melo et al., 2016). 

Em uma parcela dos indivíduos, a dengue evolui para doença grave com a infecção 

de órgãos e tecidos viscerais pelo vírus. A dengue grave é caracterizada por 

trombocitopenia e aumento da permeabilidade capilar, que levam ao choque 

hipovolêmico, podendo resultar em comprometimento de órgãos, hemorragia grave e 

choque cardiogênico (Guzman; Harris, 2015; Tayal; Kumar; Rakesh, 2023). Além disso, 

lesões imunomediadas, e os efeitos diretos do vírus nos rins podem levar a insuficiência 

renal, hepatomegalia e insuficiência hepática aguda (Leowattana; Leowattana, 2021; 

Tayal; Kumar; Rakesh, 2023). Apesar de o vírus da dengue não ser considerado um vírus 

neurotrópico clássico, complicações neurológicas, incluindo encefalopatia, já foram 

associadas à infecção, principalmente pelos sorotipos DENV-2 e DENV-3 (Trivedi; 

Chakravarty, 2022). Além disso, há relatos raros de infecção persistente do DENV no 

sistema nervoso central, culminando em um quadro de panencefalite crônica, mesmo na 

ausência de imunodeficiência aparente (Johnson et al., 2019).  

 

1.3 Genética e estrutura da partícula viral 

O material genético dos ortoflavivírus é de RNA fita simples de polaridade 

positiva (ssRNA +) com aproximadamente 11 kb de comprimento. Seu genoma contém 

uma única Open Reading Frame (ORF) que codifica uma poliproteína de 

aproximadamente 3400 resíduos, e duas regiões não-codificadoras (5’ e 3’ UTR – 

untranslated region). A extremidade 5’ possui cap, importante para a tradução do RNA 

viral, enquanto a extremidade 3’ não apresenta poliadenilação (Dey et al., 2021; 

Lindenbach; Rice, 2003). A poliproteína codificada pelo genoma viral é clivada por 

proteases celulares e virais em três proteínas estruturais (capsídio (C), proteína precursora 

de membrana (prM) e envelope (E)), e sete proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Dey et al., 2021; Lindenbach; Rice, 2003). 

O capsídio dos ortoflavivírus possui morfologia icosaédrica e é envolto por um 

envelope lipídico esférico, tendo em torno de 50 nm de diâmetro. A proteína do capsídio 

está envolvida no empacotamento do genoma viral e na formação do nucleocapsídio. A 

prM atua no dobramento e estabilização da proteína E, e é posteriormente clivada dando 

origem ao peptídeo pr, que será secretado, e à proteína M (~75 aa). 
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A proteína E possui sítios de ligação a receptores celulares e um loop de fusão, 

que contribuem para o processo de adsorção e fusão do envelope viral à membrana 

endossomal da célula hospedeira (Dey et al., 2021; Lindenbach; Rice, 2003; Sirohi; Kuhn, 

2017). A proteína E dos Ortoflavivírus é uma estrutura de três domínios: domínio I (DI), 

domínio II (DII) e domínio III (DIII). Os três domínios da proteína são conectados por 

dobradiças flexíveis que medeiam mudanças conformacionais da proteína durante o ciclo 

replicativo viral (Zhang et al., 2017). O domínio I é localizado centralmente na proteína 

E, atuando como uma ponte entre os domínios II e III. O domínio II contém o loop de 

fusão, região hidrofóbica e mais conservada da proteína E entre os ortoflavivírus, que é 

essencial para a fusão do vírus à célula hospedeira, e o domínio III é o local de ligação do 

vírus a receptores celulares (Heinz; Allison, 2001; Heinz; Stiasny, 2017; Zhang et al., 

2017). 

As proteínas não-estruturais compõem o complexo replicativo dos ortoflavivírus. 

A proteína NS3, por exemplo, é essencial para a replicação viral e processamento da 

poliproteína, uma vez que apresenta um domínios de protease e helicase (Lin et al., 2018). 

Já a NS5 possui uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) no domínio C-

terminal que desempenha papel central na síntese do RNA viral (Lu; Gong, 2017).  

 

Figura 1. Estrutura e organização genômica dos ortoflavivírus. O material genético dos ortoflavivírus 

codifica uma única poliproteína que é clivada por proteases virais e da célula hospedeira, resultando em 
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três proteínas estruturais, C, prM e E, e sete proteínas não estruturais (A). As proteínas E dos ortoflavivírus 

possuem três domínios aderidos à membrana viral por uma haste e dois domínios transmembranares. Em 

roxo está representada a proteína M (B). Representação do arranjo das proteínas E e M nas formas imatura 

e madura do virion (C). Pierson e Diamond, 2020. 

 

1.4 Ciclo replicativo dos ortoflavivírus 

 A adsorção dos ortoflavivírus à célula hospedeira é mediada pela interação da 

proteína E dos vírus a receptores de lectina do tipo C (CLRs), receptores de 

fosfatidilserina da família TIM (TIM-1, TIM-3, TIM-4) e TAM (TYRO3, AXL e MER) 

na superfície celular (Perera-Lecoin et al., 2013). 

O ciclo replicativo dos ortoflavivírus se inicia com a entrada do vírus na célula 

hospedeira por meio da interação entre os receptores celulares mencionados e as proteínas 

do envelope viral, em um processo de endocitose mediada por clatrina. A vesícula 

endocítica que carrega o vírus é entregue aos endossomos iniciais, que amadurecem em 

endossomos tardios (Pierson; Diamond, 2020). O pH ácido do endossomo desencadeia 

alterações conformacionais na proteína E viral, expondo o peptídeo de fusão, que interage 

com a membrana endossomal permitindo a fusão do envelope viral e a membrana 

endossomal com a consequente liberação do RNA genômico no citoplasma (Chong et al., 

2019; Pierson; Diamond, 2020). O processo de fusão está representado na figura 2.

 

Figura 2. Mecanismo de fusão de membranas mediado pela proteína de envelope (E) de 

ortoflavivírus. Representação esquemática das etapas sequenciais do processo de fusão entre o 
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ortoflavivírus e a célula hospedeira, mediado pela glicoproteína de envelope. (A) No vírion maduro, as 

proteínas E formam dímeros antiparalelos que se dispõem de forma plana sobre a superfície viral, com os 

fusion loops (em rosa) enterrados na interface do dímero, impedindo a interação prematura com a membrana 

da célula hospedeira. (B) A acidificação endossomal (influxo de H⁺) desencadeia mudanças 

conformacionais que dissociam os dímeros e expõem os fusion loops, que então se inserem na membrana 

da célula hospedeira. As proteínas E se estendem formando uma conformação intermediária em forma de 

grampo (hairpin). (C) A trimerização subsequente das proteínas E aproxima as membranas viral e 

endossomal, ancorando ambas por meio dos fusion loops inseridos e dos domínios transmembrana 
(TM1/TM2, em azul). (D) As proteínas E se rearranjam em um trímero estável, posicionando lado a lado 

os fusion loops e as âncoras de membrana, o que facilita a formação de um poro de fusão através do qual o 

genoma viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira. Os domínios estruturais da proteína E estão 

codificados por cores: Domínio I (EDI) em verde, Domínio II (EDII) em amarelo, com o fusion loop em 

sua extremidade em rosa, Domínio III (EDIII) em roxo, a região da haste (stem) em cinza e os segmentos 

transmembrana TM1 e TM2 em azul. Antonelli et al. 2025. 

 

No citoplasma, o RNA genômico é traduzido na poliproteína precursora, que é 

processada e origina as proteínas estruturais e as proteínas não-estruturais que compõem 

o complexo replicativo. A montagem do vírus ocorre na membrana do retículo 

endoplasmático (RE) e leva à formação de vírions imaturos e não infecciosos, que são 

transportados para o complexo de Golgi para processamento e maturação. O pH ácido no 

complexo de Golgi desencadeia o rearranjo do envelope viral e clivagem da prM pela 

protease celular furina em proteína M, dando origem aos vírions maduros infecciosos que 

serão liberados por vesículas exocíticas e poderão infectar novas células (Chong et al., 

2019; Pierson; Diamond, 2020; Van Leur et al., 2021). 

  

1.5 Resposta Imune aos Ortoflavivírus 

A célula hospedeira possui receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) nos 

compartimentos endossomais e no citoplasma capazes de detectar o material genético 

viral. O RNA viral de fita simples (ssRNA) dos ortoflavivírus que se replicam no citosol 

é detectado por receptores toll-like 7 (TLR7) e 8 (TLR8). A replicação do RNA viral gera 

RNA de fita dupla (dsRNA) que é detectado principalmente por RIG-I (Gene induzível 

por ácido retinóico I), TLR3 e MDA5 (Proteína 5 associada à diferenciação de melanoma) 

(Ngono; Shresta, 2018; Van Leur et al., 2021). 

O reconhecimento do material genético viral pelos PRRs celulares desencadeia a 

ativação de fatores de transcrição como STAT1 e 2, e NF-κB, que induzem a síntese de 

interferons, principalmente do tipo I (IFN-α, β) e tipo III, além de outras citocinas e 

quimiocinas inflamatórias que modulam as respostas imunes inata e adaptativa (Ferraris; 

Yssel; Missé, 2019; Ngono; Shresta, 2018). 
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O sistema de interferon tipo I é um importante mediador da proteção contra 

infecções por ortoflavivírus, no entanto, os ortoflavivírus são capazes de antagonizar esta 

resposta imune inata antiviral. O ZIKV prejudica as vias de sinalização de IFNs inibindo 

a fosforilação de STAT1, e degradando as moléculas de sinalização JAK1 e STAT2 por 

meio de sua interação com proteínas NS2B e NS3, e NS5, respectivamente (Bowen et al., 

2017; Grant et al., 2016; Serman; Gack, 2019; Xia et al., 2018). Similarmente, a proteína 

NS2A do WNV inibe a fosforilação de STAT1 e STAT2, e subsequente transcrição de 

genes antivirais (Liu et al., 2006). 

As respostas imunes adaptativas celular e humoral são essenciais para o controle 

da infecção por ortoflavivírus. As respostas das células T apresentam um importante papel 

no controle da disseminação e eliminação do patógeno. Enquanto as células T CD4+ 

produzem citocinas importantes para a coordenação de diferentes elementos da resposta 

imune, as células T CD8+ citotóxicas são capazes de eliminar as células infectadas 

diretamente (Pardy; Richer, 2019). Já a resposta imune humoral contra infecções virais é 

imprescindível para neutralização viral. Além disso, os anticorpos desempenham um 

conjunto diverso de funções efetoras que contribuem para o controle de infecções virais. 

Após a ativação de células B e o estabelecimento de respostas de centro 

germinativo, são gerados anticorpos com maior afinidade e diferentes subclasses capazes 

de mediar não apenas a neutralização, mas também processos como opsonização, 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Antibody-dependent cellular 

cytotoxicity – ADCC), fagocitose (Antibody-dependent cellular phagocytosis – ADCP) 

e ativação do complemento (Complement-dependent cytotoxicity – CDC). Esses 

mecanismos, combinados, ampliam a capacidade do sistema imune de eliminar partículas 

virais e células infectadas, e desempenham papéis complementares à neutralização direta. 

Essas respostas efetoras foram majoritariamente descritas para anticorpos contra a 

proteína NS1 (Yu et al., 2021; Chung et al., 2007; Wessel et al., 2020). 

 

1.5.1 Resposta Imune Humoral de Memória 

A memória imunológica humoral é crítica para a proteção contra reinfecções por 

patógenos. Esta resposta é mediada por dois compartimentos celulares: células 

plasmáticas de vida longa e células B de memória (CBM) (Inoue; Tomohiro, 2023). Após 

encontro inicial com um antígeno, as células B podem se diferenciar em CBMs precoces 

expressando majoritariamente IgM (CBMs independentes de centro germinativo), bem 
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como em células plasmáticas de vida curta secretoras principalmente de IgM e células B 

do centro germinativo (GC). Estas últimas irão compor o Centro Germinativo (Germinal 

Center – GC), onde ocorre interação com células T helper foliculares (CTHF) e 

hipermutação somática. Nesta etapa, são geradas as CBMs de alta afinidade e células 

plasmáticas de vida longa. Após reencontro com o antígeno, as CBMs poderão se 

diferenciar em células plasmáticas de vida longa ou em células B GC, para gerar ainda 

mais células secretoras de anticorpos e CBMs (Inoue; Tomohiro, 2023; Seifert; Küppers, 

2016). 

Como as células plasmáticas de vida longa produzem anticorpos de alta afinidade 

para um antígeno primário, estes anticorpos atuam como uma primeira linha de defesa 

contra reinfecção por patógenos homólogos. Por outro lado, foi observado que as células 

B de memória apresentam maior flexibilidade de resposta, participando na defesa contra 

patógenos relacionados ou patógenos variantes que escapam da defesa mediada por 

células plasmáticas de longa duração (Inoue; Shinnakasu; Kurosaki, 2022). Estudos 

utilizando camundongos infectados pelo WNV mostraram o envolvimento das CBMs na 

proteção cruzada contra um sorotipo viral diferente da infecção primária (Purtha et al., 

2011). Além disso, outros estudos em camundongos infectados por ortoflavivírus ou 

influenza mostraram que clones de reação cruzada pré-existentes de CBMs, mas não de 

células plasmáticas vida longa, são selecionados positivamente e diferenciam-se 

diretamente em células plasmáticas após novo desafio com variantes do vírus da primeira 

infecção (Leach et al., 2019; Wong et al., 2020). Esses estudos indicam que a população 

de células B de memória mais diversificada tem maior probabilidade de conter clones 

geralmente não imunodominantes, e que o processo de maturação de afinidade não 

necessariamente envolve perda drástica de diversidade, o que favorece a proteção cruzada 

(Inoue; Shinnakasu; Kurosaki, 2022; Inoue; Tomohiro, 2023). 

 

1.5.1.1 Estrutura e organização gênica dos anticorpos 

As imunoglobulinas são proteínas com organização simétrica compostas por duas 

cadeias pesadas e duas leves, que são conectadas por ligações dissulfeto. Cada cadeia leve 

pode consistir em uma cadeia κ ou uma cadeia λ, e possui duas regiões compostas por um 

domínio variável (VL) e um domínio constante (CL), enquanto cada cadeia pesada 

contém um domínio variável (VH) e pelo menos três domínios constantes (CH1–3). As 

cadeias pesadas apresentam uma região de dobradiça entre o primeiro (CH1) e o segundo 
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(CH2) domínio constante. As imunoglobulinas de mamíferos são classificadas em cinco 

isotipos/subtipos, IgA (IgA1 ou 2, que são encontradas na forma de monômeros no sangue 

e na forma de dímeros nas mucosas), IgD (monômeros), IgE (monômero), IgG (IgG1, 2, 

3 ou 4, todos em forma monomérica) e IgM (pentâmero ou hexâmero) (Schroeder; Harry; 

Cavacini, 2010; Maranhão et al., 2015). Na figura 3, é possível observar uma 

representação esquemática de uma IgG, destacando cada um de seus domínios. 

 

Figura 3. Principais formatos estruturais de anticorpos monoclonais utilizados em aplicações 

terapêuticas e experimentais. A IgG completa apresenta duas cadeias pesadas (CH1–CH3) e duas cadeias 

leves (CL), formando duas regiões Fab e uma região Fc responsável por funções efetoras. O fragmento Fab 

contém apenas o domínio variável (VH/VL) e o domínio constante CH1/CL, mantendo a capacidade de 

ligação ao antígeno. O formato scFv consiste na fusão dos domínios VH e VL conectados por um linker 

flexível. O formato FvFc (ou scFv-Fc) combina um scFv com a porção Fc da IgG, conferindo maior 

estabilidade, prolongamento da meia-vida e potencial de dimerização, preservando propriedades funcionais 

da região Fc. 

As imunoglobulinas podem ser funcionalmente divididas em um fragmento Fc e 

um fragmento Fab. O fragmento Fab contém uma cadeia leve completa e a porção 

variável e CH1 da cadeia pesada. Seus domínios variáveis (VH e VL) constituem o 

fragmento Fv, responsável pelo reconhecimento do antígeno, enquanto CL e CH1 

formam a parte constante do Fab. Já o fragmento Fc é constituído pelos domínios 

constantes CH2 e CH3 (e CH4 em IgM e IgA), sendo o principal mediador das interações 

com receptores Fc e componentes do complemento. Enquanto a porção Fc define o isotipo 

e subclasse de imunoglobulina e está relacionada a funções efetoras do anticorpo, a 

porção Fab, particularmente os domínios VH e VL contêm o paratopo de ligação a 

antígenos (Schroeder; Harry; Cavacini, 2010). 

A diversidade de anticorpos é produzida durante dois estágios no desenvolvimento 

das células B, e é garantida pelo processo de rearranjo gênico que ocorre em nível 

cromossomal nos loci de imunoglobulinas. Nos estágios iniciais do desenvolvimento das 
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células B na medula óssea, o rearranjo de segmentos gênicos variáveis (V), diversidade 

(D) e junção (J), para o domínio VH e V e J para o domínio VL, ocorrem para produzir o 

repertório primário dos receptores de células B (BCRs), que são imunoglobulinas (Ig) 

associadas à membrana da célula B (Ig). Em células B maduras, após o reconhecimento 

do antígeno, os BCRs sofrem maturação de afinidade, mudança de classe, além de 

splicing alternativo convertendo parte dos BCRs em Igs secretadas. Esse processo 

culmina com a diferenciação dos linfócitos B em células plasmáticas e de memória e 

geração de um novo repertório de anticorpos (Maul; Gearhart, 2010). 

Nos seres humanos, os loci das imunoglobulinas estão organizados de forma 

complexa: o locus da cadeia leve κ localiza-se no cromossomo 2, o da cadeia leve λ no 

cromossomo 22 e o locus principal da cadeia pesada no cromossomo 14 (Fell; Tucker, 

1989). Nesses loci, a recombinação dos segmentos VH, D e JH (cadeia pesada) e VL e 

JL (cadeia leve) forma o éxon codificador dos respectivos domínios variáveis: VH e VL. 

A sequência resultante contém três regiões hipervariáveis conhecidas como regiões 

determinantes de complementaridade (CDRs), intercaladas por quatro regiões 

estruturalmente conservadas denominadas frameworks (FRs). 

As CDR1 e CDR2 são integralmente codificadas pelo segmento gênico V, 

enquanto a CDR3 apresenta a maior variabilidade por resultar da junção dos segmentos 

VDJ na cadeia pesada e VJ na cadeia leve, associada a eventos de adição e remoção de 

nucleotídeos. Essa variabilidade destacada da CDR3 faz dessa região o principal 

determinante da especificidade e afinidade do anticorpo. Cada segmento gênico V possui 

seu próprio promotor, um éxon líder, um íntron intermediário e um éxon que codifica as 

três primeiras regiões estruturais (FR1, FR2 e FR3), as CDR1 e CDR2, a porção amino-

terminal da CDR3 e uma sequência sinal de recombinação (RSS). De forma 

complementar, cada segmento gênico J inicia com seu próprio RSS e codifica a porção 

carboxi-terminal da CDR3 e o FR4 (Robertson, 1977; Schroeder; Harry; Cavacini, 2010). 

Do ponto de vista filogenético, os segmentos VH humanos estão distribuídos em 

sete famílias (VH1–7), sendo VH3 a mais representada no repertório, seguida por VH1 e 

VH4 (Cook; Tomlinson, 1995; Kipps; Ghia; Rassenti, 2016). Já os genes Vk são divididos 

em seis famílias (Vk1–6) (Kipps; Ghia; Rassenti, 2016). Essa organização genética 

diversificada fundamenta a plasticidade da resposta humoral e permite a geração de 

repertórios capazes de reconhecer antígenos estruturalmente distintos. 
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1.5.1.2 Resposta de anticorpos no contexto da infecção pelos ortoflavivírus 

A resposta imune mediada por anticorpos possui um importante papel na resposta 

antiviral, podendo atuar diretamente na neutralização da infecção ou na sinalização da 

presença do patógeno para células efetoras. A neutralização da infecção pelos anticorpos 

pode ocorrer de diferentes formas como mediante o bloqueio da ligação do vírus com o 

receptor celular e a inibição da fusão com a membrana celular por meio de interferência 

nas mudanças conformacionais proteicas necessárias para este processo (Hurtado-

Monzón et al., 2020; Pierson et al., 2008). No contexto da infecção por ortoflavivírus, a 

produção de anticorpos é primariamente direcionada aos epítopos das proteínas prM, E e 

NS1 (Slon Campos; Mongkolsapaya; Screaton, 2018). Em especial, a proteína E é o alvo 

antigênico mais explorado para geração de anticorpos neutralizantes (Robbiani et al., 

2017; Stettler et al., 2016). 

Nas infecções por ortoflavivírus, a proteína de envelope (E) constitui o principal 

alvo de anticorpos neutralizantes devido ao seu papel essencial na entrada viral. O 

Domínio II (EDII) medeia a fusão de membranas, enquanto o Domínio III (EDIII) está 

envolvido no reconhecimento de receptores celulares, tornando ambas as regiões alvo 

atrativas para anticorpos neutralizantes (Pierson et al., 2008). 

Além da neutralização, muitas funções efetoras dependem da interação de 

anticorpos com células do sistema imune por meio da região Fc. Na opsonização, 

anticorpos atuam como opsoninas, marcando patógenos para reconhecimento por 

fagócitos, que posteriormente os internalizam e degradam, prevenindo sua disseminação. 

Enquanto a região Fab é responsável pelo reconhecimento do antígeno e pela 

neutralização, a região Fc é essencial para a opsonização, pois interage com receptores 

Fc presentes na superfície de fagócitos. A ligação aos receptores Fc (FcR) supera forças 

de repulsão entre as membranas celulares, facilitando a internalização e subsequente 

destruição do alvo opsonizado (Winkelstein, 1973; Thau et al., 2025). 

Outro mecanismo importante mediado por Fc é a ADCC, por meio da qual 

anticorpos promovem a eliminação de células infectadas ou tumorais através da interação 

com receptores Fc expressos em fagócitos, granulócitos e células NK. Esses efetores 

expressam três classes principais de receptores Fcγ, FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) e 

FcγRIIIA (CD16), e contêm grânulos citotóxicos capazes de induzir morte celular. Após 

a ligação ao antígeno, anticorpos sofrem alterações conformacionais que aumentam a 

afinidade Fc–FcR, desencadeando vias de sinalização que culminam na eliminação da 



29 

 

célula-alvo por meio de perforina/granzima, FAS-L ou espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e intermediários reativos (ROI) (Forthal; Finzi, 2018). 

Além da ADCC, as interações Fc–FcR também direcionam a ADCP, na qual 

macrófagos e células dendríticas internalizam partículas virais ou células infectadas 

opsonizadas por anticorpos, conduzindo à degradação lisossômica e ao aumento da 

apresentação de antígenos (Kraivong, 2025; Brennan et al., 2025). Esse processo 

contribui tanto para a eliminação viral quanto para o fortalecimento das respostas 

adaptativas. Corroborando esse papel, estudos demonstraram que anticorpos monoclonais 

direcionados à proteína NS1 do WNV protegem camundongos por mecanismos 

dependentes de receptores Fc (Chung et al., 2007). Esses anticorpos induziram fagocitose 

mediada por FcγRI e/ou FcγRIV e eliminação de células infectadas, destacando a ADCP 

como mecanismo protetor chave in vivo (Chung et al., 2007). De forma semelhante, 

anticorpos anti-NS1 contra ZIKV induziram deposição de C3b em partículas recobertas 

com NS1, indicando ativação da via clássica do complemento, além de favorecerem a 

internalização desses alvos por monócitos e neutrófilos (Wessel et al., 2020). 

Apesar de apresentarem papel essencial no controle da infecção por ortoflavivírus, 

os anticorpos podem também contribuir para a patogenia da doença. Na infecção primária 

por DENV, são produzidos anticorpos neutralizantes que conferem proteção de longo 

prazo contra o sorotipo infectante. No entanto, durante uma infecção secundária por um 

sorotipo heterólogo, os anticorpos de reação cruzada para o vírus primário tendem a 

apresentar baixa avidez e baixa atividade neutralizante, não sendo capazes de neutralizar 

o segundo vírus (Ngono; Shresta, 2018). Esses anticorpos não neutralizantes se ligam ao 

vírus formando imunocomplexos, que podem ser internalizados por células que 

expressam receptores FcγR, promovendo o aumento da carga viral e até a infecção de 

células que geralmente não são permissivas à infecção por ortoflavivírus (Slon Campos; 

Mongkolsapaya; Screaton, 2018; Van Leur et al., 2021). Este fenômeno, conhecido como 

Antibody Dependent Enhancement (ADE), pode resultar na evolução da doença para 

formas clínicas mais graves (Halstead; Nimmannitya; Cohen, 1970). 

As respostas de anticorpos de reação cruzada ganharam destaque após os surtos 

de ZIKV em regiões epidemiológicas de DENV, uma vez que estes vírus apresentam 

aproximadamente 60% de similaridade na sequência de nucleotídeos (Ye et al., 2016). 

Esta similaridade levantou questionamentos quanto à ocorrência de ADE durante a 

infecção por ZIKV em indivíduos com exposição prévia ao DENV e vice-versa. 

Diferentes estudos mostraram aumento da infecção por DENV e ZIKV in vitro na 
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presença de anticorpos específicos para diferentes ortoflavivírus (Bardina et al., 2017; 

George et al., 2017; Priyamvada et al., 2016). Em camundongos fêmeas grávidas 

infectadas por ZIKV, foi observado que a presença de anticorpos específicos para DENV 

aumentaram significativamente o dano placentário, a restrição do crescimento fetal e o 

aumento da frequência de trofoblastos infectados. O mesmo estudo mostrou ainda que 

tecidos placentários humanos infectados com ZIKV também apresentaram aumento da 

replicação viral, dependente de FcγR, na presença de anticorpos DENV (Brown et al., 

2019). Em contrapartida, outro estudo mostrou que anticorpos monoclonais humanos 

isolados de pacientes com DENV foram capazes de neutralizar o ZIKV in vitro e em 

modelo murino (Swanstrom et al., 2016). Além disso, em um estudo com coortes de 

macacos Rhesus, foi observado que a imunidade pré-existente para DENV resultou na 

redução no número de dias de viremia do ZIKV (Pantoja et al., 2017). 

 

1.6 Abordagens terapêuticas e profiláticas contra infecções por ortoflavivírus 

 A vacina de vírus atenuado YFV-17D contra a febre amarela é atualmente a vacina 

com maior número de dados de eficácia e segurança já desenvolvida para uma infecção 

por ortoflavivírus. O sucesso da vacina se dá por sua capacidade de indução da imunidade 

inata e principalmente imunidade adaptativa de longa duração, caracterizada 

majoritariamente por anticorpos neutralizantes dirigidos à proteína do envelope viral e 

células T de memória que podem ser detectadas por até várias décadas após a vacinação 

(Fuertes Marraco et al., 2015; Gaucher et al., 2008; Gotuzzo; Yactayo; Córdova, 2013). 

Apesar da eficácia da vacinação com a YFV-17D, a febre amarela ainda é um 

sério problema de saúde pública para áreas endêmicas. Por ser uma vacina de vírus 

atenuado, sua administração não é recomendada para gestantes e indivíduos 

imunossuprimidos (Silva et al., 2018). Além disso, resultados de um estudo de meta-

análise mostraram que idosos, em comparação à população não idosa, apresentam risco 

três vezes maior de eventos adversos graves decorrentes da infecção pelo YFV, mesmo 

após a vacinação (De Abreu et al., 2022). 

Os métodos profiláticos contra as infecções por DENV e ZIKV consistem 

principalmente no combate ao vetor, por meio da prevenção e eliminação de criadouros 

do mosquito Aedes aegypti (CDC, 2019). O laboratório Sanofi Pasteur, na França, 

desenvolveu a primeira vacina licenciada contra a dengue; entretanto, essa vacina 

apresenta como limitação a recomendação de uso restrita a indivíduos previamente 
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infectados pelo DENV, em função do risco aumentado de formas graves em 

soronegativos (HUANG et al., 2023; WU; QI; QIAN, 2023). Mais recentemente, a 

Takeda Pharmaceutical Company, do Japão, desenvolveu a vacina TAK-003 

(QDENGA), que demonstrou perfil favorável de segurança e eficácia e foi aprovada pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil (RIVERA et al., 2022). 

Além disso, o Instituto Butantan desenvolveu uma vacina tetravalente contra a dengue, 

de dose única, baseada em vírus vivos atenuados, que foi aprovada pela ANVISA para 

indivíduos de 2 a 59 anos, independentemente de infecção prévia, representando um 

avanço importante no cenário de prevenção da dengue no país (Kallás et al., 2024; 

ANVISA, 2025). 

Apesar de uma série de vacinas para o ZIKV estarem atualmente em ensaio clínico 

(NCT03611946, NCT03008122, NCT02963909, NCT02952833, NCT02937233, 

NCT02887482, NCT02840487, NCT03014089, NCT04015648) nenhuma foi ainda 

licenciada. 

O tratamento da infecção por ortoflavivírus baseia-se no controle do quadro 

sintomático, uma vez que não existem ainda terapias antivirais específicas aprovadas para 

nenhum desses vírus. Uma das principais estratégias no desenvolvimento de terapias 

antivirais específicas contra ortoflavivírus consiste na inibição de proteínas não 

estruturais que compõem o complexo replicativo destes vírus (Knyazhanskaya; Morais; 

Choi, 2021). Em especial, as proteínas NS3 e NS5 são os principais alvos desta estratégia 

terapêutica, uma vez que possuem inúmeras atividades enzimáticas essenciais para a 

replicação viral. No entanto, a maioria dos inibidores desenvolvidos até o momento se 

encontram na etapa de testes in vitro, e alguns estão sendo testados em modelo animal 

(Knyazhanskaya; Morais; Choi, 2021; Qian; Qi, 2022). 

 

1.7 Anticorpos monoclonais terapêuticos 

Desde a descoberta do potencial terapêutico do soro de animais imunizados contra 

difteria e tétano, no século XIX, houve um enorme progresso em pesquisas visando o 

desenvolvimento de terapias mediadas por anticorpos (Casadevall; Scharff, 1994). A 

partir da década de 1980, a comercialização de anticorpos monoclonais (mAbs) inovou o 

tratamento de câncer e doenças autoimunes e fortaleceu a integração desses biofármacos 

no repertório médico mundial (Akaishi; Nakashima, 2017). Alguns exemplos de mAbs 

comumente utilizados clinicamente incluem Adalimumabe e Infliximabe (anti-TNFα) 
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para tratamento de artrite reumatoide e doença de Crohn, Belimumabe (anti-Blys) para 

tratamento de Lúpus Eritematoso Sistêmico, e Rituximabe (anti-CD20) para tratamento 

de linfoma Non-Hodgkin (Maranhão et al., 2015). 

Apesar do pioneirismo da terapia de anticorpos contra doenças infecciosas no 

século XIX, esta aplicação ainda era pouco explorada antes da pandemia de SARS-CoV-

2 em 2020, quando plasma de indivíduos convalescentes da doença foi utilizado para 

tratamento de casos graves de internação (Casadevall; Pirofski; Joyner, 2021). Além 

disso, foram desenvolvidos diferentes mAbs específicos para a proteína Spike do SARS-

CoV-2 que foram aprovados para o tratamento de casos leves e moderados pela FDA, 

apesar de não estarem atualmente autorizados para uso por não terem eficácia 

comprovada contra as variantes predominantemente circulantes no momento (FDA, 

2022). Antes da pandemia de COVID-19, poucos mAbs haviam recebido aprovação da 

FDA para o tratamento de doenças infecciosas, dentre eles o palivizumabe, direcionado 

ao vírus sincicial respiratório (VSR), e ibalizumabe, para tratamento de infecção pelo 

HIV (Salazar et al., 2017). 

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos em outros formatos, além da 

estrutura típica de imunoglobulina, como Fab, scFv e FvFc (scFv-Fc). A estrutura de cada 

um desses formatos está esquematizada na Figura 3. No formato Fragmento variável de 

cadeia simples (scFv), apenas as regiões variáveis VH e VL são produzidas, as quais são 

unidas por um peptídeo conector flexível (Maranhão et al., 2015). Este formato de 

anticorpo apresenta como vantagem melhor penetração tecidual, em decorrência do 

menor tamanho. No entanto, não são capazes de induzir respostas dependentes da porção 

Fc, como o ADCC (citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos), por 

exemplo (Monnier; Vigouroux; Tassew, 2013). O FvFc é também constituído por uma 

única cadeia polipeptídica contendo um scFv fusionado à região de dobradiça (hinge) e 

aos domínios constantes CH2 e CH3. Diferentemente do scFv, o FvFc possui como 

vantagens a presença de dois sítios ligantes (à semelhança da molécula de anticorpo 

inteira) e a preservação das funções efetoras de anticorpo (Maranhão et al., 2015). 

Inicialmente, os mAbs eram produzidos pela tecnologia de hibridoma, no entanto, 

observou-se que a administração destes anticorpos de origem murina em humanos 

provoca uma resposta de anticorpos humanos contra os anticorpos de camundongos. Esta 

resposta acarreta na diminuição da meia-vida do anticorpo administrado, reduzindo sua 

eficácia e na possível ocorrência de efeitos colaterais graves como o choque anafilático, 

devido à natureza heteróloga dos anticorpos (Teillaud, 2012; Maranhão et al., 2015). 
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Abordagens moleculares e de engenharia genética passaram a ser utilizadas para 

substituir parte da sequência de anticorpos murinos por sequências humanas, resultando 

em moléculas quiméricas, humanizadas e, mais recentemente, humanas. 

A substituição das regiões constantes de anticorpo de origem murina por regiões 

constantes humanas dá origem a um anticorpo quimérico. Esta foi a primeira estratégia 

de engenharia genética no desenvolvimento de anticorpos, seguida pelo processo de 

humanização, em que apenas as regiões determinantes de complementaridade (CDRs) 

das regiões variáveis são de origem heteróloga (Harding et al., 2010). Entretanto, técnicas 

de humanização são altamente laboriosas e ainda dependem da utilização de modelo 

animal. Desta forma, a probabilidade de ocorrência de efeitos colaterais e sua magnitude 

são reduzidas, mas não excluídas (Maranhão et al., 2015).  

 

1.8 Bibliotecas de anticorpos e Phage Display 

A técnica de Phage Display para a apresentação de proteínas exógenas na 

superfície de bacteriófagos foi descrita pela primeira vez em 1985 por George P. Smith 

(Smith, 1985). Posteriormente, Greg Winter e colaboradores demonstraram a aplicação 

dessa tecnologia para a construção e seleção de fragmentos de anticorpos a partir de 

repertórios de genes das regiões variáveis, permitindo a obtenção de anticorpos com 

especificidade pré-determinada sem a necessidade de imunização ou do uso da tecnologia 

de hibridomas (Winter et al., 1994). Essas contribuições consolidaram o Phage Display 

como uma plataforma central para a engenharia e o desenvolvimento de anticorpos 

terapêuticos humanos, culminando na concessão do Prêmio Nobel de Química de 2018 a 

George P. Smith e Sir Gregory P. Winter pelo desenvolvimento do Phage Display de 

peptídeos e anticorpos (Nobel Prize, 2018).  

Atualmente, o Phage Display é amplamente utilizado em diversas aplicações além 

do desenvolvimento de anticorpos, incluindo o desenvolvimento de biossensores, a 

identificação de substratos enzimáticos, bem como a descoberta de drogas e vacinas 

(Mimmi et al., 2019; Sioud, 2019). No contexto da engenharia de anticorpos, a construção 

de bibliotecas apresentadas em fagos permite um mapeamento abrangente de perfis 

funcionais do repertório humano de anticorpos, especialmente em termos de 

especificidade antigênica (Ledsgaard et al., 2018). 

Bibliotecas de anticorpos apresentadas em fagos podem ter origem natural ou 

sintética. Em bibliotecas naturais, a partir de linfócitos B circulantes, isola-se o mRNA, 
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que é convertido em cDNA para amplificação das regiões variáveis de cadeia pesada 

(VH) e leve (VL) de anticorpo. Os segmentos gênicos de VH e VL são posteriormente 

clonados em um vetor fagomídeo (vetor que possui, além da origem de replicação 

bacteriana, uma origem de replicação de fago, permitindo a geração de DNA de fita 

simples pelo mecanismo do círculo rolante) para geração de uma biblioteca sintética de 

anticorpos apresentada na superfície de bacteriófagos (Barbas et al., 2001; Almagro et al., 

2019; Liu, 2014; Zhang, 2023). 

Uma vez expressas na superfície dos fagos, essas proteínas são submetidas ao 

processo de seleção denominado biopaning, em que são realizados 3 a 5 ciclos de seleção 

com sucessivas lavagens e posterior eluição de clones de maior especificidade contra um 

determinado antígeno (Alfaleh et al., 2020). No processo de biopanning, pode-se utilizar 

um antígeno imobilizado em uma placa de microtitulação ou até mesmo antígenos 

biotinilados que se ligam a beads magnéticas ou resinas revestidas por estreptoavidina 

(Zhang, 2023). Há ainda a possibilidade de usar a superfície de células, como no método 

BRASIL (Biopanning and Rapid Analysis of Selective and Interactive Ligands) 

(Giordano et al., 2001; Dantas-Barbosa et al., 2005), ou ainda in vivo (Pasqualini et al., 

1996; Staquicini et al., 2021) ou a superfície de tecidos ou peças anatômicas (Silva et al., 

2016). Por fim, as sequências de DNA codificadoras dos anticorpos eluídos no último 

ciclo são analisadas para identificação dos clones mais enriquecidos pelo biopanning. 

Estes terão seus genes sintetizados para expressão da proteína do anticorpo e validação 

de sua eficácia. A Figura 4 ilustra o processo de construção de uma biblioteca de Phage 

Display e seleção de anticorpos in vitro a partir de células B. 
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Figura 4. Processo de Construção de uma biblioteca de Phage Display e seleção de anticorpos 

específicos. Os genes que codificam um repertório contendo bilhões de anticorpos são clonados em um 

vetor de fagomídeo que carrega o gene que codifica a proteína pIII do bacteriófago. A biblioteca de fagos 
apresentando os anticorpos são obtidas por transformação de E. coli com o fagomídeo e infecção com um 

fago auxiliar, que contém todos os genes do bacteriófago filamentoso. O ssDNA originário dos fagomídeos, 

ao invés do ssDNA do fago auxiliar, é então revestido pelas proteínas estruturais. Isso ocorre porque os 

fagos auxiliares apresentam mutações em sua sequência que dificultam o empacotamento de seu próprio 

material genético. Os fagos resultantes são selecionados contra antígenos de interesse por várias rodadas 

de biopanning, que envolve a ligação ao antígeno, lavagens sucessivas, eluição dos fagos ligantes, 

reinfecção com os fagos eluídos e amplificação. Os fagos selecionados de maior potencial de ligação ao 

antígeno podem então ser identificados por ELISA e sequenciamento de DNA. Antonelli et al. 2025. 

Os bacteriófagos filamentosos pertencem à família Inoviridae e possuem material 

genético de DNA fita simples (ssDNA). Diferentes fagos filamentosos já foram descritos 

para apresentação de proteínas heterólogas (M13, f1, fd), sendo o M13 o mais utilizado 

entre eles. O genoma do fago filamentoso codifica 11 proteínas, cinco das quais compõem 

o capsídeo viral (pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX). PIII e PVIII são as proteínas mais 

utilizadas para apresentação de anticorpos, especialmente PIII, que pode ser fusionada a 

proteínas maiores sem comprometer sua função no processo de infecção (Ledsgaard et 

al., 2018). Fagos filamentosos infectam células bacterianas Gram negativas da família das 

Enterobacteriaceae, como E. coli, por meio de uma interação entre o pílus sexual das 

células hospedeiras e a proteína pIII do capsídeo viral. Os vírions gerados são liberados 

pela extrusão do ssDNA através do envelope bacteriano, sem lisar a célula ou impedir sua 

divisão. Após atravessar a membrana, o DNA viral passa a ser revestido pelas proteínas 

estruturais, completando assim a montagem da partícula viral (Smith; Scott, 1993). 

A estratégia de construção da biblioteca de anticorpos pode variar e é essencial na 

seleção de anticorpos por Phage Display. As bibliotecas de anticorpos podem ser 
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derivadas de células de indivíduos não imunizados (biblioteca naïve) ou de indivíduos 

previamente expostos ao antígeno de interesse (biblioteca imune). Bibliotecas imunes 

apresentam como vantagem a geração de anticorpos de maior afinidade, uma vez que 

estes já passaram pelo processo de maturação de afinidade in vivo (Ledsgaard et al., 

2018). 

O phage display tem se consolidado como uma das principais plataformas para a 

descoberta de anticorpos antivirais. A tecnologia já foi empregada para isolar VHHs 

neutralizantes contra influenza A/H1N1 a partir de bibliotecas imunizadas, resultando em 

nanocorpos capazes de reconhecer hemaglutinina e bloquear a infecção viral in vitro 

(Páez-Hernández et al., 2024). De forma semelhante, estratégias de biopanning 

permitiram a obtenção de nanobodies com ampla reatividade contra diferentes variantes 

de SARS-CoV-2, incluindo moléculas capazes de neutralizar múltiplas linhagens ou 

mediar a eliminação de células infectadas por ADCC (Aripov et al., 2025; Moussa et al., 

2024). Além disso, bibliotecas derivadas de pacientes cronicamente infectados por HCV 

facilitaram a identificação de Fabs de alta afinidade com neutralização ampla contra 

genótipos diversos do vírus (Soerensen et al., 2025). 

No contexto dos ortoflavivírus, Throsby et al. (2006) selecionaram anticorpos 

humanos anti-WNV a partir de bibliotecas oriundas de pacientes infectados e 

identificaram mAbs neutralizantes direcionados majoritariamente ao domínio II da 

proteína E, alguns dos quais conferiram proteção in vivo. Para Zika vírus, bibliotecas 

naïve permitiram o isolamento de nanobodies com afinidade nanomolar e capacidade 

neutralizante contra o domínio III da proteína E (Hu et al., 2025). Para dengue, Dahiya et 

al. (2025) identificaram um sdAb derivado de uma biblioteca de VHH camelídea capaz 

de reconhecer o EDII da proteína E, exibindo potente neutralização in vitro e proteção in 

vivo com mínima indução de ADE. Além disso, Nilchan et al. (2024) selecionaram 

anticorpos anti-EDIII com atividade neutralizante contra DENV-2 e baixo potencial de 

ADE. 

Em conjunto, esses estudos demonstram o potencial das bibliotecas apresentadas 

em fago para a identificação de anticorpos neutralizantes contra diferentes domínios da 

proteína E dos ortoflavivírus, incluindo os domínios II e III, bem como formatos 

alternativos de anticorpos, como nanobodies e VHHs. No entanto, a maior parte dessas 

abordagens tem se concentrado em epítopos conformacionais ou sorotipo-específicos, o 

que pode limitar a amplitude de neutralização. Nesse contexto, o loop de fusão, uma 

região altamente conservada do domínio II da proteína E e essencial para o processo de 
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entrada viral mediado por fusão de membranas, emerge como um alvo estratégico para o 

desenvolvimento de anticorpos com potencial de neutralização cruzada (Antonelli et al., 

2025). Assim, a aplicação da tecnologia de Phage Display para a seleção de anticorpos 

monoclonais humanos direcionados ao loop de fusão a partir de bibliotecas derivadas de 

células B de memória representa uma abordagem metodológica promissora para a 

geração de candidatos terapêuticos contra ortoflavivírus, fundamentando o objetivo deste 

trabalho.
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver anticorpos monoclonais humanos anti-fusion loop de ortoflavivírus 

por meio de Phage Display, visando aplicações terapêuticas. 

2.2 Objetivos específicos 

• Construir uma biblioteca de anticorpos scFv humanos a partir do repertório de 

células B de memória específicas para ortoflavivírus; 

• Selecionar, por Phage Display, anticorpos scFv que reconheçam o loop de fusão 

dos ortoflavivírus; 

• Expressar os domínios VH e VL selecionados em formato de FvFc e IgG1 em 

células de mamífero; 

• Caracterizar os anticorpos desenvolvidos quanto a sua especificidade, afinidade 

e atividade neutralizante contra ortoflavivírus. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Desenho experimental 

 

Figura 5. Desenho Experimental contendo todas as etapas de realização do trabalho. 

 

3.2 Construção da Biblioteca de Anticorpos scFv a partir do Repertório de Células 

B de Memória Derivadas de Indivíduos Previamente Infectados por Ortoflavivírus 

Os métodos da seção 4.2 descrevem as etapas de construção da biblioteca de scFv 

humana a partir de um repertório imune de células B de memória (CBM) ortoflavivírus-

específicas gerado previamente pelo grupo (Silva et al., 2025). Brevemente, foi realizada a 

expansão in vitro de CBM a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

de indivíduos com resposta IgG positiva para ZIKV e indivíduos com IgG positiva tanto 

para ZIKV quanto DENV, visando a obtenção de um maior número de CBM específicas. As 
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células B de memória foram ativadas por IL-2 e R848, ligante de TLR7/8, e estimuladas com 

o ZIKV in vitro. Análises de citometria de fluxo mostraram um aumento significativo de até 

33% de CBM viáveis. Além disso, foi observado através de Ensaios Imunoenzimáticos 

(ELISA) com os sobrenadantes do cultivo celular, que as CBM diferenciadas após estímulo 

produziam preferencialmente IgG específica para o ZIKV (SILVA, 2021). A Tabela 1 

apresenta as características demográficas e sorológicas dos indivíduos incluídos no estudo, 

cujas amostras foram utilizadas para a geração da biblioteca de anticorpos scFv. O estudo 

foi conduzido de acordo com as diretrizes do Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia 

Universidade Católica de Goiás, sob o número de CAAE 57.696.716.9.0000.0037, e todos 

os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As amostras de 

sangue periférico foram coletadas de indivíduos de ambos os sexos, sendo o gênero definido 

por autodeclaração. A coleta de sangue e os procedimentos de cultivo celular foram 

realizados aproximadamente dois anos após o diagnóstico da fase aguda da infecção por 

ZIKV. Durante a fase aguda, a detecção do RNA viral em amostras de sangue e urina foi 

realizada por RT-qPCR, utilizando o kit BioGene Zika Virus PCR Kit (Bioclin®, Cat. 

#K203). Após a coleta, a sorologia para ZIKV e DENV (IgM e IgG) foi realizada por meio 

do teste imunocromatográfico TR DPP® Zika/Dengue IgM/IgG (Bio-Manguinhos, Rio de 

Janeiro, Brasil), garantindo a caracterização sorológica dos indivíduos incluídos no estudo. 

 

Tabela 1. Caracterização dos indivíduos do estudo. 

Identificação Idade Sexo 
Dias após 

sintomas 
IgG anti-ZIKV IgG anti-DENV 

Zika+      

PVZ-01 26 F 546 Positivo Negativo 

PVZ-02 27 F 984 Positivo Negativo 

PVZ-04 28 M - Positivo Negativo 

PVZ-05 26 F 552 Positivo Negativo 

Vírus 

Zika+/Dengue+ 
     

PZD-01 55 M 1020 Positivo Positivo 

PZD-03 26 M 1005 Positivo Positivo 

PZD-04 36 F 1013 Positivo Positivo 

PZD-05 21 F 983 Positivo Positivo 

PVZ = positivo para ZIKV; PZD = positivo para ZIKV e DENV; F = feminino; M = masculino. 

Os valores de IgG anti-ZIKV e anti-DENV correspondem à leitura de testes imunocromatográficos. Para 

ZIKV, valores >27 foram considerados positivos; para DENV, valores ≥20 foram considerados positivos. 

* Intervalo estimado com base em questionário clínico. 
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3.2.1 Síntese da primeira fita de cDNA a partir de RNA total de células B de memória 

purificadas  

A síntese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA previamente 

extraído das células B de memória ortoflavivírus-específicas. Três pools de cDNAs distintos 

foram gerados para os domínios variáveis de cadeia pesada (VH) de IgG e IgA e para os 

domínios variáveis de cadeia leve κ (Vκ). A fita de cDNA foi sintetizada a partir de 4 µg de 

RNA e 0,8 μM de iniciador específico para VH de IgG ou IgA, 8 µg de RNA utilizando 

primer específico para Vκ (Tabela 2), utilizando o High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems) seguindo as instruções do fabricante. 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados no desenvolvimento do trabalho. 

Nome Sequência na orientação 5’ – 3’ 

 

Para gerar os cDNAs 

HuIgG1 GTC CAC CTT GGT GTT GCT GGG CTT 

IgA rev externo TGG GAA GTT TCT GGC GGT CAC G 

HuGκF AGA CTC TCC CCT GTT GAA GCT CTT 

 

Para a região variável da cadeia pesada (VH) 

HSCVH1-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT GGT GGC GGT GGC TCG 

GGC GGT GGT GGG CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG 

HSCVH2-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT GGT GGC GGT GGC TCG GGC 

GGT GGT GGG CAG ATC ACC TTG AAG GAG TCT GG 

HSCVH35-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT G6GT GGC GGT GGC TCG GGC 

GGT GGT GGG GAG GTG CAG CTG GTG SAG TCT GG 

HSCVH3a-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT GGT GGC G6GT GGC TCG GGC 

GGT GGT GGG GAG GTG CAG CTG KTG GAG TCT G 

HSCVH4-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT GGT GGC GGT GGC TCG GGC 

GGT GGT GGG CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GG 

HSCVH4a-F GGT GGT TCC TCT AGA TCT TCC TCC TCT GGT GGC GGT GGC TCG GGC 

GGT GGT GGG CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GG 

HSCG1234-B CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CCG ATG GGC CCT TGG TGG ARGC 

HSCA-B CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CCT TGG GGC TGG TCG GGG ATGC 

 

Para a região variável da cadeia leve κ (Vκ) 

HSCK1-F GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCC AGA TGA CCC AGT CTC C 

HSCK24-F GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG TGA TGA CYC AGT CTC C 
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HSCK3-F GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCG TGW TGA CRC AGT CTC C 

HSCK5-F GGG CCC AGG CGG CCG AGC TCA CAC TCA CGC AGT CTC C 

HSCK14-B GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC TTT GAT YTC CAC CTT GGT CCC 

HSCK2-B 

HSCK3-B 

GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC 

GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC TTT GAT ATC CAC TIT GGT CCC 

HCK5-B GGA AGA TCT AGA GGA ACC ACC TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC 

 

Primers para geração do fragmento d scFv 

RSC-F GAG GAG GAG GAG GAG GAG GCG GGG CCC AGG CGG CCG AGC TC 

RSC-B GAG GAG GAG GAG GAG GAG CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TG 

 

Primers para amplificação dos domínios VH e VL após seleção de Phage Display para sequenciamento 

VHScFv_5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGTGGTTCCTCTAGATCTTCCTCCTC 

VHScFv_3’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGCCGGCCTGGCCACTAGTG 

VLScFv_5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGCGG 

VLScFv_3’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGGAGGAAGATCTAGAAACCACC 

pCombScFv_5’ GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 

pCombScFv_3’ GCCACCACCCTCCTAAGAAG 

 

3.2.2 Amplificação das Cadeias VH e VL (1º ciclo de PCR) (Adaptado de Andris-

Widhopf et al., 2000) 

Os cDNAs gerados das cadeias pesadas de IgG e IgA e cadeia leve Kappa foram 

utilizados como molde para amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) dos 

genes de VH e Vκ rearranjados. Para a amplificação dos rearranjos gênicos da região 

variável foram feitas 6 reações de amplificação para VH de IgG e 6 reações para 

amplificação de VH de IgA utilizando cada um dos oligonucleotídeos senso HSCVH1, 

HSCVH2, HSCVH35, HSCVH3a, HSCVH4 e HSCVH4a combinados com os 

oligonucleotídeos anti-senso HSCG1234-B ou HSCA-B. Para a obtenção da cadeia leve 

Kappa foram realizadas 16 reações de amplificação utilizando cada um dos 

oligonucleotídeos senso HSCK1-F, HSCK24-F, HSCK3-F e HSCK5-F combinados com 

cada um dos oligonucleotídeos anti-senso HSCK14-B, HSCK2-B, HSCK3-B e HSCK5-B. 

A sequência de todos os oligonucleotídeos utilizados está descrita na Tabela 2. As reações 

de amplificação foram realizadas utilizando-se o QuantiNova™ Probe RT-PCR Kit (Qiagen 

– Cat.: 208352) seguindo as recomendações do fabricante com algumas modificações. Cada 

reação consistiu de 0.5µg de cDNA, 0.6 uM dos primers 5’ e 3’ e Tampão de PCR Probe 
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RT-PCR Master Mix 1X. As condições de termociclagem foram: desnaturação inicial a 94 

℃ por 5 min; 30 ciclos de desnaturação a 94 ℃ por 15s, anelamento a 56 ℃ por 90s, 

extensão a 60 ℃ por 190s; extensão final a 60 ℃ por 5 min. As replicatas de cada reação 

foram misturadas e precipitadas com 2V de etanol e 0,1V de acetato de sódio 3M (pH 5,0) e 

glicogênio a 50µg/mL Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose 1,5% e purificados com o kit QIAquick gel extraction. 

  

3.2.3 Obtenção dos fragmentos de scFv por PCR de Sobreposição (2º ciclo de PCR) 

(Adaptado de Andris-Widhopf et al., 2000) 

Os produtos de PCR das regiões VH e Vκ purificados foram misturados em 

quantidades iguais para gerar um produto final de sobreposição. Os primers utilizados no 

primeiro ciclo de PCR geraram sequências idênticas na região 3’ da cadeia leve e na 

extremidade 5’ da cadeia pesada que serviram para a sobreposição destas gerando um 

produto de extensão no segundo ciclo de PCR que corresponde ao scFv (~850pb). A PCR 

de sobreposição para geração do scFv foi realizada utilizando-se o QuantiNova™ Probe RT-

PCR Kit (Qiagen – Cat.: 208352) seguindo as recomendações do fabricante com algumas 

modificações. Cada reação consistiu de 100ηg dos produtos de PCR purificados de VH e 

100ηg dos produtos de PCR purificados de Vκ, 0.6 µM dos primers 5’ e 3’(RSC-F e RSC-

B) e Tampão de PCR Probe RT-PCR Master Mix 1X. As condições de termociclagem foram: 

desnaturação inicial a 94 ℃ por 5 min; 25 ciclos de desnaturação a 94 ℃ por 15s, anelamento 

a 56 ℃ por 15s, extensão a 60 ℃ por 2min; extensão final a 60 ℃ por 5 min. As replicatas 

de cada reação foram misturadas e precipitadas com 2V de etanol e 0,1V de acetato de sódio 

3M (pH 5,0) e glicoblue a 50µg/mL Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,5% e purificados com o kit QIAquick gel extraction.  

 

3.2.4 Digestão dos fragmentos de scFv e do Vetor pComb3XSS com a Enzima SfiI 

(Adaptado de Andris-Widhopf et al., 2000) 

 A construção da biblioteca foi finalizada a partir da ligação dos fragmentos de scFv 

no vetor fagomídeo pComb3XSS (~5000pb) (Figura 4) e posterior transformação de células 

de E.coli. Para tornar possível a ligação inserto-vetor, os scFvs obtidos pela PCR de 

sobreposição e purificados e o vetor pComb3XSS foram inicialmente digeridos com a 
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enzima SfiI (20.000 U/mL) (New England Biolabs, catálogo R0123). O sistema de digestão 

dos fragmentos de scFv consistiu de 6µg de DNA, 120U de SfiI e tampão CutSmart 1X 

(New England Biolabs, catálogo B6004O) e foi incubado a 50ºC overnight. Os fragmentos 

digeridos (scFv, vetor e fragmento Fab excisado do vetor) foram submetidos a eletroforese 

em gel de agarose 1%. O DNA dos fragmentos excisados foi extraído utilizando-se o 

Agarose Gel Extraction Kit (Cellco, catálogo DPK-105) e em seguida purificados utilizando-

se o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). 

 

Figura 6. Vetor fagomídeo pComb3xSS. Os genes dos domínios variáveis de cadeia leve e 

pesada são delimitados por sítios de SfiI. O plasmídeo possui uma origem de replicação adicional em fago 

e o gene da proteína pIII, com a qual o anticorpo expresso é fusionado. As tags 6xHis e HA permitem 

purificação e detecção.  

 

3.2.5 Testes de ligação do scFv com o Vetor pComb3XSS (Adaptado de Rader et al., 

2000) 

Inicialmente foram realizados testes de ligação em pequena escala. Para tanto foram 

feitos diversos sistemas de ligação, tanto a ligação do scFv com o vetor pComb3XSS, como 

também ligações controle negativa (sem inserto) e positiva (com o inserto Fab original do 
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vetor liberado após a digestão com SfiI). As ligações testes consistiram de 140ηg de vetor 

pComb3XSS, 70ηg de scFv ou 140ηg de Fab (com excessão da ligação de controle 

negativo), 1 U de T4 DNA ligase (Invitrogen, catálogo 15224017), 1X tampão de DNA 

ligase 5X (Invitrogen, catálogo 15224017) e água nuclease-free para completar o volume de 

20uL final. As amostras foram incubadas a 25ºC overnight e em seguida a enzima T4 DNA 

Ligase foi inativada por incubação a 70C por 10 minutos. 3µL de cada sistema foram 

utilizados para transformar alíquotas de células XL1-Blue eletrocompetentes. As placas 

foram incubadas overnight a 37°C. A ligação definitiva em maior escala só foi realizada 

quando os cálculos do número de colônias da transformação das ligações testes atingiram 

valor de 1 x 105 transformantes/µg de DNA da ligação teste do scFv. O número de 

transformantes com o sistema de ligação controle negativo (teste de autoligação do vetor) 

deveria ser menor que 10% em comparação aos outros sistemas. Após a obtenção dos valores 

mencionados, prosseguiu-se para a realização da ligação definitiva do scFv no vetor 

pComb3XSS e transformação da biblioteca em células de Escherichia coli da linhagem 

XL1-blue MRF por eletroporação. 

 

3.3 Preparação para a transformação da biblioteca e seleção de Phage Display 

(Adaptado de Rader et al., 2000) 

3.3.1 Preparação de Células Eletrocompetentes  

Uma colônia isolada de células de E. coli, linhagem XL1-BLUE MRF’ foi 

inoculada em 5 mL de meio SB (Peptona bacteriológica 3%, Extrato de Levedura 2%, 

MOPS 1%, pH 7,0) com 10μg/mL tetraciclina. A cultura foi incubada durante a noite a 

250 rpm e 37℃. Os 5mL de cultura foram adicionados em 500mL de meio SB contendo 

2,5mL de solução estoque de glicose 2 M e 2,5mL de solução estoque de Mg 2 M (MgCl2 

1 M e MgSO4 1 M). O inóculo foi incubado, a 250 rpm e 37 ℃, até atingir uma densidade 

óptica (D.O.) a 600ηm entre 0,7 a 0,9. A cultura foi resfriada e as células foram 

centrifugadas a 3000 x g e 4℃ por 20 minutos. Em seguida as células foram 

ressuspendidas em 100mL de glicerol 10% (v/v) gelado e centrifugadas novamente a 

3000 x g e 4 ℃ por 20 min. O sobrenadante foi descartado e esse procedimento foi 

repetido mais duas vezes, uma segunda vez com 100mL de glicerol 10%, e uma terceira 

vez com 25mL de glicerol 10%. Por fim, as células foram ressuspendidas em glicerol 

10% para uma densidade óptica a 600ηm de aproximadamente 280. Foram feitas 
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alíquotas de 120uL das células eletrocompetentes, que foram congeladas rapidamente em 

banho de álcool e gelo seco e armazenadas a -80 ℃. 

 

3.3.2 Preparação do Fago Auxiliar  

Foram inoculados 2μL de E. coli XL1-Blue eletrocompetentes em 2mL de meio SB 

contendo tetraciclina a uma concentração final de 10μg/mL e incubados a 37°C por 1 hora a 

250rpm. Paralelamente, foram preparadas diluições do fago auxiliar VCSM13 da ordem de 

10-6, 10-7 e 10-8. Em seguida 1μL de cada uma destas diluições foi utilizado para infectar 

alíquotas de 50μL da cultura de XL1-Blue. Após incubação por 15 minutos a temperatura 

ambiente adicionou-se os 50μL de células a 3mL de meio LB top ágar liquefeito (45-50°C), 

misturando em seguida o tubo por inversão e, posteriormente espalhando em placas pré-

aquecidas de meio LB ágar. As placas foram incubadas a 37°C durante a noite. Após esse 

período foram observadas placas de retardo de crescimento (colônias de bactérias com 

retardo no crescimento devido à infecção pelo fago VCSM13). Em um tubo tipo Falcon de 

50mL contendo 10mL de meio SB pré-aquecido a 37°C, acrescido 10μg/mL de tetraciclina 

foram inoculados 10μL de XL1-Blue eletrocompetente. A cultura foi incubada a 37°C por 

uma hora em agitador a 250 rpm. Com uma ponteira estéril, transferiu-se uma placa de lise 

para a cultura de XL1-Blue, seguido de incubação nas mesmas condições por 2 horas. Após 

este período a cultura infectada foi transferida para um Erlenmeyer de 1L contendo 500mL 

de meio SB pré-aquecido a 37°C, acrescido de 10μg/mL de tetraciclina e 70μg/mL de 

kanamicina. Após homogeneização metade da cultura foi transferida para outro Erlenmeyer 

de 1L e ambos os frascos foram incubados a 37°C durante a noite sob agitação de 250 rpm. 

Na manhã seguinte a cultura foi transferida para dez tubos de polipropileno de 50 mL e 

centrifugada a 2500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e 

incubados a 70°C por 20 minutos, com o objetivo de eliminar células ainda presentes na 

cultura. Em seguida, as amostras foram centrifugadas novamente a 2500 x g por 15 minutos 

e os sobrenadantes transferidos para novos tubos e estocados a 4°C. Os fagos auxiliares 

obtidos foram titulados em um procedimento de infecção de cultura de células XL1-Blue 

como descrito para a obtenção de placas de retardo de crescimento. Após a incubação 

durante a noite, o título foi determinado pela contagem do número de placas de lise presentes 

multiplicados pela diluição do fago. 
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3.4 Ligação da biblioteca de scFv no vetor pComb3XSS 

A ligação definitiva dos fragmentos de scFv no vetor pComb3XSS foi consistiu de 700ηg 

de DNA de scFv, 1,4µg de DNA do vetor pCom3XSS digerido, 10 U de T4 DNA ligase 

(Invitrogen, catálogo 15224017), 1X tampão de DNA ligase 5X (Invitrogen, catálogo 

15224017) e água nuclease-free para completar o volume de 200µL final. O sistema de 

ligação foi incubado a 25ºC overnight com posterior inativação da enzima T4 DNA Ligase 

a 70°C por 10 minutos. Em seguida, a ligação foi precipitada durante a noite com 2V de 

etanol, 0,1V de acetato de sódio 3M (pH 5,0) e glicoblue a 50µg/mL. A biblioteca precipitada 

foi centrifugada a 18.000 x g por 2 horas a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet 

foi adicionado etanol 70% (v/v) gelado. Após centrifugação de 15 min a 4ºC e 18.000 x g, o 

pellet de DNA foi seco e ressuspenso em 10 µL de água. 

 

3.5 Transformação da Biblioteca de scFv em Células de Escherichia coli por 

Eletroporação 

Para a transformação do sistema de ligação (10µL), este foi dividido em 10 tubos com 1 

µL cada para a realização de 10 choques elétricos com o objetivo de aumentar a eficiência 

de transformação. 10 alíquotas de 120µL de células XL1-Blue foram retiradas do freezer -

80ºC aos poucos e à medida que se descongelaram foram transferidas cuidadosamente para 

os tubos contendo DNA da ligação e em seguida para cubetas de eletroporação, 0.2 cm 

(Biorad, catálogo 1652086) pré-resfriadas. O pulso elétrico foi realizado nas seguintes 

condições: voltagem de 2,5 kV, 25µF de capacitância e 200 Ω de resistência, gerando pulsos 

entre 4 e 5 mili segundos de duração. Imediatamente após o choque, a cubeta foi lavada 3 

vezes com 1mL de meio SOC (Bactotriptona 2%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,06%, 

KCl 0,02%, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, pH 7,0). A cada um dos 10 choques elétricos 

o volume de células em meio SOC era adicionado a um mesmo Erlenmeyer estéril de 125mL, 

totalizando 30mL de células. Após os choques, as células foram transferidas para um 

Erlenmeyer de 500mL e o volume da cultura foi completado para 50mL com meio SB. As 

células foram recuperadas a 250 rpm e 37 ℃, por 1,5 h. Aos 50mL de células transformadas, 

foram adicionados 10μL de solução estoque de carbenicilina 100mg/mL, 100μL de solução 

estoque de tetraciclina 5mg/mL e 5mL de solução estoque de glicose 20%. A cultura foi 

incubada a 300 rpm e 37 ℃, por 1 h. Em seguida, 15μL de solução estoque de carbenicilina 

100 mg/mL foram adicionados e a cultura foi incubada a 300 rpm e 37 ℃ por mais 1 hora. 

O volume da cultura foi então completado para 200mL pela adição de meio SB pré-aquecido 
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contendo dois mL de fago helper VCSM13 (1012 pfu/mL) e carbenicilina a 50mg/mL, 

tetraciclina a 10µg/mL e glicose a 1% (p/v). A cultura foi incubada, em seguida, a 300 rpm 

e 37 ℃, por 1,5 h, para a geração da biblioteca de anticorpos expressos na superfície de 

fagos. Posteriormente, 280uL de solução estoque de kanamicina 50mg/mL foram 

adicionados e a cultura foi incubada a 300 rpm e 37 ℃, durante a noite. 

 

3.6 Seleção da Biblioteca de scFv contra µM Peptídeo Mimético do loop de Fusão de 

Ortoflavivírus 

Duas alíquotas de 1mL da cultura de bactérias com fagos foram separadas e 

centrifugadas por 5 min a 5000 x g para armazenamento do pellet de células e do 

sobrenadante contendo os fagos. O volume total da cultura foi centrifugado em garrafas 

de 500mL por 15 min a 3000 x g, 4ºC. O sobrenadante contendo os fagos foi coletado e 

as células desprezadas. Ao sobrenadante, foram adicionados 6g de NaCl e 8g de PEG 

8000 para precipitação dos fagos. A mistura foi homogeneizada por 5 min a 250rpm/ 

37℃ e em seguida incubada por 30 min no gelo. Após centrifugação a 15000 x g por 15 

min a 4ºC, os fagos foram precipitados formando um pellet difuso e o sobrenadante foi 

descartado. O pellet de fagos foi ressuspendido com 2mL de TBS contendo BSA a 1% 

gerando as alíquotas de fagos input (fagos obtidos após a amplificação overnight dos 

fagos eluídos pela seleção que serão utilizados no próximo ciclo), que foram 

centrifugadas brevemente para eliminação do residual de células. 

Cinquenta microlitros de uma resina de agarose conjugada a streptoavidina 

(1mg/mL) (Sigma-Aldrich, catálogo S-1638) foi adicionada a um tubo de 2mL e incubada 

com 150µL de TBS contendo BSA a 3% (m/v) e com 10µM de um peptídeo mimético 

do loop de fusão do envelope do ZIKV biotinilado (antígeno escolhido para a seleção). 

Este sistema foi incubado por 1 hora em agitador orbital a 30rpm. Em seguida, o sistema 

foi centrifugado por 5min a 10000 x g e o sobrenadante retirado e descartado. Cem 

microlitros  do fago input foram adicionados ao sistema, que foi incubado por mais 1 hora 

a temperatura ambiente em orbital a 30rpm. Após a incubação, foram realizadas lavagens 

sucessivas com 500µL de TBST (tween 20 a 0.1%) para eliminação dos fagos não ligantes 

(5 lavagens no ciclo 1 de seleção, 10 no ciclo 2 e 15 no ciclo 3). A cada lavagem a resina 

era ressuspensa em TBST, incubada por 1 min e centrifugada a 10.000 x g por 2 min para 

remoção e eliminação do sobrenadante contendo os fagos não ligantes. Após a última 

lavagem, 100uL do peptídeo mimético do loop de fusão do ZIKV não biotinilado 
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(100µM) foram adicionados ao sistema de seleção para realizar uma eluição por 

competição. O sistema foi incubado em orbital por 15 min a 30rpm e centrifugado por 5 

min a 10.000 x g. Após a centrifugação, o sobrenadante contendo os fagos eluídos por 

competição foi adicionado a um novo tubo de 1,5mL e o pellet de resina contendo os 

fagos que permaneceram ligados ao antígeno biotinilado foi também armazenado. A 

partir deste momento, dois sistemas de seleção foram conduzidos paralelamente, sistema 

de seleção competitiva (a partir do sobrenadante de fagos ligantes ao antígeno não 

biotinilado) e sistema de seleção com antígeno adsorvido (a partir do pellet de resina 

contendo os fagos que permaneceram ligados ao antígeno biotinilado).  

Uma cultura de células de XL1-Blue com OD de 1 em meio SB contendo glicose 

a 1% e tetraciclina a 10µg/mL foi utilizada para infecção com fagos oriundos da seleção 

com antígeno adsorvido e seleção competitiva. Dois mililitros da cultura de células foram 

adicionados a tubos cônicos de 50mL (um tubo para cada seleção- competitiva e antígeno 

adsorvido na resina). Ao tubo da seleção competitiva, foram adicionados 50µL do 

sobrenadante de fagos eluídos. Para infecção das células com os fagos provenientes da 

seleção com antígeno adsorvido, o pellet de resina foi ressuspendido com 500µL da 

cultura de células e adicionado ao tubo contendo o 1,5 mL restante. Para a infecção, os 

tubos foram incubados por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, alíquotas de 

200µL foram separadas de cada um dos tubos gerando o output (título de saída) de cada 

uma das seleções. Doze mililitros de meio SB pré aquecido a 37ºC contendo 20µg/mL de 

carbenicilina, 10µg/mL de tetraciclina e 1% de glicose foram adicionados aos tubos de 

infecção, que foram então incubados a 37ºC por 1 hora sob agitação a 250rpm. Após a 

incubação, foi adicionado um reforço de carbenicilina às culturas para uma concentração 

final de 50µg/mL e realizada nova incubação por 1 hora, 250rpm, 37ºC. As culturas foram 

então transferidas para erlenmeyers de 1L contendo 92 mL de meio SB pré-aquecido a 

37º (1% glicose, 50µg/mL carbenicilina e 10µg/mL tetraciclina) contendo 1mL de fago 

auxiliar VCSM13 (1012 PFU) totalizando 100mL de volume. As culturas foram incubadas 

por 1 hora e meia a 37ºC, 250rpm, e em seguida foram adicionados às culturas 140µL de 

kanamicina para uma concentração final de 70µg/mL. As culturas foram incubadas 

durante a noite. Na manhã seguinte, todo o processo era iniciado novamente para 

realização de um novo ciclo de seleção, totalizando 3 ciclos de seleção. 
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3.7 Titulação de fagos 

Para cada ciclo de seleção, 2 mL de células de XL1-BLUE MRF’, a uma 

densidade óptica (D.O.) a 600 ηm de 1,0 foram infectados com 100μL de fagos eluídos à 

temperatura ambiente por 15 min. Após esse tempo, 100μL de diluições entre 10-1, e 10-

5 das células infectadas foram plaqueadas em meio SB ágar contendo ampicilina e glicose 

para concentrações finais de 200 μg/mL e 1%, respectivamente, a fim de titular os fagos 

eluídos (output). As placas foram incubadas a 37 ℃, durante à noite. Para cada ciclo de 

seleção, 100 μL de células XL1-BLUE MRF’ com D.O. a 600 ηm de 1,0 foram infectadas, 

à temperatura ambiente, por 15 min, com diluições de 10-7, a 10-11 de fagos amplificados 

e ressuspendidos (input, ou título de entrada). As células foram plaqueadas em meio SB 

ágar, nas mesmas condições anteriores, para titulação dos fagos amplificados. As placas 

foram incubadas a 37 ℃, durante à noite. 

 

3.8 Extração de DNA plasmidial 

Uma alíquota da biblioteca de scFvs recombinantes gerada anteriormente à adição 

fago helper foi utilizada para preparação de um inóculo em meio SB para extração de 

DNA plasmidial em média escala (midiprep). Para isso, foi utilizado o kit QIAprep Spin 

Midiprep (QIAGEN, Hilden, Alemanha, cat: 12145) de acordo com as instruções do 

fabricante. O DNA obtido foi ressuspenso em água nuclease-free e analisado por 

eletroforese em gel de agarose. A cada ciclo de seleção uma alíquota dos fagos 

reamplificados era armazenada para extração de DNA plasmidial por em pequena escala 

(miniprep), realizada com o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN, Hilden, Alemanha, 

cat:27106) de acordo com as especificações do fabricante.  

 

3.9 Amplificação dos domínios variáveis 

Usando como molde o DNA da biblioteca anterior ao processo de seleção (obtido 

por Midiprep) e o DNA de anticorpos provenientes do último ciclo de seleção (obtido por 

miniprep), os domínios variáveis da cadeia pesada (VH) e da cadeia leve (VL) foram 

amplificados, separadamente por PCR. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados 

(VHScFv_5’, VHScFv_3’, VLScFv_5’, VLScFv_3’, pCombScFv_5’, pCombScFv_3’) 

estão descritos na tabela 2. Para a amplificação de VL, foi necessário amplificar o fragmento 

de scFv com os primers pCombScFv_5’, pCombScFv_3’, e em seguida amplificar VL 
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utilizando o DNA do scFv como template. Para as reações foi utilizado o QuantiNova™ 

Probe RT-PCR Kit (Qiagen – Cat.: 208352) seguindo as recomendações do fabricante com 

algumas modificações. Cada reação consistiu de 20ng de DNA, 0.6 mM dos primers 5’ e 3’ 

e Tampão de PCR Probe RT-PCR Master Mix 1X. As condições de termociclagem foram: 

desnaturação inicial a 95 ℃ por 5 min; 30 ciclos de desnaturação a 95 ℃ por 30s, anelamento 

a 65 ℃ por 30s, extensão a 72 ℃ por 1 min; extensão final a 72 ℃ por 5 min. As replicatas 

de cada reação foram misturadas e precipitadas com 2V de etanol e 0,1V de acetato de sódio 

3M (pH 5,0) e glicoblue a 50ug/mL Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,5% e purificados com o Agarose Gel Extraction Kit (Cellco, 

catálogo DPK-105). 

 

3.10 Sequenciamento de Nova Geração (NGS) pela plataforma Illumina 

Os amplicons correspondentes à amplifificação dos domínios variáveis das 

cadeias pesada e leve dos anticorpos provenientes da biblioteca gerada previamente à 

seleção e das populações selecionadas após o último ciclo de Phage Display foram 

enviados para sequenciamento de nova geração. O sequenciamento foi realizado na 

empresa Macrogen (Seoul, Coreia do Sul), pelo sistema Miseq da plataforma Illumina, 

com tamanho de leitura de 2 x 300 pb e cobertura de 1 milhão de reads.  

 

3.11 Análise do NGS pela plataforma ATTILA 

Os dados de leituras provenientes do sequenciamento Illumina foram analisados 

com a ferramenta automatizada de análise de imunoglobulinas, ATTILA, previamente 

desenvolvida pelo grupo (Maranhão et al., 2020). Esse programa analisa as sequências 

dos domínios variáveis da cadeia pesada (VH) e leve (VL) com base nas definições de 

CDRs e frameworks. Além disso, é realizada uma análise de enriquecimento, que 

determina a frequência de cada sequência de domínio variável em cada ciclo de seleção 

avaliado. Assim, o programa gera um relatório contendo a variação da frequência de cada 

sequência (fold-change) entre o último ciclo de seleção e a biblioteca antes da seleção. 

Além disso é fornecido a sequência de aminoácidos de cada domínio, bem como sua 

classificação germline.  

3.12 Desenho de genes para expressão dos anticorpos anti-ortoflavivírus 
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A partir dos resultados da análise do sequenciamento, foram selecionados os 

domínios VH e VL mais enriquecidos para desenho dos genes dos anticorpos anti-

ortoflavivírus a serem expressos. Os domínios VH e VL selecionados foram combinados 

entre si e as sequências recombinantes foram otimizadas pela plataforma GenSmart™ 

Codon Optimization com o uso de códons preferenciais das linhagens de células HEK 

293 e CHO. As sequências de DNA codificadoras dos anticorpos recombinantes 

desenhadas para expressão de FvFc no vetor pMIW e IgG1 e Igκ em vetores pcDNA3.4. 

Os plasmídeos foram sintetizados pela empresa GenScript (China). 

3.13 Expressão dos anticorpos anti-ortoflavivírus em células de mamífero 

A expressão dos anticorpos recombinantes do tipo FvFc e IgG foi realizada por 

transfeção transiente de células Expi293F™ (Thermo Fisher Scientific) utilizando o 

sistema Expi293™ Expression System e o reagente ExpiFectamine™ 293 Transfection 

Kit, de acordo com as recomendações do fabricante (MAN0019402, Thermo Fisher 

Scientific). As células Expi293F™, derivadas de HEK293 adaptadas para crescimento 

em suspensão, foram mantidas em meio de cultivo Expi293™ Expression. As culturas 

foram mantidas a 37 °C e 8% de CO₂, em agitação orbital de 125 rpm. As células foram 

subcultivadas a cada 3–4 dias e utilizadas para transfeção quando atingiram densidade de 

3–5 × 10⁶ células/mL, com viabilidade superior a 95%. No dia anterior à transfeção (Dia 

−1), as células foram diluídas para 2,5–3 × 10⁶ células/mL e cultivadas durante a noite. 

No dia da transfeção (Dia 0), a cultura foi ajustada para uma densidade final de 3 × 10⁶ 

células/mL em um volume de 25 mL de meio Expi293 Expression Medium, previamente 

aquecido a 37 °C, em frascos Erlenmeyer estéreis e ventilados de 125 mL. O complexo 

DNA-ExpiFectamine foi preparado conforme o protocolo: para cada mL de cultura, foi 

utilizado 1 µg de DNA plasmidial purificado (totalizando 25 µg de DNA para 25 mL de 

cultura, sendo que para os anticorpos em formato de IgG, foram utilizados 12.5 µg  de 

DNA IgG e 12.5 µg de DNA IgK). O DNA foi diluído em 1,5 mL de Opti-MEM™ I 

Reduced Serum Medium, enquanto 80 µL de ExpiFectamine™ 293 Reagent foram 

diluídos separadamente em 1,5 mL de Opti-MEM™ I. As duas soluções foram 

combinadas e incubadas à temperatura ambiente por 15–20 minutos para formação dos 

complexos lipídicos. Em seguida, a mistura foi adicionada lentamente à cultura de células 

sob leve agitação. Após 18–22 h, foram adicionados os reagentes de intensificação da 

transfeção: 150 µL de ExpiFectamine™ 293 Transfection Enhancer 1 e 1,5 mL de 
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ExpiFectamine™ 293 Transfection Enhancer 2, homogeneizando-se suavemente o frasco 

após cada adição. As culturas foram então incubadas a 37 °C e 8% de CO₂ com agitação 

contínua a 125rpm. A coleta do sobrenadante foi realizada entre 6 dias pós-transfeção, 

período correspondente ao pico de secreção da proteína recombinante. O meio foi 

centrifugado a 6000 × g por 20 minutos a 4 °C para remoção de células e detritos, e o 

sobrenadante clarificado foi filtrado em membrana de 0,22µm antes da etapa de 

purificação por afinidade em coluna de Proteína A. 

3.14 Purificação dos anticorpos por afinidade à proteína A 

A purificação dos anticorpos recombinantes do tipo FvFc e IgG foi realizada no 

sistema de cromatografia ÄKTA Pure (Cytiva) utilizando uma coluna HiTrap Protein A 

HP 5 mL (Cytiva, cat. nº 17040301). Essa coluna é preenchida com uma resina revestida 

com proteína A, que apresenta alta afinidade pela região Fc de imunoglobulinas humanas, 

permitindo a captura seletiva de anticorpos a partir do sobrenadante de cultura celular. 

Antes do início da purificação, a coluna foi equilibrada com 25 mL de tampão de ligação 

(20mM fosfato de sódio, pH 7,0) a um fluxo de 5mL/min. Em seguida, o sobrenadante 

de cultura contendo os anticorpos, previamente clarificado por centrifugação e filtração 

em membrana de 0,22 µm, foi aplicado à coluna utilizando o superloop, em um volume 

entre 25 e 50mL. O flow-through, correspondente à fração não ligada, foi coletado pela 

válvula de outlet para monitoramento da eficiência de ligação. Após a aplicação da 

amostra, a coluna foi lavada com 15mL do mesmo tampão de ligação para remoção de 

proteínas e impurezas não especificamente ligadas. A eluição dos anticorpos foi realizada 

utilizando 15mL de tampão ácido (0,1 M ácido cítrico, pH 3,0), em steps ou gradiente 

linear conforme o método programado no sistema. As frações eluídas foram coletadas 

automaticamente em alíquotas de 1mL por meio do coletor de frações. Cada fração eluída 

foi imediatamente neutralizada com 200µL de tampão Tris 1 M, pH 9,0, para evitar 

desnaturação induzida pelo pH ácido. As frações correspondentes ao pico de eluição 

foram analisadas por SDS-PAGE sob condições desnaturantes, a fim de avaliar pureza e 

integridade das amostras. Ao término da purificação, a coluna foi reequilibrada com 

25mL do tampão de ligação e posteriormente lavada com 50mL de água Milli-Q. Para 

armazenamento, foi realizada uma lavagem com 25mL de etanol 20% (v/v), seguida de 

vedação das extremidades e conservação a 4 °C. 
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3.15 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 

A análise das proteínas foi realizada por eletroforese em gel desnaturante de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando o sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell, 4-Gel 

System (Bio-Rad). O gel separador (running gel) foi preparado a 12% (3mL de 

acrilamida/bisacrilamida 29:1; 2,5mL de Tris-HCl 1,5M pH 8,8; 100μL de SDS 10%; 

5μL de TEMED (Invitrogen); 100μL de APS 10%; e água destilada até 10mL). Os 

catalisadores TEMED e APS foram adicionados por último, imediatamente antes do 

vertimento entre as placas de vidro. Após o enchimento, uma fina camada de isopropanol 

foi aplicada sobre o gel para nivelamento. Após a polimerização, o isopropanol foi 

removido e o gel lavado com água destilada. O gel concentrador (stacking gel) foi 

preparado a 5% (470μL de acrilamida/bisacrilamida 29:1; 472,5μL de Tris-HCl 1,0M pH 

6,8; 37,5μL de SDS 10%; 4μL de TEMED; 37,5μL de APS 10%; e água destilada até 3,7 

mL). Após adição dos catalisadores, o gel concentrador foi vertido sobre o separador e o 

pente inserido imediatamente. Após a polimerização, o sistema foi montado e preenchido 

com tampão de corrida 1X (Tris 25mM; glicina 0,192 M; SDS 0,1%; pH 8,3–8,4). As 

amostras foram preparadas com tampão de amostra 5X (Tris-HCl 200 mM pH 6,8; SDS 

4%; β-mercaptoetanol 4%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,1%), diluídas para 1X e 

aquecidas a 95 °C por 10 minutos. Cerca de 20µL de cada amostra foram aplicados no 

gel, juntamente com 3,5µL do marcador de peso molecular TrueColor High Range 

Protein Marker (Sinapse Biotecnologia). A eletroforese foi conduzida a 100 V por 

aproximadamente 2 h e 15 min. A migração foi monitorada pela frente do corante azul de 

bromofenol. Ao término, o gel foi submetido à coloração com Coomassie Blue ou Prata, 

ou ainda à imunodetecção por western blot. 

3.16 Coloração do gel com Coomassie Blue ou Prata 

Após a corrida, o gel concentrador foi removido e descartado, e o gel separador 

submetido à coloração. Para coloração com Coomassie Blue, o gel foi imerso em Solução 

Corante (Azul Brilhante de Coomassie R-250 0,25%; metanol 30%; ácido acético glacial 

7%) por 2 horas sob agitação suave. Em seguida, a solução corante foi descartada e o gel 

lavado com Solução Descorante (metanol 30%; ácido acético glacial 7%) até visualização 

nítida das bandas de proteína. Para coloração com prata, foi utilizado o kit Silver Stain 

(Invitrogen, Ref: 45-1001). Todas as etapas foram conduzidas sob agitação suave. O gel 

foi inicialmente fixado em 25mL de solução fixadora (etanol 40%; ácido acético 10%; 
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água destilada q.s.p. 25mL) por 20 minutos, seguidos de lavagem com etanol 30% por 10 

minutos. Em seguida, foi realizada a sensibilização com 25mL de solução sensibilizadora 

(7,5 mL de etanol; 2,5 mL de solução sensibilizadora do kit; água destilada q.s.p. 25 mL) 

por 10 minutos, seguida de nova lavagem com etanol 30% (10 min) e duas lavagens com 

água destilada (10 min cada). Após as lavagens, o gel foi incubado por 15 minutos em 25 

mL da solução de coloração (250μL do corante do kit em água destilada), lavado 

rapidamente (60 s) com água destilada e, em seguida, incubado na solução reveladora 

(2,5mL de revelador + 1 gota de amplificador de revelação) por 4–8 minutos, até o 

aparecimento das bandas. Quando atingida a intensidade desejada, a reação foi 

interrompida pela adição da solução Stopper fornecida no kit, e o gel mantido em água 

destilada até o registro da imagem. 

3.17 Western Blot 

Após a separação das proteínas por SDS-PAGE, estas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose utilizando o sistema TE 70PWR (Amersham Bioscciences). 

As membranas foram equilibradas em tampão de transferência (Tris 25 mM; glicina 192 

mM; metanol 20%) por 10 minutos antes da montagem do sistema. A transferência foi 

realizada a 10V, 150mA por 1h. Após a transferência, as membranas foram bloqueadas 

por 1 hora à temperatura ambiente com Tampão PBS-T (Tween-20 0,1%) contendo 5% 

de leite desnatado. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo produzido em cabra 

anti-Fc humano (diluição 1:1500) (Thermo Fisher Scientific, catálogo A18820) por 2 

horas em temperatura ambiente ou overnight a 4 °C. Após três lavagens com PBS-T, a 

revelação foi realizada com o substrato NBT/BCIP - Nitro Blue Tetrazolium/5-Bromo-4-

Chloro-3-Indolyl Phosphate (Thermo Fisher Scientific) até o aparecimento das bandas. A 

reação foi interrompida pela lavagem com água destilada e as membranas foram mantidas 

em condições secas e protegidas da luz até o registro da imagem. 

3.18 ELISA contra os vírus ZIKV e DENV1-4 inativados 

A análise da ligação dos anticorpos recombinantes aos vírus ZIKV e aos quatro 

sorotipos do DENV foi realizada por ELISA indireto, utilizando como antígenos 

partículas virais inativadas por exposição à luz ultravioleta por 1 h. Foram empregados o 

ZIKV inativado da cepa H/PF/2013, bem como os sorotipos DENV-1 (Hawaii), DENV-

2 (N. Guinea C), DENV-3 (H87) e DENV-4 (BC 295/97), cedidos gentilmente pela 
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Professora Doutora Lucimeire Antonelli da Silveira da Universidade Federal de Goiás. 

Placas de 96 poços de poliestireno de alta adsorção Polysorp (Thermo Fisher Scientific) 

foram sensibilizadas com 100µL por poço da suspensão viral em PBS (diluição suficiente 

para adicionar cerca de 200 PFU por poço) e incubadas a 4 °C durante a noite. No dia 

seguinte, as placas foram mantidas a 37 °C por 1 hora para garantir completa adsorção do 

antígeno. Após o período de sensibilização, as placas foram lavadas três vezes com 200µL 

de PBST (PBS 1×, 0,05% Tween-20). Em seguida, foi realizada a etapa de bloqueio com 

200µL de BSA 3% em PBST, previamente filtrada em membrana de 0,22µm, por 2 horas 

a 37 °C. Após o bloqueio, as placas foram novamente lavadas três vezes com PBST, e em 

seguida foram adicionados os anticorpos recombinantes (FvFc ou IgG) em diluições 

seriadas, partindo de uma concentração inicial de 1000 nM em PBS. Como controle 

negativo, foi utilizado o anticorpo monoclonal humano Rituximabe, que não apresenta 

especificidade para antígenos de ortoflavivírus, permitindo validar a especificidade da 

ligação observada para os anticorpos recombinantes testados. O volume final em cada 

poço foi de 100µL, e a incubação foi realizada por 1 hora e meia a 37 °C. Após três 

lavagens com PBST, foi adicionado o anticorpo goat anti-human Fc conjugado à fosfatase 

alcalina (AP) (Sigma-Aldrich), diluído 1:1000 em PBST, com 100µL por poço, seguido 

de incubação por 1 hora a 37 °C. As placas foram novamente lavadas três vezes com 

PBST. A revelação foi realizada com 100µL por poço da solução de substrato p-nitrofenil 

fosfato (PNPP, 1 mg/mL - Thermo Scientific, catálogo 34045) preparada em tampão APB 

(Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl₂ 5 mM, pH 9,5). A reação foi conduzida por 5 

a 10 minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. A leitura foi realizada em leitor 

de placa SpectraMax M2e (Molecular Devices) a 405ηm. Os valores de absorbância 

foram utilizados para plotagem das curvas de ligação, nas quais foi aplicada análise por 

regressão não linear no programa Graphpad. 

3.19 Ensaio de Neutralização PRNT (Plaque Reduction Neutralization Test) contra 

os vírus ZIKV e DENV-2 

A capacidade neutralizante dos anticorpos recombinantes foi avaliada por meio 

do ensaio de neutralização por redução de placas (PRNT), utilizando o vírus Zika (ZIKV) 

e o vírus da dengue sorotipo 2 (DENV-2) em células Vero (ATCC® CCL-81™). As 

células Vero foram cultivadas em meio MEM (Minimum Essential Medium) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico-antimicótico 
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(Gibco, catálogo 15240-062), sendo mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO₂. Para 

o ensaio, 1,5 × 10⁵ células foram semeadas por poço em placas de 24 poços, atingindo 

90–100% de confluência após aproximadamente 24 horas de incubação. As amostras 

virais de ZIKV e DENV-2 foram previamente tituladas por contagem de placas, a fim de 

determinar a concentração necessária para produzir aproximadamente 50 a 100 unidades 

formadoras de placa (PFU) por poço. Para o teste de neutralização, os anticorpos 

recombinantes (FvFc ou IgG) foram diluídos serialmente, a partir de uma concentração 

inicial de 12 µM, em meio MEM sem soro, sendo aplicados 100 µL por poço. Um volume 

igual de suspensão viral contendo a quantidade previamente determinada de PFUs foi 

adicionado a cada diluição do anticorpo, resultando em uma proporção 1:1 (v/v) entre 

vírus e anticorpo. As misturas foram incubadas a 37 °C por 1 hora, para permitir a 

interação entre os anticorpos e as partículas virais. Após a incubação, o meio de cultura 

foi cuidadosamente removido das células Vero, deixando apenas uma pequena 

quantidade para evitar o ressecamento do poço. Em seguida, foram adicionadas as 

misturas vírus-anticorpo (100µL por poço). As placas foram incubadas a 37 °C com 5% 

de CO₂ por 1 hora, com agitação leve a cada 20 minutos para favorecer a adsorção viral. 

Decorrido o período de adsorção, cada poço recebeu 500µL de meio de sobreposição 

semissólido, composto por MEM 10× contendo carboximetilcelulose (CMC) 3%, 2% de 

SFB e 1% de antibiótico-antimicótico. As placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO₂ 

por 7 dias para DENV-2 e 4 dias para ZIKV, até o desenvolvimento das placas de lise 

celular. Ao término da incubação, o meio de sobreposição foi removido, e as células 

foram fixadas com formaldeído 4% (v/v) à temperatura ambiente, overnight. Após a 

fixação, as placas foram lavadas com água corrente e coradas com cristal violeta 1% (p/v) 

em etanol 20% (v/v) por 30 minutos. O excesso de corante foi removido com água, e as 

placas foram deixadas para secar à temperatura ambiente. As placas de lise foram 

visualizadas e contadas manualmente. O número médio de placas em cada condição foi 

comparado ao controle viral (vírus sem anticorpo), permitindo o cálculo do percentual de 

neutralização. A porcentagem de redução de placas (PRNT%) foi calculada de acordo 

com a fórmula: % Neutralização = 100 × [1 - (número de placas incubadas com mAb ÷ 

número de placas sem mAb)]. 

O título neutralizante (PRNT₅₀) foi determinado por análise de regressão não 

linear utilizando o software GraphPad Prism, representando a concentração de anticorpo 

capaz de reduzir em 50% o número de placas em relação ao controle. Como controle 

negativo, foram utilizados o anticorpo monoclonal humano Rituximabe e um anticorpo 
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scFv anti-SARS-CoV-2, que não reconhecem antígenos de ortoflavivírus, garantindo a 

especificidade da resposta neutralizante observada. 
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4 RESULTADOS 

 

O período de doutorado resultou, até o momento, em dois manuscritos científicos. 

O primeiro corresponde a um artigo de revisão intitulado “Therapeutic Antibodies for 

Mosquito-Borne Orthoorthoflavivirus Infections: Discovery, Engineering Approaches, 

and Advances in mRNA-Based Delivery Systems”, publicado na revista Advanced 

Therapeutics. Essa revisão possibilitou um aprofundamento teórico sobre a estrutura e os 

mecanismos de evasão dos ortoflavivírus, bem como sobre as principais estratégias 

empregadas no desenvolvimento de anticorpos monoclonais terapêuticos, incluindo 

abordagens de engenharia e plataformas emergentes baseadas em mRNA. O manuscrito 

foi publicado na revista Advanced Therapeutics (Antonelli et al., 2025). O texto completo 

da revisão encontra-se apresentado no Anexo 1. 

O segundo manuscrito, intitulado “Phage Display Selection from Human Memory 

B Cells Reveals Cross-Neutralizing Monoclonal Antibodies Targeting the 

Orthoflavivirus Fusion Loop”, encontra-se em fase de preparação e apresenta os 

resultados experimentais obtidos ao longo do doutorado. O trabalho descreve a 

construção de uma biblioteca de células B de memória humanas e a seleção de anticorpos 

monoclonais contra o fusion loop do envelope viral, destacando a obtenção de anticorpos 

humanos com afinidade elevada e neutralização cruzada entre ZIKV e DENV. Esse 

manuscrito é apresentado a seguir e ainda não foi submetido para publicação, pois está 

sendo complementado com experimentos adicionais que visam ampliar e consolidar os 

resultados obtidos. 
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ABSTRACT 

Orthoflaviviruses such as Zika (ZIKV) and dengue (DENV) viruses continue to pose 

major public health challenges, and there are no approved antiviral therapies. Broadly 

neutralizing monoclonal antibodies (mAbs) represent a promising strategy for therapeutic 

development; however, most antibodies targeting conserved epitopes, such as the 

envelope (E) protein fusion loop, have been considered weakly neutralizing or prone to 

antibody-dependent enhancement (ADE). Here, we used a human memory B-cell–

derived phage display library, obtained from previously ZIKV and DENV infected 

individuals to isolate fully human antibodies recognizing the fusion loop, ais conserved 

region among all orthoflaviviruses. Biopanning was performed using a conformationally 

constrained peptide mimicking the orthoflavivirus fusion loop, followed by next-

generation sequencing to track repertoire enrichment along the selection. Among the 

selected clones, two IgG1 antibodies (FH2 and FH4) were successfully expressed and 

purified. Both antibodies displayed strong, dose-dependent binding to UV-inactivated 

ZIKV and all four DENV serotypes, confirming recognition of a structurally conserved 

epitope. FH2 and FH4 neutralized ZIKV infection by >95% and 84%, respectively, at 

micromolar concentrations, and FH2 also cross-neutralized DENV-2 by 78%. These 

findings demonstrate that the orthoflavivirus fusion loop can serve as a functional target 

for potent and cross-neutralizing human antibodies and that phage display libraries built 

from antigen-experienced memory B cells are particularly suited to recover such 

antibodies. This approach therefore provides a practical framework for discovering 

broadly reactive mAbs against viral infections. 

 

Keywords: Broadly neutralizing antibodies; Orthoflaviviruses; Fusion loop epitope; 

Memory B-cell library; Monoclonal antibodies; Phage display 
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Introduction 

Orthoflaviviruses comprise a large group of mosquito- and tick-borne RNA 

viruses that include major human pathogens such as dengue virus (DENV), Zika virus 

(ZIKV), yellow fever virus (YFV), West Nile virus (WNV), Japanese encephalitis virus 

(JEV), and tick-borne encephalitis virus (TBEV) (Lindenbach & Rice, 2003; Ts et al., 

2023). These viruses are responsible for widespread outbreaks worldwide, particularly in 

tropical and subtropical regions. Despite the widespread impact of these pathogens, no 

specific antiviral therapy is currently approved (Casadevall et al., 2021), and existing 

vaccines, when available, are limited by their use of live-attenuated formulations, which 

restrict administration in immunocompromised individuals and pregnant women (Fuertes 

Marraco et al., 2015; Rivera et al., 2022; Silva et al., 2018). The growing incidence and 

geographic expansion of orthoflaviviruses highlight the urgent need for the development 

of safe and effective therapeutic strategies. 

Monoclonal antibodies (mAbs) have emerged as promising candidates for the 

treatment and prevention of viral infections, including orthoflavivirus diseases (Akaishi 

& Nakashima, 2017). Several potent neutralizing antibodies targeting the viral envelope 

(E) protein have been identified, demonstrating protective efficacy in preclinical models 

of DENV and ZIKV infection (Zhao et al., 2016; Oliphant et al., 2006; Sharma et al., 

2021; Rouvinski et al., 2015; Zhang et al., 2017; Sankhala et al., 2023; Magnani et al., 

2017; Robbiani et al., 2017; Niu et al., 2019; Zhao et al., 2020; Keeffe et al., 2018; 

Dussupt et al., 2020; Remmel et al., 2021; Ledsgaard et al., 2018; Ramadhany et al., 2015; 

Fibriansah et al., 2015; Gunale et al., 2024). Notable examples include antibodies 

recognizing the E dimer epitope (EDE) (Dejnirattisai et al., 2015; Rouvinski et al., 2015; 

Ledsgaard et al., 2018; Ramadhany et al., 2015) or the domain III of the envelope protein 

(EDIII) (Zhao et al., 2016; Oliphant et al., 2006; Zhang et al., 2017; Sankhala et al., 2023; 

Low et al., 2020), which can block viral attachment. However, antibody-based 

interventions face two major challenges: viral escape due to epitope variability and the 

potential for antibody-dependent enhancement (ADE) of infection (Dejnirattisai et al., 

2015; Barba-Spaeth et al., 2016; Halstead, 2019; Gallichotte et al., 2019). Viral escape 

due to epitope variability underscores the importance of identifying antibodies directed 

against conserved epitopes, such as the fusion loop of the E protein, which mediates the 

low-pH-triggered fusion of viral and endosomal membranes. Although the fusion loop is 

an attractive target for broadly neutralizing antibodies across orthoflaviviruses, its 
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therapeutic potential has been historically underexploited due to concerns about antibody-

dependent enhancement (ADE) (Halstead, 2019). However, recent evidence 

demonstrates that ADE associated with FL-directed antibodies can be effectively 

eliminated through simple Fc-engineering strategies, such as LALA mutation, without 

compromising neutralization potency (Kotaki et al., 2021). 

Traditional hybridoma or humanization approaches for antibody generation are 

time-consuming and may yield immunogenic antibodies (Köhler and Milstein, 1975; 

Morrison et al., 1984). In contrast, phage display technology provides a powerful in vitro 

platform for the discovery of fully human antibodies with high affinity and specificity 

(Ledsgaard et al., 2018; Smith, 1985; Mimmi et al., 2019; Sioud, 2019; França et al., 

2023). This method allows the screening of large combinatorial libraries of antibody 

fragments under controlled conditions, bypassing the need for immunization. Libraries 

derived from memory B cells (MBCs) of previously infected individuals are particularly 

valuable, as they capture naturally affinity-matured repertoires enriched in antigen-

experienced clones (Ledsgaard et al., 2018; Ditzel, 2009). Combined with next-

generation sequencing (NGS), phage display enables high-resolution mapping of immune 

repertoires and identification of enriched antibody clones with desirable binding and 

neutralizing profiles (Ledsgaard et al., 2018; França et al., 2023). 

Here, we constructed a human scFv phage display library from the memory B cell 

repertoire of individuals previously exposed to orthoflaviviruses, aiming to recover 

naturally matured antibodies targeting conserved regions of the viral envelope. The 

library was subjected to three rounds of biopanning against a biotinylated peptide 

mimicking the fusion loop of the ZIKV envelope protein previously described (França et 

al., 2022). Enriched clones were identified by NGS sequencing and analysis. Selected 

variable regions were then expressed as recombinant FvFc and/or full-length IgG1 

antibodies in mammalian cells. The binding and neutralization profiles of these antibodies 

were assessed against inactivated ZIKV and DENV1–4 antigens by ELISA and plaque 

reduction neutralization tests (PRNT).  

By leveraging a memory B-cell–derived phage display library together with a 

structurally conserved fusion-loop antigen, we were able to isolate fully human antibodies 

that are cross-reactive and with broadly neutralizing potential against different 

orthoflaviviruses.  
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Results 

Construction of a Human Memory B Cell–Derived scFv Library 

Peripheral blood memory B cells (MBCs) were isolated from eight donors 

previously exposed to orthoflaviviruses (four with confirmed ZIKV infection and four 

with both ZIKV and DENV seropositivity). Total RNA from pooled MBC samples was 

used to generate cDNA libraries corresponding to the variable heavy (VH) and light κ 

(Vκ) chain repertoires of IgG and IgA isotypes. 

Amplification of the rearranged variable regions successfully recovered all major 

human immunoglobulin families. Twelve distinct PCR reactions were performed for VH 

amplification, six from IgG- and six from IgA-derived cDNA, yielding products of 

approximately 550 bp, consistent with the expected size of VH fragments (Fig. 1A,B). 

Similarly, sixteen reactions targeting κ light-chain families (Vκ1–Vκ5) generated 

fragments of ~450 bp (Fig. 1C). 

All amplified products exhibited specific bands, confirming efficient coverage of 

the VH and Vκ repertoires within the MBC-derived pool. The differential amplification 

intensities observed among families were consistent with their variable abundance in the 

human antibody repertoire. These results validated the successful recovery of diverse VH 

and Vκ sequences suitable for subsequent assembly into single-chain variable fragments 

(scFv) for library construction. 

PCR-amplified VH and Vκ products from all immunoglobulin families were 

pooled into two separate mixes and used in equimolar amounts as templates for overlap 

extension PCR to assemble single-chain variable fragments (scFv: VL-linker-VH). The 

primers used in the first amplification introduced short complementary sequences at the 

3′ end of Vκ and 5′ end of VH, enabling seamless joining of both fragments into a 

continuous scFv gene. 

Agarose gel electrophoresis confirmed the generation of a distinct band of 

approximately 850 bp, corresponding to the expected size of the assembled scFv (Fig. 

1D). The scFv bands were excised and purified, yielding clean products suitable for 

downstream cloning (Fig. 1E). 

Purified scFv fragments (~850 bp) were digested with Sfi I and ligated into the 

pComb3XSS phagemid vector pre-digested with the same enzyme. Small-scale test 

ligations were performed to assess transformation efficiency and library complexity. The 

optimized large-scale ligation and electroporation into E. coli XL1-Blue cells yielded 
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approximately 7.8 × 10⁶ independent transformants, confirming successful generation of 

a diverse human memory B cell–derived scFv library. 

 

Figure 1. Amplification of variable immunoglobulin regions from memory B-cell cDNA. ~550 bp VH 

regions amplified from IgG (A) and IgA (B) derived cDNA. (C) ~450 bp κ light-chain (Vκ) families 1–5. 

1, 5, 9, and 13: Vκ1 family; 2, 6, 10, and 14: Vκ2 and Vκ4 families; 3, 7, 11, and 15: Vκ3 family; wells 4, 
8, 12, and 16: Vκ5 family. (D) Overlap extension PCR showing the ~850 bp scFv product. (E) Purified 

scFv fragment after agarose gel extraction. M, molecular-weight marker. 

 

Selection of the scFv Phage Display Library Against the Orthoflavivirus Fusion Loop 

Phage particles displaying scFv-pIII fusion proteins were rescued using the M13 

helper phage, generating a recombinant phage library subsequently used for biopanning 

against a orthoflavivirus-derived antigen. The selection target consisted of a biotinylated 

synthetic peptide mimicking the fusion loop region of the ZIKV E protein, a highly 

conserved and functionally critical epitope shared among orthoflaviviruses (França et al., 

2022). 

Three rounds of panning were performed, progressively increasing washing 

stringency (5, 10, and 15 washes, respectively). Two parallel selection schemes were 

conducted: adsorbed-antigen selection, in which bound phages were directly eluted from 

biotinylated peptide-coated streptavidin-agarose beads, and competitive selection, using 

a 10-fold molar excess of the non-biotinylated peptide to competitively elute phages 

displaying higher-affinity binders. 

Phage titration across selection rounds reflected the impact of increasing 

stringency on library complexity rather than a simple increase in absolute output titers. 
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For the adsorbed-antigen system, absolute output titers decreased from 5.8 × 10⁷ to 3.4 × 

10⁶ PFU across three rounds; however, the input/output ratio improved by ~2 logs from 

4.1 × 10⁵ in round 1 to 1.8 × 10³ in round 2, indicating efficient enrichment of fusion 

loop–binding phage clones (Table 1). A similar pattern was observed in the competitive 

selection, with output titers decreasing from 4 × 10⁷ to 1.6 × 10⁶ PFU, while the 

input/output ratio dropped from 6 × 10⁵ to 1.6 × 10³ between rounds 1 and 2 (Table 2). 

The subsequent slight reduction in enrichment in round 3 likely reflects amplification 

constraints, and the titers obtained were sufficient to enable downstream monoclonal 

screening and NGS analyses. 

 

Table 1. Phage titration during biopanning against the adsorbed fusion loop peptide. 

Selection Cycle 

Input (PFU) Output (PFU) Input/Output (PFU 

1 2.4 x 1013 5.84 x 107 4.1 x 105 

2 2.06 x 1010 1.15 x 107 1.79 x 103 

3 1.37 x 1011 3.37 x 106 4 x 104 

 

 

Table 2. Phage titration during biopanning with competitive elution. 

Selection Cycle 
Input (PFU) Output (PFU) Input/Output (PFU) 

1 2.4 x 1013 4 x 107 6 x 105 

2 2.46 x 1010 1.52 x 107 1.62 x 103 

3 5.6 x 1010 1.62 x 106 3.46 x 104 

 

Next-Generation Sequencing Analysis of the scFv Phage Library Before and After 

Selection 

To assess repertoire enrichment throughout the phage display selection process, 

the variable heavy (VH) and light (VL) chain domains of the scFv library were amplified 

from plasmid DNA obtained both before selection and after the third biopanning round 

(Supplementary Fig. S1). Amplicons were sequenced on the Illumina MiSeq platform (2 

× 300 bp paired-end reads, ~1 × 10⁶ reads per sample). 

Sequencing data were analyzed using ATTILA, an bioinformatic pipeline 

developed for antibody repertoire profiling (Maranhão et al., 2020). The software 

annotated framework and complementarity-determining regions (CDRs), assigned 

germline gene usage, and calculated the fold-change enrichment of individual VH and 

VL sequences between the initial (cycle 0) and final (cycle 3) phage populations. 
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A pronounced reduction in repertoire diversity was observed after selection, 

together with strong enrichment of dominant clones (Supplementary Tables S2–S5). The 

VH2-5 gene family accounted for the majority of the most enriched heavy chains, 

followed by VH4-34, while the light-chain repertoires were dominated by Vκ2 and Vκ1 

families (Fig. 2A–B). Seven VH CDR3 sequences were shared between the adsorbed and 

competitive selections, suggesting convergent selection toward similar structural motifs 

within the fusion loop epitope. In contrast, no overlap was observed among the top-

enriched VLs, consistent with greater diversity in light-chain pairing. 

The competitive selection produced higher fold-change values for both VH and 

VL clones compared with the adsorbed selection, indicating stronger selection pressure 

for high-affinity binders capable of recognizing soluble antigen (Fig. 2C). Collectively, 

these results demonstrate that the phage display strategy efficiently refined the human 

memory B-cell repertoire, enriching for fusion loop-reactive antibodies with potential 

cross-neutralizing activity against multiple orthoflaviviruses. Supplementary Figure S1 

shows the PCR amplification of VH and VL fragments prior to NGS, and Supplementary 

Tables S2–S5 list the 15 most enriched sequences per chain and selection condition. 

 

 

Figure 2. Germline family distribution and enrichment of antibody variable domains after phage 

display selection. (A) Frequency of VH germline families among the top-15 enriched heavy-chain 

sequences after adsorbed and competitive selections. (B) Frequency of VL germline families among the 

top-15 enriched light-chain sequences for each selection. (C) Comparison of fold-change values of VH and 

VL domains obtained from the adsorbed antigen (AAS) and competitive (CS) selections. 
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Selection of VH and VL Domains for Recombinant Antibody Design and Expression 

Based on the NGS enrichment profiles, five antibody candidates were designed 

by combining the most enriched VH and VL domains identified after phage display 

selection. The selection criteria included (i) high fold-change enrichment across 

biopanning rounds, (ii) recurrence of identical or homologous CDR3 motifs in both 

selection strategies (adsorbed and competitive), and (iii) representation of distinct VH 

and VL germline families to preserve diversity among the constructs. 

The selected VH and VL domains were paired to generate five recombinant 

antibodies, designed for expression in both FvFc and IgG1 formats for comparative 

functional evaluation. A schematic representation of the VH–VL pairings used for 

antibody design and the complete sequence information are provided in Supplementary 

Figures S2–S3. 

Recombinant antibodies were transiently expressed in mammalian cells using the 

Expi293™ system. Among the designed constructs, three antibodies yielded detectable 

expression levels suitable for downstream characterization: FH4 FvFc, FH4 IgG, and FH2 

IgG. All expressed antibodies were purified by Protein A affinity chromatography, with 

chromatographic profiles and Coomassie-stained SDS-PAGE gels confirming recovery 

of the expected antibody species (Fig. 3). 

Notably, expression yields varied markedly among constructs. FH2 IgG exhibited 

the highest production levels, followed by FH4 IgG, whereas FH4 FvFc was expressed at 

very low concentrations and showed evidence of partial degradation in SDS-PAGE and 

Western blot analyses. Due to the limited recovery and reduced integrity of FH4 FvFc, 

this construct was only evaluated in antigen-binding assays (ELISA), while neutralization 

analyses were performed using the two IgG1 antibodies. 
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Figure 3. Expression and purification of recombinant anti-orthoflavivirus antibodies. (A) Protein A 

affinity purification chromatogram of FH2 IgG (A), FH4 IgG (B), and FH4 FvFc. (D) SDS-PAGE and 

Western blot analyses of purified antibodies expressed in Expi293 cells. Purified IgGs displayed the 

expected molecular weights for heavy (~50 kDa) and light (~25 kDa) chains, whereas the FH4 FvFc 

construct showed lower yield and evidence of partial degradation. 

 

Antigen-binding profiles of recombinant antibodies against orthoflaviviruses 

The binding activity of the recombinant antibodies to ZIKV and DENV serotypes 

1–4 was assessed by ELISA using inactivated virions as antigens. Both FH2 IgG and FH4 

IgG displayed strong and dose-dependent binding to all tested orthoflaviviruses, 

confirming recognition of a conserved epitope within the fusion loop region of the viral 

E protein (Fig. 4A–E). 

The apparent binding affinities, determined from EC₅₀ values, revealed distinct 

binding patterns between the two antibodies. FH4 IgG exhibited the strongest binding 

overall, particularly against DENV-1 (39.6 nM), DENV-3 (23.3 nM), and DENV-4 (96.3 

nM), whereas FH2 IgG showed higher affinity for ZIKV (286.4 nM) and DENV-4 (30.9 

nM) (Table 3). These differences suggest that both antibodies target the conserved fusion 

loop region but may rely on partially distinct structural determinants within this epitope, 

likely reflecting subtle conformational or sequence variations among orthoflavivirus 

serotypes. 

In contrast, the FH4 FvFc construct showed weak and incomplete binding curves, 

yielding non-convergent EC₅₀ estimates (>10¹⁰ nM). This poor performance is consistent 

with the low expression yield and partial degradation observed during purification, 

indicating that structural instability rather than loss of epitope recognition likely impaired 

antigen binding. 
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Figure 4. Binding of recombinant antibodies to inactivated orthoflaviviruses measured by indirect 

ELISA. Serial 3-fold dilutions of antibodies (starting from 1000 nM) were tested for binding to UV-

inactivated DENV-1 (A), DENV-2 (B), DENV-3 (C), DENV-4 (D), and ZIKV (E). Rituximab was used as 

an isotype control. Data represent mean ± SD of at least two independent experiments performed in 

triplicate. Absorbance values at 405 nm are plotted against antibody concentration (nM). Apparent EC₅₀ 

values were determined by nonlinear regression in GraphPad Prism (Table 3). 

 

Table 3. Apparent EC₅₀ values (nM) for binding of recombinant antibodies to ZIKV and DENV 

serotypes determined by ELISA. 

Antibody ZIKV DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 

FH2 IgG 286.4 2534 493.6 113.4 30.85 

FH4 IgG 385.1 39.6 268.0 23.3 96.3 

FH4 FvFc ND ND ND ND ND 

ND - Non-determinable (binding curves did not reach saturation; EC₅₀ > 10¹⁰ nM) 

 

 

Comparative Neutralization Analysis 

Neutralization assays confirmed that both FH2 and FH4 IgG antibodies 

effectively inhibit ZIKV infection in a concentration-dependent manner, consistent with 

their binding profiles observed in ELISA (Fig. 4A–B). FH2 IgG displayed the strongest 

neutralizing activity, achieving nearly complete inhibition (> 95%) at 7 µM, whereas FH4 

IgG reached approximately 84% under the same conditions. Despite the slightly lower 
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potency of FH4 IgG, both antibodies maintained > 70% neutralization at micromolar 

concentrations, confirming robust antiviral activity.  

Cross-neutralization analysis revealed that FH2 IgG also inhibited DENV-2, 

reaching 78% neutralization at 2.16 µM, although with apparently lower potency than 

against ZIKV (Fig. 4C). However, because the maximum concentration tested for DENV-

2 was lower than that used in the ZIKV assay, this difference likely reflects the limited 

concentration range, rather than a true reduction in neutralizing capacity. Indeed, when 

compared to the equivalent ZIKV concentration (2.33 µM), neutralization levels were 

comparable, suggesting that higher antibody concentrations could further enhance 

DENV-2 inhibition. 

Together, these results demonstrate that antibodies derived from fusion-loop-

directed phage display selection can effectively neutralize ZIKV and, to a lesser extent, 

DENV-2, supporting the potential of this strategy for isolating broadly reactive human 

anti-orthoflavivirus antibodies. 

 

Figure 5. Neutralization activity of recombinant anti-orthoflavivirus antibodies. (A) ZIKV 

neutralization by FH2 IgG. (B) DENV-2 neutralization by FH2 IgG. (C) ZIKV neutralization by FH4 IgG. 

Neutralization percentages were determined by plaque reduction assays using different antibody 

concentrations. Bars represent mean ± SD of two independent experiments performed in triplicate. 

Statistical significance was assessed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (*p < 0.05; 

**p < 0.01). 

 

Discussion 

Over the past few decades, the pharmaceutical landscape has undergone a 

significant shift with the growing use of biologics, particularly monoclonal antibodies 

(mAbs). Their combination of high antigen specificity and effector functions has 

expanded the range of immunotherapeutic possibilities. In this context, we aimed to 

generate a human antibody library derived from memory B cells (MBCs) of individuals 
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previously exposed to orthoflaviviruses and to select antibodies targeting a conserved 

region within the viral envelope protein. This strategy was designed to identify human 

mAbs with potential cross-neutralizing activity, underscoring how antigen selection and 

library origin influence antibody discovery. 

Immune libraries derived from antigen-experienced donors offer significant 

advantages over naïve or synthetic libraries because their repertoires are already shaped 

by affinity maturation and somatic hypermutation. As a result, immune libraries often 

yield antibodies of higher specificity and affinity toward the target antigen (Ditzel, 2009). 

Nonetheless, the number of circulating antigen-specific memory B cells is low, typically 

around 1–2% of total peripheral B cells (Morbach et al., 2010), which may restrict the 

diversity of such libraries. To enhance the representation of antigen-specific clones, we 

adopted a previously validated protocol (Silva et al., 2025) in which PBMCs from 

convalescent ZIKV- or DENV-infected individuals were stimulated in vitro with IL-2, a 

TLR7/8 agonist (R848), and UV-inactivated ZIKV antigen. This approach significantly 

increased the proportion of viable MBCs and the production of ZIKV-specific IgG in 

culture supernatants, confirming the expansion of antigen-experienced B cells before 

library construction. The resulting scFv library thus represents a focused yet naturally 

diversified repertoire, capturing the outcome of prior immune exposure while maintaining 

polyclonality. 

To maximize immunoglobulin gene diversity, we amplified VH segments from 

both IgG and IgA isotypes, as recent studies have shown that IgA antibodies can also 

contribute to orthoflavivirus neutralization (Waickman et al., 2020). Amplified genes 

from human VH families (VH1–VH5) and Vκ families (Vκ1–Vκ5) were assembled into 

scFv fragments and cloned into the pComb3XSS phagemid vector, generating a library 

of 7.8 × 10⁶ transformants. Although smaller than large naïve libraries (10⁹–10¹⁰), this 

size is consistent with high-quality immune libraries derived from antigen-specific 

repertoires (Dantas-Barbosa et al., 2005; Bertoglio et al., 2021). Given the restricted 

frequency of circulating memory B cells, the generated library represents an authentic 

reflection of the human immune response to natural infection. 

The choice of antigen is a key determinant of successful antibody discovery. 

Selection was performed using a peptide mimetic of the orthoflavivirus fusion loop (FL), 

a highly conserved motif in domain II of the envelope (E) protein (França et al., 2022). 

The FL mediates low-pH–triggered conformational rearrangements essential for 

membrane fusion (Heinz and Stiasny, 2017; Zhang et al., 2017). Previous studies showed 
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that anti-FL antibodies can block the membrane fusion process or interfere with virion 

maturation (Volkova et al., 1999; Oliphant et al., 2006). However, the fusion loop is often 

partially buried in the mature virion. To address this, we used a structurally constrained 

peptide mimetic stabilized by a disulfide bridge linking the FL to an adjacent segment of 

domain II (França et al., 2022), designed to preserve native conformation and enrich for 

antibodies recognizing authentic structural features. 

Two complementary biopanning strategies were employed: one using antigen 

adsorbed onto streptavidin-agarose beads and another using competitive elution with 

excess soluble, non-biotinylated antigen. The latter approach yielded greater enrichment 

of VH and VL sequences, indicating the selection of higher-affinity binders (Barbas et 

al., 2001). Next-generation sequencing (NGS) revealed strong fold-change enrichment, 

particularly among VL domains (up to 2300-fold), suggesting asymmetric selection 

pressure and the preferential recovery of specific germline families (VH2-5 and VH4-

34), consistent with previous findings (Cook and Tomlinson, 1995; Kohsaka et al., 1996). 

The absence of overlap in top VL CDR3 sequences between strategies suggests multiple 

structural solutions for recognizing this conserved but partially cryptic epitope. 

One inherent limitation of scFv-based library sequencing is the loss of the VH–

VL pairing information. Here, we prioritized VH–VL combinations that displayed strong 

enrichment in both strategies and represented distinct germline families, leading to the 

design of five recombinant antibodies expressed in FvFc and IgG1 formats. The FvFc 

configuration was chosen to explore potential advantages of a smaller bivalent construct 

with a silenced Fc (LALA mutation), thereby avoiding further antibody-dependent 

enhancement (ADE) (Schlothauer et al., 2016). 

Although not all constructs were expressed efficiently, two IgG1 antibodies (FH2 

and FH4) were successfully produced. The FvFc version of FH4 exhibited degradation 

and poor recovery, explaining its reduced ELISA signal compared to the IgG form. 

Expression bottlenecks in other constructs indicate suboptimal folding and codon 

optimization for scFv-derived antibodies (Wurm, 2004; Maranhão et al., 2015; Bujak et 

al., 2014). 

Although selection was performed using a peptide, FH2 and FH4 IgGs bound 

strongly and dose-dependently to UV-inactivated ZIKV and all four DENV serotypes, 

indicating recognition of the epitope in its native quaternary context. The apparent EC₅₀ 

values revealed complementary binding patterns: FH4 IgG bound more strongly to 

DENV-1 (39.6 nM), DENV-3 (23.3 nM), and DENV-4 (96.3 nM), while FH2 IgG 
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showed enhanced affinity for ZIKV (286.4 nM) and DENV-4 (30.9 nM). These 

differences may suggest that both antibodies target overlapping but non-identical 

determinants within the fusion loop, shaped by serotype-specific conformational 

variations. The EC50 values observed are within the same order of magnitude as those 

reported for other fusion loop–directed antibodies. For example, the murine IgG E60, 

known for cross-neutralizing WNV and DENV, exhibited EC₅₀ values ranging from 17 

to 612 ng/mL depending on virus and assay conditions (Pierson et al., 2006), which 

corresponds to approximately 113 to 4080 nM when assuming a molecular weight of 150 

kDa for IgGs. Similarly, the human IgG 1C19, which binds a region adjacent to the fusion 

loop, showed EC₅₀ values of ≤60 ng/mL (Smith et al., 2013), approximately ≤400 nM.  

Neutralization assays confirmed that both antibodies effectively inhibit ZIKV 

infection in a concentration-dependent manner. FH2 IgG achieved >95% inhibition at 7 

µM, whereas FH4 reached ~84% under the same conditions. Although only FH2 was 

tested against DENV-2, it reached ~78% neutralization at 2.16 µM. Given that this 

concentration was below the top dose used for ZIKV (7 µM), FH2 might achieve similar 

inhibition at higher doses. Interestingly, FH4 bound DENV-2 more strongly than FH2, 

suggesting potentially greater neutralizing capacity.  

Dowd et al. (2011) demonstrated that the structural dynamics (“breathing”) of 

orthoflavivirus particles can transiently expose otherwise inaccessible epitopes, including 

the fusion loop. This dynamic exposure enables antibodies to achieve neutralization even 

when targeting partially buried epitopes. Thus, differences in neutralization potency 

between FH2 and FH4 may reflect not only intrinsic affinity but also time-dependent 

epitope exposure and binding stoichiometry. 

Despite being traditionally regarded as a suboptimal or ADE-associated target 

(Dowd et al., 2015; Oliphant et al., 2006; Kotaki et al., 2021), our findings reinforce the 

potential of the orthoflavivirus fusion loop as a neutralizing epitope. Multiple studies also 

support this notion. Costin et al. (2013) identified human mAbs (4.8A, D11C, 1.6D) that 

neutralized all four DENV serotypes by binding residues W101, L107, and G109 within 

the fusion loop, blocking viral fusion rather than attachment. Similarly, Deng et al. (2011) 

described the broadly cross-reactive mAb 2A10G6, which recognizes the conserved 

98DRXW101 motif and neutralizes DENV 1–4, YFV, and WNV, protecting mice from 

lethal infection. Sultana et al. (2009) identified a human mAb (mAb11) against the West 

Nile virus fusion loop that also cross-reacted with all four DENV serotypes and conferred 

protection against lethal infection in mice. Consistent with these results, Fan et al. (2024) 
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demonstrated that mutations in the Japanese encephalitis virus fusion loop (W101G, 

G106K, L107D) drastically reduced neutralizing titers and survival in mice, confirming 

the functional importance of this region. 

Previous structural studies provide further context. Oliphant et al. (2006) showed 

that antibodies recognizing domains I–II, including the fusion loop, can neutralize by 

blocking fusion, while Cherrier et al. (2009) demonstrated that the exposure of the loop 

varies between mature and immature virions, influencing accessibility. These structural 

dynamics likely account for the distinct binding and neutralization profiles observed for 

FH2 and FH4. 

The use of memory B-cell–derived libraries likely contributed to the isolation of 

antibodies with broad cross-orthoflavivirus reactivity. Secondary DENV infection 

preferentially expands cross-reactive B-cell clones capable of recognizing conserved 

epitopes (Mathew et al., 2011; Zompi et al., 2012). In our system, memory B cells were 

re-stimulated with inactivated ZIKV prior to library construction, mimicking secondary 

exposure and promoting the expansion of cross-reactive clones targeting conserved 

epitopes such as the fusion loop. Consistent with this, Chaudhury et al. (2017) showed 

that secondary DENV infections elicit a focused recall of memory B cells targeting 

conserved epitopes, including the fusion loop and E-dimer interface.  

A previous study from our group (França et al., 2022) demonstrated that 

antibodies selected from a naïve human library using the same fusion loop peptide 

exhibited strong cross-reactivity among orthoflaviviruses and effectively neutralized 

ZIKV. Here, we confirmed that this cross-reactivity can translate into cross-

neutralization, demonstrating that the fusion loop can elicit functionally protective 

antibodies. Although the best clone from the naïve library (AZ1p, EC₅₀ = 14.7 nM for 

ZIKV) displayed higher affinity for ZIKV, the IgG antibodies generated here showed 

comparable or superior binding to DENV serotypes (EC₅₀ = 23–268 nM). In the previous 

work, scFv clones exhibited cross-reactivity to DENV (EC₅₀ = 545–1094 nM), whereas 

FH2 and FH4 demonstrated markedly improved affinities across all four serotypes. This 

suggests that the memory B cell–derived library may have favored the recovery of 

affinity-matured antibodies capable of accommodating subtle structural variations within 

the fusion loop among different orthoflaviviruses. Importantly, despite their larger 

molecular size, the IgG antibodies achieved binding and neutralization efficiencies 

comparable to those of the scFv fragments, indicating that the fusion loop remains 

accessible even to full-length antibodies. Nevertheless, smaller derivatives such as FvFc 
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could potentially further improve epitope accessibility and enhance neutralization 

potency. 

Given that fusion loop–directed antibodies have been implicated in ADE, future 

therapeutic applications should carefully assess Fc-mediated effector functions. One 

strategy is to develop Fc-silenced variants (e.g., LALA mutants), which retain binding 

and neutralization capacity while preventing FcγR engagement. Testing both wild-type 

and Fc-silenced versions of FH2 and FH4 will be essential to determine their protective 

potential. Notably, Vogt et al. (2011) showed that fusion loop–specific antibodies against 

West Nile virus, although weakly neutralizing in vitro, provided protection in vivo via 

FcγR- and complement-dependent mechanisms. These findings emphasize that Fc 

engineering can optimize the balance between efficacy and safety for fusion loop–

targeting therapeutics. 

Together, we showed that using Phage Display with a memory B cell–derived 

library with and a fusion loop antigen engineered to preserve key structural features, we 

were able to generate fully human IgG antibodies capable of cross-binding and 

neutralizing orthoflaviviruses. The differential reactivity of FH2 and FH4 underscores the 

structural and functional versatility of the fusion loop epitope, highlighting its potential 

as a target for broad-spectrum antiviral strategies. Overall, the antibodies identified here 

represent promising starting points for further evaluation, including testing against 

additional orthoflaviviruses, in vivo assessment of protective activity, and exploration of 

alternative formats such as Fc-engineered variants or scFv-Fc fusions. 

 

Materials and Methods 

Construction of a Human scFv Phage Display Library from the Memory B Cell 

Repertoire of Orthoflavivirus-Exposed Individuals (Adapted from Andris-Widhopf et al., 

2000) 

A human single-chain variable fragment (scFv) antibody library was generated 

from the memory B cell (MBC) repertoire of individuals who had been previously 

exposed to orthoflaviviruses. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from donors 

with confirmed IgG seropositivity for Zika virus (ZIKV) or both ZIKV and dengue virus 

(DENV) were used as the source of B cells (Silva et al., 2025). Human PBMC samples 

were obtained from orthoflavivirus-exposed donors under informed consent. The study 



76 

 

was conducted in accordance with the guidelines of the Research Ethics Committee of 

the Pontifical Catholic University of Goiás (CAAE reference no. 

57.696.716.9.0000.0037), and all participants provided written informed consent. 

Peripheral blood samples were collected from male and female individuals, with gender 

defined by self-report. Blood collection and cell culture procedures were performed 

approximately two years after the diagnosis of the acute phase of ZIKV infection. During 

the acute phase, viral RNA detection in blood and urine samples was carried out by RT-

qPCR using the BioGene Zika Virus PCR Kit (Bioclin®, Cat. #K203). Following blood 

collection, serological testing for ZIKV and DENV (IgM and IgG) was performed using 

the TR DPP® Zika/Dengue IgM/IgG immunochromatographic assay (Bio-Manguinhos, 

Rio de Janeiro, Brazil), ensuring the serological characterization of the individuals 

included in the study. MBCs were expanded in vitro with IL-2 and the TLR7/8 agonist 

R848, followed by stimulation with ZIKV antigen to enrich orthoflavivirus-specific 

clones. Flow cytometry analysis confirmed a marked increase in viable MBCs (up to 

33%) after stimulation, and ELISA of culture supernatants revealed predominant 

production of ZIKV-specific IgG antibodies. Samples from eight donors were selected 

for library construction. 

Total RNA extracted from purified orthoflavivirus-specific MBCs was used for 

cDNA synthesis targeting the variable domains of immunoglobulin heavy (VH, IgG and 

IgA) and light (Vκ) chains using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems). Variable domains were amplified by PCR with family-specific 

primers using the QuantiNova™ RT-PCR Kit (Qiagen). Purified VH and Vκ products 

were assembled into scFv fragments (~850 bp) by overlap extension PCR. The resulting 

scFv inserts were digested with SfiI and cloned into the pComb3XSS phagemid vector, 

which enables display of scFvs as pIII fusion proteins on M13 phage particles, via T4 

DNA ligase. Ligation mixtures were electroporated into E. coli XL1-Blue competent 

cells, and transformed bacteria were infected with helper phage VCSM13 to generate the 

human scFv phage display library. The library was amplified in SB medium under 

antibiotic selection and analyzed by colony PCR and phage titration to estimate its 

diversity and size. 
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Selection of the scFv Library Against a Mimetic Peptide of the Orthoflavivirus Fusion 

Loop (Adapted from Rader et al., 2000) 

Phage-displayed scFv libraries were subjected to three rounds of biopanning 

against a biotinylated mimetic peptide of the orthoflavivirus fusion loop region previously 

designed by our group (França et al., 2022). Phage particles were precipitated from 

overnight culture supernatants with 6 g of NaCl and 8 g of PEG 8000 per 100 mL, 

incubated on ice for 30 min, and pelleted by centrifugation at 15,000 × g for 15 min at 4 

°C. The resulting phage pellets were resuspended in TBS containing 1% BSA, generating 

the input phage pool for selection. 

For target coating, streptavidin-conjugated agarose beads (1 mg/mL; Sigma-

Aldrich) were incubated with 10 µM of the biotinylated ZIKV fusion loop peptide in TBS 

containing 3% BSA for 1 h at room temperature. After washing, 100 µL of input phage 

were added to the peptide-coated beads and incubated for 1 h at room temperature with 

gentle agitation. Unbound phages were removed by successive washes with TBST (TBS 

+ 0.1% Tween-20) — 5, 10, and 15 washes for the first, second, and third selection 

rounds, respectively. 

Bound phages were eluted competitively with 100 µM of the non-biotinylated 

fusion loop peptide, incubated for 15 min under agitation, and recovered by 

centrifugation. Both the competitively eluted fraction and the bead-bound fraction were 

used as independent inputs for subsequent amplification steps. 

E. coli XL1-Blue cultures (OD₆₀₀ ≈ 1.0) grown in SB medium containing 1% 

glucose and 10 µg/mL tetracycline were infected with phages from each selection 

pathway (competitive and adsorptive). After 15 min at room temperature, infected cells 

were cultured in SB medium supplemented with carbenicillin (50 µg/mL), tetracycline 

(10 µg/mL), and 1% glucose, and superinfected with helper phage VCSM13 (10¹² 

pfu/mL). Cultures were incubated at 37 °C, 250 rpm for 1.5 h, followed by the addition 

of kanamycin (final 70 µg/mL) and overnight incubation at 37 °C, 300 rpm. 

Phage particles were harvested and used as input for the next biopanning cycle, 

totaling three consecutive rounds of selection. Input and output titers were determined by 

plating serial dilutions on E. coli XL1-Blue MRF′. 
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Plasmid DNA Extraction and Amplification of Variable Domains 

Plasmid DNA from the recombinant scFv library, collected both before selection 

(midiprep) and after the final biopanning round (miniprep), was extracted using the 

QIAprep Spin Midiprep Kit and QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), following the 

manufacturer’s protocols. Purified DNA was resuspended in nuclease-free water and 

verified by agarose gel electrophoresis. 

The variable heavy (VH) and light (VL) chain domains were amplified separately 

by PCR using specific primer sets (listed in Supplementary Table S2). Reactions were 

performed with the QuantiNova™ Probe RT-PCR Kit (Qiagen) according to the 

manufacturer’s instructions, with 20 ng of template DNA, 0.6 µM of each primer, and 1× 

PCR Master Mix. The thermocycling profile was as follows: 95 °C for 5 min, followed 

by 30 cycles of 95 °C for 30 s, 65 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, and a final extension 

at 72 °C for 5 min. Amplified products were resolved on 1.5% agarose gels and purified 

using the Agarose Gel Extraction Kit (Cellco). 

Next-Generation Sequencing and Bioinformatic Analysis 

The variable heavy (VH) and light (VL) chain domains from both the pre-selection 

scFv library and the final round of selected phage populations were subjected to next-

generation sequencing (NGS). Sequencing was performed by Macrogen Inc. (Seoul, 

South Korea) using the Illumina MiSeq platform, with 2 × 250 bp paired-end reads and a 

depth of approximately 1 million reads per sample. 

Raw sequence data were processed and analyzed using ATTILA, an in-house 

bioinformatic pipeline for immunoglobulin repertoire analysis (Maranhão et al., 2020). 

The software identifies CDR and framework regions, assigns germline gene usage, and 

calculates the enrichment frequency of each variable domain across selection rounds. 

Fold-change values were determined by comparing the relative abundance of each 

sequence between the final biopanning output and the original library, to identify enriched 

clones and monitor selection dynamics across biopanning rounds. 

 

Expression and Purification of Recombinant Anti-Orthoflavivirus Antibodies 

Based on the NGS analysis, the most enriched VH and VL sequences were 

selected and codon-optimized for mammalian expression using the GenSmart™ Codon 
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Optimization platform (GenScript), with codon usage adapted to HEK293 and CHO cells. 

Optimized genes were synthesized and cloned into the pMIW vector for FvFc constructs 

and into pcDNA3.4 vectors for full-length IgG1 and Igκ expression. 

Recombinant antibodies were produced by transient transfection of Expi293F™ 

cells (Thermo Fisher Scientific) using the Expi293™ Expression System and 

ExpiFectamine™ 293 Transfection Kit, following the manufacturer’s protocol. Cells 

were cultured in Expi293™ Expression Medium at 37 °C, 8% CO₂, and 125 rpm 

agitation. Supernatants were harvested 6 days post-transfection, clarified by 

centrifugation, and filtered through 0.22 μm membranes. 

Purification of FvFc and IgG antibodies was performed by Protein A affinity 

chromatography using an ÄKTA Pure system (Cytiva) equipped with a HiTrap Protein A 

HP 5 mL column (Cytiva). Antibodies were eluted with 0.1 M citric acid, pH 3.0, and 

immediately neutralized with 1 M Tris-HCl, pH 9.0. Elution fractions were analyzed by 

SDS-PAGE under denaturing conditions to confirm purity and integrity. 

Protein integrity was assessed by SDS-PAGE under reducing conditions and 

visualized by Coomassie blue or silver staining, and analyzed by Western blotting, with 

detection using a goat anti-human Fc antibody followed by development with NBT/BCIP 

substrate (Thermo Fisher Scientific). 

 

ELISA Binding Assay Against Inactivated ZIKV and DENV1–4 

The binding of recombinant antibodies to UV-inactivated ZIKV (H/PF/2013 

strain) and all four DENV serotypes, DENV-1 (Hawaii strain), DENV-2 (N. Guinea C 

strain), DENV-3 (H 87 strain), and DENV-4 (BC 295/97 strain) was assessed by indirect 

ELISA. Viral antigens (200 PFU/well, UV-inactivated for 1 h) were immobilized 

overnight at 4 °C on high-binding 96-well polystyrene plates (Thermo Fisher Scientific). 

Plates were blocked with 3% BSA in PBST for 2 h at 37 °C and incubated with 

recombinant antibodies in serial 3-fold dilutions (starting from 1000 nM). 

Binding was detected using a goat anti-human Fc–alkaline phosphatase (AP) 

conjugate (Sigma-Aldrich), followed by incubation with p-nitrophenyl phosphate (pNPP) 

substrate prepared in alkaline phosphatase buffer (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 

mM MgCl₂, pH 9.5). Absorbance was measured at 405 nm using a SpectraMax M2e plate 

reader (Molecular Devices). Rituximab, an unrelated human monoclonal antibody, was 

included as a negative control. All experiments were performed in triplicate and repeated 
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at least twice. Data were analyzed by nonlinear regression using GraphPad Prism, with 

results expressed as mean ± SD. 

 

Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT) Against ZIKV and DENV-2 

The neutralizing activity of recombinant antibodies was evaluated by plaque 

reduction neutralization test (PRNT) using Zika virus (ZIKV) and Dengue virus serotype 

2 (DENV-2) in Vero cells (ATCC® CCL-81™). Cells were cultured in MEM 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% Antibiotic Antimycotic 

Solution (Sigma Aldrich), and seeded in 24-well plates to reach full confluence after 24h. 

Serial 3-fold dilutions of antibodies starting at 7 uM were mixed 1:1 (v/v) with 

viral suspensions containing approximately 50–100 PFU per well and incubated for 1 h 

at 37 °C to allow antibody–virus interaction. The mixtures were then applied to Vero cell 

monolayers and incubated for 1 h at 37 °C to permit viral adsorption. Subsequently, cells 

were overlaid with MEM containing 1.5% carboxymethylcellulose and incubated until 

plaque formation (4 days for ZIKV and 7 days for DENV-2). 

After fixation with 4% formaldehyde, monolayers were stained with 1% crystal 

violet, and plaques were counted manually. The percentage of plaque reduction (PRNT%) 

was calculated relative to virus-only controls as follows: Inhibition percentage = 100 × 

[1- (plaque number incubated with mAb/plaque number without mAb)]. The 

neutralization titer (PRNT₅₀) was determined by nonlinear regression analysis using 

GraphPad Prism. All experiments were performed in triplicate and repeated at least twice. 

Rituximab and an anti-SARS-CoV-2 scFv were included as negative controls to confirm 

assay specificity. 
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Supplementary Material 

Figures 

Supplementary Figure S1. Amplification of VH and VL domains of scFvs for sequencing analysis. Plasmid 

DNA (pComb3XSS-scFv) from the library before selection and after the final round of biopanning was 

used as a template for amplification of antibody VH and VL domains, aimed at sequencing and 
identification of the most enriched variable regions. Wells 1–4: VH; wells 5–8: VL; wells 9–10: scFv. M 

corresponds to the 1 kb Plus DNA ladder marker. 
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Supplementary Table S2. Heavy-chain variable (VH) domains most enriched during selection with 

adsorbed antigen. List of the 15 VH sequences most enriched throughout the selection process using 

adsorbed antigen. The Fold-Change value represents the number of times a given sequence increased in 

frequency from selection round 0 to round 3. The immunoglobulin gene family to which each VH sequence 

belongs, as well as the corresponding CDR3 amino acid sequence, are shown. 

 

Sequence Fold-Change Family CDR3 

VHA1 60.28 VH2-5 ILGYSYSTAWYDW 

VHA2 59.48 VH2-5 RVYYDDVFDI 

VHA3 57.10 VH2-5 RDTIRYTFAF 

VHA4 53.14 VH2-5 SEQRLLWGFDF 

VHA5 53.14 VH2-5 RRADAFDI 

VHA6 51.55 VH2-5 RYSSSSGEVY 

VHA7 47.59 VH4-34 MEGFGELQNWYFDL 

VHA8 46.00 VH3-7 SSGFYLGEY 

VHA9 46.00 VH4-34 QVYFGDGMDV 

VHA10 46.00 VH2-5 SAVVRRYAFHV 

VHA11 45.21 VH1-46 RCGRDCYG 

VHA12 45.21 VH4-34 VRFLYFES 

VHA13 44.41 VH3-30 VDEY 

VHA14 44.41 VH4-31 GDYYGRADF 

VHA15 43.62 VH2-5 TNSNGDGMDL 
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Supplementary Table S3. Heavy-chain variable (VH) domains most enriched during competitive 

selection. List of the 15 VH sequences most enriched throughout the competitive selection process. The 

Fold-Change value represents the number of times a given sequence increased in frequency from selection 

round 0 to round 3. The immunoglobulin gene family to which each VH sequence belongs, as well as the 

corresponding CDR3 amino acid sequence, are shown. 

 

Sequence Fold-Change Family CDR3 

VHC1 93.04 VH3-30 VDEY 

VHC2 90.31 VH2-5 RRADAFDI 

VHC3 87.57 VH2-5 ILGYSYSTAWYDW 

VHC4 82.10 VH2-5 RYSSSSGEVY 

VHC5 76.62 VH2-70 MRTDASGLFDS 

VHC6 69.33 VH2-5 RDTIRYTFAF 

VHC7 67.50 VH4-34 VRFLYFES 

VHC8 67.50 VH1-2 EQPDDGMDV 

VHC9 66.59 VH4-28 RKAREAFDI 

VHC10 65.68 VH2-5 TNSNGDGMDL 

VHC11 61.12 VH2-5 DIRVYDGSGYYLFDY 

VHC12 61.12 VH4-34 CSGWLGDAYDVW 

VHC13 61.12 VH1-2 GRETVTPYVDY 

VHC14 60.20 VH2-5 NRVVVATAFDP 

VHC15 59.29 VH2-5 VNQHYYGMDV 
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Supplementary Table S4. Light-chain variable (VL) domains most enriched during selection with 

adsorbed antigen. List of the 15 VL sequences most enriched throughout the selection process using 

adsorbed antigen. The Fold-Change value represents the number of times a given sequence increased in 

frequency from selection round 0 to round 3. The immunoglobulin gene family to which each VL sequence 

belongs, as well as the corresponding CDR3 amino acid sequence, are shown. 

 

Sequence Fold-Change Family CDR3 

VLA1 1275.77 V2-15 LQHDNFPYT 

VLA2 507.30 V2-17 QQYNHYPVT 

VLA3 471.48 V2-17 QQSYDAPVT 

VLA4 397.52 V2-17 QQLNT 

VLA5 361.70 V2-17 QQYNHYPVT 

VLA6 313.16 V1-2 QQYNHYPVT 

VLA7 300.45 V2-17 QQYNHYPVT 

VLA8 294.68 V2-17 QQYNHYPVT 

VLA9 283.12 V1-13 QQSYSSPPVT 

VLA10 273.87 V2-17 QQSYSSPPVT 

VLA11 265.79 V2-17 QQLNT 

VLA12 255.39 V2-15 LQHDNFPYT 

VLA13 253.07 V1-13 QHYDNLPLG 

VLA14 248.45 V2-17 QQYNHYPVT 

VLA15 247.68 V1-4 QQSYSSPFT 
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Supplementary Table S5. Light-chain variable (VL) domains most enriched during competitive 

selection. List of the 15 VL sequences most enriched throughout the competitive selection process. The 

Fold-Change value represents the number of times a given sequence increased in frequency from selection 

round 0 to round 3. The immunoglobulin gene family to which each VL sequence belongs, as well as the 

corresponding CDR3 amino acid sequence, are shown. 

 
Sequence Fold-Change Family CDR3 

VLC1 2319.90 V2-15 LQHDDFART 

VLC2 2063.35 V2-11 LQHDNFPLT 

VLC3 1894.77 V1-2 MQTVQVPGT 

VLC4 1700.53 V1-19 QQRGNWPLT 

VLC5 1638.22 V1-16 LQHDDFART 

VLC6 1194.77 V2-11 LQHDNFPLT 

VLC7 1084.82 V2-15 LQHDDFART 

VLC8 1070.16 V2-17 QQYYNWPPIT 

VLC9 1029.84 V1-13 QQRGNWPLT 

VLC10 1018.85 V1-16 LQHDDFART 

VLC11 1004.19 V1-13 QQYGSSLLT 

VLC12 1000.53 V2-11 LQHDDFART 

VLC13 912.57 V2-17 QCNDWPT 

VLC14 906.46 V1-16 LQHDDFART 

VLC15 905.24 V1-2 MQTVQVPGT 
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5 Discussão 

O presente trabalho descreveu a construção e aplicação de uma biblioteca de 

phage display derivada de células B de memória humanas, voltada à seleção de anticorpos 

monoclonais contra o fusion loop, uma região altamente conservada do envelope de 

ortoflavivírus (Pierson & Diamond, 2020). A partir dessa biblioteca, foram obtidos e 

caracterizados anticorpos recombinantes com capacidade de ligação e neutralização 

cruzada entre diferentes ortoflavivírus, validando a estratégia de seleção empregada. 

Enquanto o artigo resultante deste projeto apresenta e discute detalhadamente os 

achados experimentais, esta seção amplia a análise sob uma perspectiva técnica e 

conceitual, abordando os desafios e decisões estratégicas que nortearam o 

desenvolvimento da plataforma. São discutidos aspectos da construção da primeira 

biblioteca de B de memória do laboratório, da expressão e purificação dos anticorpos em 

diferentes formatos, e das implicações dessas escolhas metodológicas sobre a eficiência 

e estabilidade dos produtos obtidos. Além disso, são consideradas a evolução da linha de 

pesquisa do grupo em anticorpos monoclonais anti-ortoflavivírus e as perspectivas de 

aprimoramento da tecnologia desenvolvida. 

A biblioteca construída neste trabalho representa um avanço importante na 

plataforma de seleção de anticorpos do grupo. Historicamente, o laboratório utilizava uma 

biblioteca do tipo Fab, construída inicialmente a partir de células de pacientes com 

osteossarcoma (Dantas-Barbosa et al., 2005) e, posteriormente, empregada como 

biblioteca naïve em diversas seleções, incluindo para ortoflavivírus (França et al., 2022). 

A biblioteca atual difere da anterior em dois aspectos principais: é a primeira derivada de 

células B de memória humanas e a primeira construída no formato single-chain variable 

fragment (scFv). 

O uso de células B de memória de indivíduos previamente expostos a 

ortoflavivírus permitiu gerar um repertório enriquecido em clones já submetidos à 

maturação de afinidade e seleção natural (Tiller et al., 2008). O tamanho obtido da 

biblioteca (7,8 × 10⁶ transformantes), reflete um repertório funcionalmente relevante, 

contendo imunoglobulinas de alta especificidade. O vetor pComb3XSS foi empregado 

para montagem das construções scFv (Barbas et al., 2001), com um long linker flexível 

entre as regiões VH e VL, favorecendo a orientação correta e o reconhecimento 

antigênico. 

A adoção do formato scFv foi motivada por sua simplicidade de construção e 

compatibilidade com expressão bacteriana, reduzindo etapas de amplificação e 
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facilitando a seleção dos anticorpos. Além disso, o formato compacto pode favorecer o 

acesso a epítopos parcialmente ocultos, como o fusion loop (Saphire et al., 2001). Ainda 

assim, a transição de formato trouxe desafios, principalmente no desenho de primers para 

sequenciamento por NGS, etapa essencial para o monitoramento da diversidade e 

enriquecimento da biblioteca. Essa experiência contribuiu para aprimorar o pipeline de 

análise molecular no grupo. 

Um desafio persistente nas bibliotecas de phage display é a perda da informação 

natural de pareamento VH–VL. Para contornar essa limitação, o grupo tem explorado 

novas abordagens, como o sequenciamento completo de plasmídeos via tecnologia de 

nanoporo (MinION, Oxford Nanopore), que permite a leitura de moléculas longas e 

identificação simultânea das regiões variáveis das cadeias pesada e leve (Wick et al., 

2019). Essa estratégia pode fornecer uma visão mais completa da diversidade funcional 

das bibliotecas e das combinações naturais envolvidas no reconhecimento antigênico. 

A expressão dos anticorpos recombinantes foi conduzida nos formatos IgG1 e 

FvFc, com vetores e abordagens distintas. Para as IgG1, utilizou-se o vetor pcDNA3.4, 

amplamente validado em sistemas de expressão em células de mamíferos. Embora o 

projeto inicial previsse produção bacteriana de scFv, a oportunidade de estágio no Ragon 

Institute (Harvard/MIT/MGH), sob orientação do Prof. Brandon DeKosky, levou à 

adoção da pipeline local baseado em células Expi293 e no vetor pcDNA3.4. Essa 

estratégia garantiu compatibilidade metodológica e resultou em anticorpos FH2 e FH4 

expressos e purificados com bons rendimentos e estabilidade, possibilitando sua 

caracterização funcional e ensaios de neutralização. 

Em paralelo, o formato FvFc foi testado no vetor pMIW, derivado do pMIRES 

desenvolvido no laboratório. O pMIW contém promotor CMV, cassete IRES–Neo para 

expressão bicistrônica, e o elemento WPRE para aumento da estabilidade e exportação 

do mRNA, além de mutações LALA no domínio Fc para reduzir atividade efetora (Lazar 

et al., 2006). Embora o vetor tenha apresentado bom desempenho em anticorpos FvFc 

anti-CD3 previamente produzidos no laboratório, a expressão do FvFc anti-ortoflavivírus 

resultou em baixo rendimento e degradação significativa em Expi293. Essa diferença 

pode refletir tanto a maior sensibilidade do formato FvFc ao dobramento correto quanto 

a menor compatibilidade do vetor otimizado para CHO-K1 (Kunert & Reinhart, 2006). 

De modo geral, os resultados indicam que o gargalo experimental ocorreu nas 

etapas de transição de formato e expressão, e não na seleção dos clones. O formato IgG 

mostrou desempenho mais estável e reprodutível para o alvo conformacional do fusion 
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loop. Futuras otimizações podem incluir testar a expressão do FH4 FvFc em CHO-K1 

com pressão seletiva, buscando melhorar o rendimento de expressão. O fato de FH2 e 

FH4 em formato IgG1 apresentarem alta afinidade e neutralização robusta indica que, 

apesar de críptico, o fusion loop é acessível a anticorpos de tamanho completo, 

possivelmente devido às flutuações estruturais do envelope viral descritas como viral 

breathing (Dowd et al., 2011). 

O presente trabalho representa um avanço importante na consolidação da 

plataforma de phage display do grupo, construída ao longo de mais de uma década de 

experiência com anticorpos monoclonais humanos. A biblioteca derivada de células B de 

memória contribui para a expansão das abordagens metodológicas do laboratório e indica 

o estabelecimento de um pipeline apto a gerar, expressar e caracterizar anticorpos 

humanos funcionais de forma independente. 

Essa consolidação amplia as possibilidades de aplicação da plataforma, incluindo 

o desenvolvimento de anticorpos contra vírus emergentes, como o Oropouche (Naveca et 

al., 2019), e o desenho de anticorpos bispecíficos que combinem alvos complementares, 

como o fusion loop e o domínio III do envelope, para ampliar a amplitude de 

neutralização. O uso de ferramentas de modelagem estrutural também surge como 

caminho promissor para refinar a engenharia e otimizar estabilidade, afinidade e 

segurança. 

Em linhas gerais, este estudo oferece contribuições para o entendimento de 

anticorpos anti-ortoflavivírus e para iniciativas nacionais associadas ao desenvolvimento 

de biofármacos baseados em anticorpos, integrando aspectos conceituais e técnicos do 

laboratório. 
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6 Conclusão e perspectivas 

Este trabalho apresentou a construção da primeira biblioteca de células B de 

memória humanas do laboratório e a seleção de anticorpos monoclonais contra o fusion 

loop do envelope de ortoflavivírus. Foram isolados dois anticorpos, FH2 e FH4, com alta 

afinidade e capacidade de neutralização cruzada para ZIKV e DENV, comprovando que 

essa região conservada pode ser explorada como alvo funcional. 

A biblioteca derivada de B de memória favoreceu a obtenção de clones com maior 

maturação de afinidade e melhor desempenho funcional em relação aos obtidos de 

repertórios naïve. O formato IgG mostrou-se mais estável e eficiente que o FvFc, 

indicando que ajustes no vetor e no sistema de expressão podem aprimorar futuras 

produções. 

Os achados indicam que os anticorpos gerados apresentam potencial neutralizante 

contra diferentes ortoflavivírus. Ensaios complementares, como testes de especificidade 

e neutralização com outros ortoflavivírus como YFV e WNV, experimentos in vivo e a 

análise de configurações moleculares distintas, poderão aprofundar a avaliação de sua 

atividade e ampliar sua aplicabilidade. 
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