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RESUMO

SARS-CoV-2 é um novo coronavirus membro da ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Betacoronavirus, em 2019 foi responsavel por causar uma
nova doenca respiratéria aguda conhecida como COVID-19, que se espalhou
rapidamente fazendo com que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) decretasse
como uma pandemia mundial em margo de 2020. Para detectar a soroconverséo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 (agente etiologico da COVID-19) em humanos e realizar
estudos epidemiolégicos é necessario um teste sorolégico de producdo nacional e
gue tenha baixo custo. O objetivo deste estudo foi desenvolver um ensaio de
Imunoabsorgdo Enzimatica ELISA Indireto para deteccdo de anticorpos IgG anti-
SARS-CoV-2 em amostras de soro e/ou plasma humano. A proteina recombinante do
Nucleocapsideo de SARS-CoV-2 fusionada a uma cauda e 6 histidinas foi expressa
em células de Escherichia coli (BL21) e purificada por cromatografia de afinidade em
coluna Hi-Trap-Chelating-NI>* (GE HEALTHCARE), em seguida foi analisada por
SDS-PAGE. A proteina purificada foi utilizada para revestir placas de polistireno de
96 pocos. Estas placas foram utilizadas para reacédo de ELISA indireto usando anti-
IgG humano marcado com a enzima peroxidase HPR, as reacdes foram reveladas
com substrato cromogénico. A sensibilidade do ensaio foi avaliada usando amostras
de soro de 140 casos confirmados de COVID-19. A especificidade foi determinada
testando 210 amostras de controles negativos pré-pandémicos de soro humano. Os
valores de densidade éptica bruta (OD450nm) foram determinados e expressos como
porcentagem de uma amostra referéncia ao longo da validacdo do método. A analise
da curva de Caracteristicas de Operacéo do Receptor (ROC) e a Andlise de Area sob
Curva (AUC) foram realizadas para avaliar o desempenho do ELISA desenvolvido. O
valor de corte do ELISA Indireto validado foi definido em 12,5% do sinal em relacdo a
referéncia, a sensibilidade do ensaio foi de 90% (IC 95%: 83,79% - 94,42%) e a
especificidade foi de 98,1% (IC 95%: 95,20% - 99,48%). A ROC apresentou valor de
AUC de 0,965 (IC 95%: 94,16% - 98,78%). A acuracia do ensaio desenvolvido foi
similar a obtida em kits comerciais.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. COVID-19. ELISA. Proteina do Nucleocapsideo. Teste

imunolégico



ABSTRACT

SARS-CoV-2 is a novel coronavirus member of the order Nidovirales, family
Coronaviridae, genus Betacoronavirus, in 2019 it was responsible for causing a new
acute respiratory disease known as COVID-19, which spread rapidly making the World
Health Organization (WHO) to declare it as a global pandemic in March 2020. To
detect seroconversion of anti-SARS-CoV-2 antibodies (etiological agent of COVID-19)
in humans and conduct epidemiological studies, a nationally produced, low-cost
serological test is required. The aim of this study was to develop an Indirect Enzyme
Linked Immunosorbent Assay ELISA for the detection of anti-SARS-CoV-2 IgG
antibodies in human serum and/or plasma samples. Recombinant 6xHis-labeled
SARS-CoV-2 nucleocapsid protein was expressed in Escherichia coli (BL21) cells and
purified by Hi-Trap-Chelating column affinity chromatography (GE HEALTHCARE),
then analyzed by SDS-PAGE. The purified protein was used to coat 96-well
polystyrene plates (OLEN) at a concentration of 2 ng/uL per well. An indirect ELISA
was performed using peroxidase labelled anti-human-lgG secondary antibody and
HPR chromogenic substrate. The sensitivity of the assay was evaluated using serum
samples from 140 confirmed cases of COVID-19. Specificity was determined by
testing 210 samples from pre-pandemic negative human serum controls. Raw optical
density (OD450) values were calculated and expressed as a percentage of a control
sample. Receiver Operating Characteristics (ROC) curve analysis and Area Under
Curve (AUC) analysis were performed to evaluate the performance of the developed
ELISA. The cutoff value of the assay was set at 12.5%, the sensitivity was 90% (95%
Cl: 83.79% - 94.42%) and specificity 98.1% (95% CI: 95.20% - 99.48%). The ROC
showed an AUC value of 0.965 (95% CI: 94.16% - 98.78%). The accuracy of the
developed assay was similar to that obtained in commercial kits.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. COVID-19. ELISA. Nucleocapsid protein.

Immunological test.
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1 INTRODUCAO

No final de dezembro de 2019, o surgimento de um novo coronavirus na cidade
de Wuhan, localizada na provincia de Hubei, Republica Popular da China, se tornou
responsavel por provocar uma nova doenca respiratoria aguda, conhecida como
doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) que se espalhou rapidamente pelo mundo
fazendo com que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) decretasse em marco de
2020, essa doenca como uma pandemia mundial. Estima-se que 25,6% dos casos
desenvolvem sintomas severos da doenca, com uma taxa de mortalidade de 3,6 %
(FU et al.,, 2020). De acordo com o website da Universidade John Hopkins

(https://coronavirus.jhu.edu/map.html) a eclosédo da nova doenga COVID-19 espantou

o0 mundo ao contagiar mais de 44 milh6es de pessoas e provocar 1.170.000 mortes
em 20/10/2020,

Apos o surto da enfermidade esforcos concentrados de pesquisadores em
todos os continentes, em cooperagdo com a OMS, identificaram o agente etiol6gico
responsavel pela COVID-19. Trata-se de um novo coronavirus (CoV) nomeado de
SARS-CoV-2 (ZHU et al., 2020). Os Coronavirus (CoVs) sdo importantes patbgenos
virais com RNA (&cido ribonucleico) simples, polaridade positiva, ou seja, que servem
diretamente para sintese proteica, pertencentes a familia Coronaviridae. Este grupo
de virus é caracterizado por apresentar uma significativa variabilidade genética e alta
taxa de recombinacdo que permite que sejam facilmente distribuidos a uma grande
variedade de hospedeiros, tais como camelos, morcegos, camundongos, cées, gatos
e humanos causando doencgas respiratérias e entéricas graves (TU et al., 2020).

No que concerne a contaminagcdo em humanos, os CoVs habitualmente
causam resfriados, mas sao capazes de provocar pneumonia e gastroenterite. A
maioria dos CoVs relevantes clinicamente pertencem aos géneros
Alphacoronavirus e Betacoronavirus (LLANES et al., 2020; WU et al., 2020). O SARS-
CoV-2 é o sétimo membro da familia Coronaviridae que infecta humanos, e como o
SARS-CoV e MERS-CoV é responsavel pela infeccao do trato respiratorio inferior e
pode causar Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SRAG).

O surto da doenca fez com que a OMS tomasse medidas drasticas para
controlar a sua disseminacéo, incluindo a quarentena de milhdes de pessoas, 0

distanciamento social e recomendou a realizacéo de testes de diagnéstico em massa
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na populacdo como uma estratégia de combate a doenca COVID-19, com o propdsito
de planejamento de estratégias de auxilio a regides mais comprometidas pelo virus e
conhecimento do verdadeiro nimero de infectados.

Para casos confirmados de COVID-19, os sintomas comuns relatados incluem
febre, tosse, mialgia ou fadiga. Contudo, esses sintomas ndo sao exclusivos da
COVID-19 em razdo de serem semelhantes a outras doencas causadas por virus
(JIANG et al., 2020). Outra dificuldade enfrentada € a capacidade do virus infectar
pessoas por meio de portadores assintomaticos, podendo passar despercebido e se
proliferando rapidamente dificultando a elaboracédo de estratégias para a contencao
da doenca (LI et al., 2020).

Na atualidade, a reacdo em cadeia da polimerase ap0s transcricdo reversa em
tempo real (QRT- PCR), imagem de tomografia computadorizada e alguns parametros
hematoldgicos sdo as principais ferramentas para o diagndstico clinico (JIN et al.,
2020). Porém, devido a alta demanda mundial por insumos para diagnosticar a
COVID-19, o mercado rapidamente careceu de kits diagnésticos e outros produtos
relacionados, aumentando a necessidade do desenvolvimento de testes
imunoldgicos. Os testes imunoldgicos detectam a presenca de anticorpos (geralmente
IgM e/ou IgG) em amostras de soro ou plasma humano alguns dias apés a infeccéo,
apontando também os individuos que ja foram infectados, mesmo aqueles sendo
assintomaticos. Anticorpos IgM séo indicadores de infeccdo aguda enquanto IgG séo
observados durante a segunda semana de infeccdo ou estagios finais e/ou pés
recuperacdo (JAYAMOHAN et al., 2020).

Apesar de os testes imunologicos dependerem do paciente ja ter tido contato
prévio com o virus e o sistema imunologico apresentado resposta humoral especifica
contra o patdgeno, anticorpos produzidos em resposta a exposi¢do ao SARS-CoV-2,
estes podem ser aplicados em escala massiva e sdo mais em conta e mais rapidos
que o gRT-PCR que exige instalacbes de laboratorio mais complexas com niveis
restritivos de biosseguranca e maior qualificacdo técnica (XIAO; WU; LIU, 2020). O
gRT-PCR possibilita a deteccdo e a caracterizacdo genética do virus a partir do RNA
viral encontrado principalmente em amostras do trato respiratério superior, oferecendo
um nivel de especificidade maior que os diagndsticos imunolégicos principalmente nos

estagios iniciais da infeccao viral determinando a deteccao e tipagem viral, no entanto

12



o RNA viral ndo permanece sempre detectavel e pode ndo ser mais identificado apés
o estagio final da doenca (JAYAMOHAN et al., 2020).

Independentemente de o crescente desenvolvimento de testes comerciais de
detecc¢do e quantificacdo de anticorpos contra o novo coronavirus SARS-CoV-2, estes
em grande maioria sdo importados e apresentam elevados custos para serem
utilizados em escala. Desta maneira, o desenvolvimento e aplicacdo de um meio de
diagndstico nacional que seja capaz de detectar anticorpos contra SARS-CoV-2, e
tenha capacidade de atingir popula¢des de maior vulnerabilidade socioecondmica €
de extrema importancia. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo utilizar
proteinas recombinantes para desenvolver um diagndstico imunologico do tipo
Imunoabsorgcdo enzimatica (ELISA) Indireto para deteccdo de IgG em amostras de
soro e/ ou plasma humano, capazes de reconhecer antigenos do SARS-CoV-2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CORONAVIRUS FILOGENIA

A denominacéao “coronavirus” tem origem na palavra latina corona que significa
coroa, em razdo de sua morfologia viral apresentar quando vista sob microscopia
eletrOnica, aspecto sugestivo de coroa. Visto que, parece ser coroada por um anel
caracteristico de pequenas espiculas salientes (SPAAN et al., 1988). De acordo com
o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), os coronavirus (CoVs) fazem
parte da familia Coronaviridae e encontra-se inserido na ordem des-Nidovirales que é
composta pelos géneros Coronavirus e Torovirus.

O género Coronavirus € subdivido em quatro subgéneros com base em suas
particularidades filogenéticas, antigénicas como também investigacfes genotipicas:
Alphacoronavirus; Betacoronavirus; Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (CHAN et
al., 2015; CUI; LI; SHI, 2019; HARAPAN et al., 2020; ZUMLA et al., 2016). No caso do
género Betacoronavirus, o ICTV atualmente o divide em cinco subgéneros,
Embecovirus, Sarbecovirus, Merbecovirus, Nobecovirus e Hibecovirus, fundamentado
a partir de analises filogenéticas de dominios de proteinas conservadas.

Sete CoVs sao reconhecidos como causa comum de infecgbes do trato
respiratorio e, em menor propor¢ao, no trato inferior em seres humanos, entre eles,
os Alphacoronavirus NL63, 229E, Embecovirus OC43, HKU1 que ocasionam doenca
respiratéria superior leve em individuos imunocompetentes e infeccdo do trato
gastrointestinal. No entanto, nas Ultimas décadas, trés CoVs altamente patogénicos
emergiram na populagdo humana como resultado de eventos de transbordamento de
vida selvagem, sendo capazes de transmitir e causar doencas respiratorias graves. O
primeiro, SARS-CoV em 2003 responsavel pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave
pertencente ao Sarbecovirus e o segundo Merbecovirus MERS-CoV em 2012 pela
Sindrome Respiratoria do Oriente Médio demasiadamente patogénicos, dado que
levantaram preocupacoes significativas de saude publica em consequéncia da sua
emergéncia zoonotica, causando alta mortalidade em humanos (CUI; LI; SHI, 2019;
HELMY et al., 2020).

E por ultimo identificado no final de 2019, o Sarbecovirus SARS-CoV-2 de

origem zoonética responsavel pela infeccdo respiratéria inferior provocando
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sindromes de dificuldade respiratoria aguda. Inicialmente, o0 SARS-CoV-2 causador
da pandemia da COVID-19, descoberto na cidade de Wuhan, foi designado como
2019-nCoV e posteriormente foi nomeado pelo ICTV como SARS-CoV-2 devido as
suas relagbes taxon6micas e gendmicas altamente homélogas ao SARS-CoV
(GORBALENYA et al., 2020; YIN, 2020).

Os Betacoronavirus, como todos os outros membros da familia Coronaviridae
apresentam-se envelopados, pleomorficos, sensivelmente arredondados, com
aproximadamente 100nm a 160nm de diametro (CUI; LI; SHI, 2019). A estrutura
gendmica em geral de todos eles sdo semelhantes, sendo constituidos de RNA de fita
simples de sentido positivo com aproximadamente 30.000 nucleotideos, que é o maior
genoma para um virus de RNA e codificam quatro a seis proteinas estruturais,
dependendo da espécie viral (LLANES et al., 2020) (FIGURA 1).

Particula viral

ssRNA

FIGURA 1: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PARTICULA VIRAL DOS MEMBROS DA
FAMILIA CORONAVIRIDAE.

Os coronavirus formam particulas esféricas, pleomorficas e envelopadas com aspecto sugestivo de
“coroa” de aproximadamente 100-160 nm de didmetro, contendo um genoma de RNA de fita simples
(ssRNA) de sentido positivo em torno de 30 kb de tamanho, envolvendo em média 4 proteinas
estruturais M, N, S e E.

Fonte: O AUTOR (2021).

O novo coronavirus como ficou reconhecido popularmente, compartilha
aproximadamente 79% da identidade genética com o SARS-CoV e aproximadamente

50% com o MERS - CoV (WANG et al., 2020). Como os demais membros de sua
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familia, o0 SARS CoV-2 é formado por um RNA de fita simples de sentido positivo com
um genoma compreendendo em média 30.000 bases nucleotidicas, sua composi¢ao

gendmica seguiu as mesmas diretrizes especificas dos genes para CoV conhecidos.

2.2 ORGANIZACAO GENOMICA E REPLICACAO DO SARS-CoV-2

No decorrer do seu ciclo de vida intracelular, o SARS-CoV-2 expressa e replica
seu RNA genbmico para reproduzir cépias completas que serdo incorporadas as
novas particulas virais, o genoma € dividido em diversos quadros de leitura aberta
(ORF, do inglés Open Reading Frame), os ORFs (1a e 1b) localizados proximo a
extremidade 5' UTR do RNA codifica 16 proteinas ndo estruturais (NSPs) que séo
necessarias para sua replicacdo e patogénese, enquanto que no terco restante
referente ao terminal 3' UTR do genoma se encontram 0s genes que sintetizam as
proteinas acessorias e proteinas estruturais, que compde o0 virion. As proteinas
estruturais incluem: Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e Nucleocapsideo (N) que
sdo importantes para subtipagem do virus, resposta as vacinas e no desenvolvimento
de antigenos para diagnosticos sorologicos (HELMY et al., 2020; NAQVI et al., 2020;
UDDIN et al., 2020) (FIGURA 2). Os genes que codificam as proteinas estruturais
comuns aos CoV conhecidos, estdo ordenados na seguinte ordem 5'-S—E—-M—N
- 3, intercalados com outros ORFs que codificam proteinas acessorias e NSPs
especificas (LAI; CAVANAGH, 1997).
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FIGURA 2: ORGANIZACAO DO GENOMA SARS-CoV-2.

Os dois tercos que constituem a extremidade 5 do genoma, consiste em ORFs, (1la e 1b), que
codificam 16 proteinas ndo estruturais através dos genes ppla e pplab (em amarelo). O restante do
genoma, inclui quatro genes (em verde) responsaveis por codificar as proteinas estruturais: spike (S),
envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) e seis genes acessoérios (em azul) que codificam
seis proteinas acessorias (orf3a, orf6, orf7a, orf7b, orf8 e orf10).

Fonte: HELMY et al., 2020.

Devido a presenca de espiculas no envelope, esse virus apresenta a morfologia
de uma coroa, conferindo o nome ao virus. A glicoproteina (S) se sobressai dentre as
proteinas estruturais como alvo terapéutico mais importante, em razdo de ser a
responsavel pela ligacdo aos receptores celulares da célula hospedeira. Essas
espiculas caracteristicas sado essenciais para infeccdo da célula hospedeira, tanto
pela ligacdo aos receptores celulares, como também pela posterior fusdo da bicamada
lipidica do envelope com a membrana celular do hospedeiro. A proteina S
compreende duas subunidades funcionais, a subunidade S1 em qual compreende o
dominio de ligacdo ao receptor (RBD) que estabelece especificamente a ligacédo da
superficie ao receptor celular ECA2 (Enzima conversora da Angiotensina 2),
facilitando a ligacao viral a superficie das células, enquanto a subunidade S2 facilita a
fusdo viral com a membrana celular, possibilitando a entrada do virus na célula alvo
(HOFFMANN et al., 2020; UDDIN et al., 2020).

A proteina de membrana do Envelope (E), € um grupo de proteinas estruturais
virais conservadas entre os Betacoravirus, sédo relativamente pequenas e auxiliam a

montagem e liberacéo dos virions, sendo o0 seu menor constituinte. Compde em sua
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estrutura curta e integral aproximadamente 76-109 aminoacidos, variando de 8,4 a 12
kDa de tamanho (KUO; HURST; MASTERS, 2007; SCHOEMAN; FIELDING, 2019).

O componente estrutural mais abundante dos Betacoronavirus é a glicoproteina
(M), que compreende em sua estrutura cerca de 230 aminoacidos de comprimento e
€ caracterizada por possuir trés dominios que abrangem a membrana bicamada com
trés locais potenciais de N-glicosilacdo: um ectodominio curto N (amino) — terminal
situado fora da membrana do virion, curtas regiées transmembrana hidrofilicas de
extensdo tripla e um endodominio C (carboxi) — terminal em dire¢do ao citoplasma da
particula viral (J ALSAADI; JONES, 2019).

A proteina (N) é uma proteina viral altamente imunogénica e abundantemente
expressa no decorrer da infeccdo. Apos infectar a célula hospedeira, a proteina N
entra na célula junto com o RNA viral para facilitar sua replicacdo e processar a
montagem e liberacdo da particula viral (ZENG et al., 2020). A funcdo priméria da
proteina N € a ligacdo ao genoma do RNA viral empacotando em uma longa estrutura
de nucleocapsideo helicoidal permitindo dessa maneira regular a sintese do RNA viral
na replicacéo, transcricdo e modulando o metabolismo das células infectadas (KANG
et al., 2020). Destaca-se a aplicabilidade de a proteina N ser utilizada como uma
ferramenta de diagnéstico na deteccdo precoce da infeccdo por SARS-CoV-2 em
pacientes devido a sua alta imunogenicidade. Isto ocorre, em virtude, de a proteina N
ser antigénica e amplamente expressa durante a infeccdo viral, podendo ser
detectavel logo no primeiro dia depois da infec¢do; também é um excelente alvo para
ser usado como antigeno em ensaios imunolégicos para verificacdo de anticorpos em
casos de infeccdo leves e assintomaticas, devido a sua alta especificidade e alta
afinidade de ligagéo (KANG et al., 2020; SHANG et al., 2005).

Como um integrante da ordem Nidovirales, a infec¢cdo por SARS-CoV-2 pode
ser contraida de animais e outros seres humanos, como um microrganismo
intracelular obrigatério o SARS-CoV-2 explora a maquinaria da célula alvo para sua
propria replicacdo e disseminacédo. A comunidade cientifica descreveu que esse virus
pode adentrar no corpo humano através de seus receptores ECA2, que sao
encontrados em diferentes 0Orgdos como: coragdo, pulmdes, rins e trato
gastrointestinal, facilitando desta maneira a entrada do virus nas células hospedeiras
(ASTUTI; YSRAFIL, 2020). O procedimento de entrada do SARS-CoV-2 na célula alvo

inicia por meio da ligacao da glicoproteina S ao receptor, esta ligacdo ocorre no RBD
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da subunidade S1 que pode interagir fortemente com a ECA2 humana, enquanto a
subunidade S2 medeia a fusdo subsequente da membrana para permitir que o virus
entre no citoplasma do hospedeiro. Apés a ligacdo do receptor ECA2, a proteina S €
consequentemente clivada e ativada pela protease da superficie da célula hospedeira,
serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2), a ativacdo da proteina S leva a
modificagcdes conformacionais permitindo a fusdo da membrana, depois de fundido a
membrana o SARS-CoV-2 ir4 liberar seu material gendbmico no citoplasma que sera
posteriormente traduzido (HARTENIAN et al., 2020) (FIGURA 3).
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FIGURA 3: MECANISMO DE ENTRADA SARS-CoV-2.

A proteina Spike do SARS-CoV-2 interage fortemente com o receptor da célula hospedeira ECA2 e é
subsequentemente clivada nas subunidades S1 e S2 através da protease TMPRSS2, permitindo a
ativagdo do dominio S2 que posteriormente conduz a fusdo da membrana viral junto a da célula
hospedeira.

Fonte: Adaptado de HARTENIAN et al., 2020. Traducéo o autor.

Em seguida da liberacao e descapsidagédo do RNA viral para o citoplasma, a
replicagcdo comeca a traducdo do ORFla e ORF1b em poliprotéinas ppla e pplab
gue subsequentemente sao processadas por proteases virias internas. A clivagem da
poliproteina reproduz proteinas replicases maduras, que se agrupam em um
complexo de replicacdo-transcricdo que se alicia na sintese de RNA de fita negativa.
Sédo produzidos RNAs de fita negativa subgenémica de comprimento total e fitas
multiplas que servem de modelo para a geracédo de genomas de RNA de fita positiva,
0 primeiro serve de molde para novos RNAs génomicos de comprimento total e o
altimo para a sintese dos mMRNAS necessarios para expressar 0s genes de proteinas
estruturais e acessorias que residem no terminal 3’ do genoma (ORTIZ-PRADO et al.,

2020). A montagem dos virions € imediatamente seguida com o acumulo de novo RNA
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génomico e componentes estruturais, a proteina N se enovela junto com o RNA do
genoma, formando estruturas helicoidais. Posteriormente a glicoproteina M que é
localizada nas membranas intracelulares do compartimento intermediario interage
com as outras proteinas virais (S, E e N) para autorizar a eclosédo de virions, apos a
montagem os virions sao transportados em vesiculas e eventualmente liberados por
exocitose (ORTIZ-PRADO et al., 2020).

2.3 EPIDEMIOLOGIA E SINAIS CLINICOS

A invaséo e atividades antropicas em florestas tropicais esta entre o0s principais
fatores que contribuem para o transbordamento zoonético, como por exemplo, a
transferéncia de um virus de origem animal a uma populacdo humana. A invasao e
alteracdo de ecossistemas diminuem a diversidade de espécies e reduzem os
ecossistemas locais, renovando os nichos ecoldgicos existentes nos ciclos de
transmissao de doencas (RAHMAN et al., 2020).

Atividades antrépicas como comércio de animais selvagens proporciona o
contato de animais, cacadores, comerciantes e consumidores. Ha forte suspeita de
gque o SARS-CoV-2 se originou em um mercado de animais selvagens na cidade
Wuhan, China, dando origem a sequéncia de transmissfes. Portanto, a ligacédo
epidemioldgica dos casos iniciais da pandemia de COVID-19 com animais selvagens
sugere a origem zoonética do SARS-CoV-2. Apoés ser identificado e caraterizado foi
revelado sua alta similaridade com o SARS-CoV e subsequentemente analise
filogenética dos genes estruturais revelou que o SARS-CoV-2 esta intimamente
relacionado a CoVs isolados de morcegos-ferradura. Acredita-se que o parente mais
préximo seja um Betacoronavirus denominado Bat-CoV-RaTG13 descoberto em
2013, que teve sua sequéncia gendmica disponibilizada publicamente somente em
margo de 2020, apos o inicio da pandemia de COVID-19 (LAl et al., 2020; ELLIS et
al., 2021).

Considerando que os morcegos-ferradura sao reservatoérios naturais de CoVs
semelhantes a SARS e normalmente requerem uma espécie intermediaria antes de
se adaptarem para a disseminacdo em humanos, o SARS-CoV-2 pode ter sido

originado de morcegos, enquanto outros hospedeiros amplificadores podem ter
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desempenhado uma funcdo na transmissdo da doenca aos humanos, como foi
notado, por exemplo, em SARS-CoV e MERS-CoV que se originaram de morcegos.
Contudo, gato civet e camelos atuam como hospedeiros intermediarios de SARS-CoV
e MERS-CoV respectivamente (DHAMA et al., 2020).

Hospedeiros intermediarios evidentemente desempenham papel critico na
transmissao de espécies cruzadas, visto que podem facilitar o aumento do contato
entre um virus e um novo hospedeiro e sdo capazes de permitir a adaptacao adicional
necessaria para uma replicagdo eficaz no novo hospedeiro (HARAPAN et al., 2020).
Foi sugerido o pangolim como uma possibilidade de hospedeiro intermediario devido
a alta semelhanca genética de um CoV especifico com 0 SARS-CoV-2, isolado de
animais doentes; contudo as andlises filogenéticas de uma sequéncia especifica de
aminoacidos na proteina S do SARS-CoV-2 ndo sustentaram a hipétese de infeccao
diretamente do pangolin-CoV-2020 (LIU et al., 2020b).

A transmissao de pessoa para pessoa tem sido o principal veiculo da infeccdo
e propagacdo da pandemia. A principal via de transmissdo do SARS-CoV-2 é
respiratoria e ocorre atraves do contato direto ou indireto da mucosa por intermédio
de goticulas expelidas ao falar ou espirrar de pacientes infectados (GUO et al., 2020a).
Além disso, o virus é capaz de ser disseminado por meio do contato direto com
superficies contaminadas, uma vez que consegue permanecer viavel por horas em
condicdes atmosféricas favoraveis (SINGHAL, 2020). Contudo, evidéncias crescentes
indicam que o virus infeccioso pode ser encontrado em aerossois e em amostras de
ar exalado. Em certas circunstancias incluindo durante procedimentos de geracao de
aerossol ou em ambientes internos ausente de ventilacao, o virus pode ser transmitido
a distancia por meio de micro goticulas de aerossois (MEYEROWITZ et al., 2020).

Seres humanos de todas as idades sdo suscetiveis a infeccao pelo SARS-CoV-
2 e pode haver uma variedade de sintomas que um paciente com COVID-19 pode
apresentar; o paciente infectado pode ser classificado como assintomatico ou
sintomatico, portador ou infeccioso, de prodomo leve a excessivamente sintomatico,
conforme o estado de sua imunidade. No entanto, homens mais velhos acima de 60
anos de idade com comorbidades como resultados de funcdo imunolégica mais fraca
sdo mais propensos a desenvolver doencas respiratdrias graves que requerem
hospitalizacdo (SINGH et al., 2020; HU et al., 2020). As manifestacfes clinicas da

infeccdo por SARS-CoV-2 incluem no inicio da doenca, febre, tosse seca, dispneia e
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mialgia. Dentre os sintomas, a febre € a mais relatada, os sintomas menos comuns
incluem: dor de cabeca, tontura, dor abdominal, diarreia, nauseas e vomito e alteracao
do olfato e paladar (JIANG et al., 2020).

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico clinico para a infec¢gdes por coronavirus humanos, especialmente
0 SARS-CoV-2, é extremamente dificil em consequéncia da similaridade dos sintomas
clinicos provocados por outras doencas respiratorias de origem viral. Para isto, a
identificacdo do agente etioldgico e a soro-vigilancia de anticorpos contra o virus é
importante para o encaminhamento terapéutico e estratégias de controle e prevencao,
principalmente em ambientes de maiores vulnerabilidades (LI et al., 2020). Diversas
metodologias laboratoriais tém sido empregadas e desenvolvidas para o diagnéstico
da COVID-19, técnicas tradicionais como deteccdo de anticorpos e técnicas mais
sofisticadas de deteccdo de antigenos tém sido utilizadas para detecgéo viral. A
deteccado da infeccdo por SARS-CoV-2 pode ser realizada através de dois métodos
complementares: (1) deteccdo do RNA viral por RT-PCR ou antigenos virais em
amostras do trato respiratério superior ou (2) deteccdo da resposta imune ao virus,
investigando de preferéncia as respostas de anticorpos IgM e/ ou IgG (CARTER et al.,
2020; RAI et al., 2021) (FIGURA 4).
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FIGURA 4: REPRESENTACAO EQUEMATICA DOS METODOS DISPONIVEIS PARA DETECCAO DE
SARS-CoV-2.

O diagnostico laboratorial para infeccdes do SARS-CoV-2 pode ser realizado por dois métodos
complementares: detec¢do do RNA viral ou antigenos virais em amostras do trato respiratério superior,
as formas existentes para este formato incluem: qRT-PCR, RT-LAMP e CRISPR e testes rapidos para
pesquisa de antigenos; ou a detecc¢@o da resposta imune ao virus, investigando de preferéncia as
respostas de anticorpos IgM e/ ou IgG, as formas existentes para este formato incluem: ELISA,
IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO LATERAL e QUIMIOLUMINESCENIA.

Fonte: O AUTOR (2021).

Durante a fase aguda da infec¢do ndo é recomendado o uso de diagndsticos
soroldgicos, nesta fase os métodos apresentam menor sensibilidade devido ao tempo
necessario para induzir a resposta imunoldgica. Consequentemente, apds a primeira
publicacdo da sequéncia gendmica do SARS-CoV-2 em janeiro de 2020, grande
variedade de testes de diagnosticos moleculares foi desenvolvido para detectar o
genoma viral (ELLIS et al., 2021).

Por consequéncia a OMS definiu como o padréo ouro de deteccdo do SARS-
CoV-2, 0 ensaio Reacdo em Cadeia da Polimerase ap6s Transcricdo Reversa (qQRT-
PCR), que detecta o RNA viral. O gRT-PCR possibilita a detecgéo e a caracterizagao
genética do virus garantindo alta sensibilidade para o diagnéstico da infec¢cdo aguda

por SARS-CoV-2, em arranjo com a técnica de sequenciamento de DNA a qRT-PCR
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oferece um nivel de especificidade maior que os diagnosticos imunologicos durante a
fase aguda da doenca determinando a deteccéo e genotipagem viral (JAYAMOHAN
et al., 2020). De acordo com uma revisdo de 112 ensaios de detecgdo molecular
disponiveis atualmente realizada por Carter et al., (2020), 90% dos ensaios
disponiveis utilizam tecnologia baseada em PCR ou gRT-PCR, 6% utilizam
tecnologias de amplificacéo isotérmica (RT-LAMP), 2% s&o baseados em tecnologias
de hibridizacéo e 2% utilizam tecnologias com base em CRISPR.

Ainda que a detecgéo viral baseada em qRT-PCR tenha sido amplamente
usada no diagnostico da COVID-19, ela ndo pode ser utilizada para monitorar o
progresso dos estagios da doenca e ndo pode ser aplicada a uma abrangente
identificacdo da infeccdo de precedentes anteriores, uma vez que 0 RNA viral ndo
permanece sempre detectavel e pode ndo ser mais identificado. Desta forma, a
deteccao de anticorpos contra um virus em individuos que ja foram infectados através
de diagndsticos soroldégicos, torna-se extremamente importante na vigilancia
epidemioldgica da doenca (RAI et al., 2021).

Os desafios mencionados garantem o desenvolvimento de testes simples com
base na deteccdo de anticorpos humanos gerados em resposta a infeccdo viral,
diagnésticos sorologicos, como por exemplo, ensaios de imunoabsorcdo enziméatica
(ELISA) sao capazes de monitorar a resposta do hospedeiro detectando a presenca
de anticorpos (IgM e/ ou IgG) em amostras de plasma e/ ou soro humano, capazes de
reconhecer antigenos do SARS-CoV-2. Os testes imunolbgicos, sdo importantes
ferramentas na identificacdo de individuos que ja foram infectados com 0 SARS-CoV-
2, como também avaliar a eficacia das vacinas em andamento fornecendo uma
avaliacao das trajetdrias de resposta de anticorpos de curto prazo (dias e semanas) e
de longo prazo (anos ou permanéncia), como também a abundéncia e diversidade de
anticorpos. Além disso, a deteccéo de anticorpos humanos permite rastrear pessoas
infectadas, mesmo aquelas que nao apresentaram sintomas, ou seja, casos
assintomaticos da doenca (CHENG et al., 2020; SETHURAMAN; JEREMIAH; RYO,
2020).

Os imunoensaios do tipo ELISA apresentam um alto nivel de sensibilidade e
especificidade em contraste, com os ensaios baseados em RNA viral, o requisito de
qualidade de amostra € menos rigoroso. Outro fator importante, com a microplaca

padrdo de 96 pocos e dispositivos automatizados para ensaios ELISA a capacidade
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de teste € exponencialmente aumentada em ralacdo aos testes moleculares de RNA
e com um tempo de resposta superior (2-3 horas) (XIAO; WU; LIU, 2020).

A determinacgdo da exposi¢cdao ao SARS-CoV-2 depende extensivamente da
deteccdo de anticorpos IgM e/ ou IgG, que normalmente sdo especificos para os
antigenos virais imunogénicos. Os antigenos mais comuns para uso em diagnosticos
sorologicos séo as proteinas estruturais N e proteina S (subunidades S1, S2 E RBD).
A proteina N é a mais abundante e pode ser facilmente expressa em células de E.coli.
Em contrapartida, a subunidade S1 é utilizada para a ligacdo ao receptor através do
RBD, que é provavelmente um alvo primario para anticorpos neutralizantes e a
proteina S é fortemente glicosilada, sendo tradicionalmente expressa em células de
eucariotos (FONS; KROGFELT, 2020).

Anticorpos da classe IgM séo indicadores de infec¢do aguda enquanto niveis
mais elevados de IgG sdo observados durante a segunda semana de infeccdo ou
estagios finais ou pos recuperacao. A cinética geral da resposta dos anticorpos contra
SARS-CoV-2 é andloga aquela para SARS-CoV, que sao caracterizadas por
soroconversdo robusta (IgM e IgG) 5 a 14 dias apdés o inicio dos sintomas e
concentracfes constantes por semanas e até meses apos a infeccdo e eliminacao
viral (POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2020). As tecnologias para essas
indicagcdes incluem o ELISA, ensaio de fluxo lateral imunocromatografico, bioensaio

de neutralizacédo e quimiossensores especificos (CARTER et al., 2020).

2.4.1 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA (ELISA)

O Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA), do inglés (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), é atualmente um dos ensaios imunol6gicos mais amplamente
comercializado. Foi descrito originalmente por Engvall e Perilmann (1971) e é
considerado o padréao ouro dos ensaios imunoldgicos nos dias de hoje. Este método
de diagnostico € baseado no conceito de reacdes entre antigeno e anticorpo,
representando a interagdo através dos anticorpos produzidos pelas células B ao
patdgeno invasor (antigeno). Esta resposta imunoldgica especifica desempenha um
papel importante na protecdo do corpo contra invasores, dessa forma, ao investigar

essa reacao, o ensaio ELISA proporciona uma analise quantitativa e qualitativa que &
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altamente sensivel e especifica aos antigenos, que incluem: proteinas, peptideos,
acidos nucleicos, entre outros (SAKAMOTO et al., 2018).

Os ensaios ELISA geralmente sdo realizados em microplaca de superficie
inerte de poliestireno de 96 pocgos, este formato permite que varias amostras
sorologicas sejam medidas em um unico experimento. Um protocolo ELISA de forma
simplificada consiste em: (1) a adsor¢cao de um antigeno e/ ou anticorpo a uma base
sélida; (2) adicdo da amostra a ser investigada; (3) subsequente incubagédo do
complexo de reacgéo e separacao dos reagentes nao ligados por lavagem; (4) adicéo
do anticorpo com marcador enzimatico e substrato para o desenvolvimento da cor; e
(5) a leitura visual ou espectrofotométrica dos resultados do ensaio (CERDA-KIPPER,;
MONTIEL; HOSSEINI, 2019).

O ELISA agrega a especificidade da ligacdo antigeno-anticorpo com a
sensibilidade de uma reagéo enzimatica, proporcionando a deteccdo de quantidades
amostrais com alta confiabilidade. Sendo aplicado em diversas areas, incluindo:
industria de alimentos, diagndstico, toxicologia e monitoramento e drogas. No dominio
do diagndstico, a técnica tem mostrados grande capacidade de aplicacdes em escala
global na detecc¢éo de diferentes tipos de doencas em humanos e animais. Inimeros
kits comerciais de ELISA séo desenvolvidos e comercializados para deteccao de HIV,
Influenza, Dengue, Ebola, doenca de Chagas, entre outros (CERDA-KIPPER,;
MONTIEL; HOSSEINI, 2019).

O formato mais usado é o ELISA Indireto, esta abordagem é normalmente
usada para quantificacdo de anticorpos ou determinacéo de titulos. Basicamente, o
antigeno que sera utilizado vai ser revestido na fase sélida da microplaca, seguida
pela incubacgéo do anticorpo primario. Os complexos antigeno-anticorpo formados sao
subsequentemente detectados pela adicdo do anticorpo secundario com marcador
enzimatico, que se liga especificamente ao anticorpo primario. Assim gue o substrato
enzimatico cromogénico for adicionado aos po¢os da microplaca, os niveis de cor
serdo entdo desenvolvidos dependendo da quantidade de complexo antigeno-
anticorpo formado. A intensidade das cores desenvolvidas serdo proporcionais a
concentracéo dos anticorpos na amostra. A absorbancia da cor final pode ser medida
por um leitor de microplacas ELISA em um comprimento de onda apropriado, e a
concentracdo ou os resultados contendo o analito investigado pode ser interpolado a

partir da curva padrdo com base nos valores obtidos da leitura da absorbancia
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(CROWTHER, 2009) (FIGURA 5). Este processo pode ser realizado usando um
software de computador operacional de leitor de ELISA, comumente utilizado o
Graphpad Prism® para gerar curvas padrdo tipicas, que s&o representadas
graficamente como a concentracéo de anticorpo versus o valor de absorbancia média

correspondente as replicatas.
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Figura 5: REPRESENTA(;AO GERAL DO ELISA INDIRETO PARA DETEC(;AO DE ANTICORPOS
CONTRA ANTIGENO RECOMBINANTE SARS-CoV-2.

(A) Inicialmente o antigeno recombinante (em azul) é revestido a superficie dos pocos, (B) a solucéao
a ser investigada é adicionada, caso contenha anticorpos especificos contra aquele antigeno que foi
adsorvido ocorrera a formagdo do complexo antigeno-anticorpo (em azul e vermelho), (C) ap0s realizar
as lavagens, é adicionado o anticorpo secundario marcado com HPR que se ligara especificamente ao
anticorpo primario do complexo formado da etapa anterior, (D) apés efetuar as lavagens, o substrato
enzimatico cromogénico é adicionado, (E) se o substrato cromogénico for utilizado pela a¢do da reacao
enzimatica (HPR) havera o desenvolvimento de cor, (F) A intensidade da cor desenvolvida é
proporcional a quantidade de anticorpo na amostra, a absorbéncia da cor final pode ser medida por um
leitor de microplacas ELISA em um comprimento de onda apropriado (450nm).

Fonte: O AUTOR (2021).

Devido ao contexto da pandemia de COVID-19, imunoensaios ELISA tém sido
amplamente utilizados em consequéncia de ter um menor tempo para fornecer os
resultados quando comparado ao gRT-PCR e por ser mais simples em sua execuc¢ao.
No decorrer da pandemia foram desenvolvidos varios ensaios soroldgicos comerciais
e in house do tipo ELISA indireto para detectar a soroconversao de SARS-CoV-2,
direcionados principalmente a dois alvos imunogénicos: proteina S (subunidades S1,
S2 e RBD) e proteina N para a detecgdo de anticorpos (ALANDIJANY et al., 2020;

AMANAT et al.,, 2020; FREEMAN et al., 2020; JAASKELAINEN et al., 2020;
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KRAHLING et al., 2021; LIN et al., 2020; LIU et al., 2020a, 2020b; PERERA et al.,
2020; SAPKAL et al., 2020; TOZETTO-MENDOZA et al., 2021; ZHAO et al., 2020).

Dentre os ensaios comercialmente disponiveis, os mais utilizados que
obtiveram aprovacdes de agéncias regulatorias para uso de emergéncia nos Estados
Unidos e na Unido Europeia incluem: SARS-CoV IgG (Abbott, Chicago, IL, EUA),
LIAISON SARS-CoV-2 S1/S2 IgG (DiaSorin, Salluggia, Italia), Elecsys, Anti-SARS-
CoV-2 (Roche, Basel, Suica) e o anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG; EUROIMMUN,
Lubeck, Alemanha) (AINSWORTH et al.,, 2020). O desempenho de trés desses
ensaios foi analisado por Ainsworth et al., (2020) utilizando aproximadamente 1,500
controles, € importante mencionar que as amostras provenientes de pacientes com
infeccdo por SARS-CoV-2 confirmadas em laboratério foram coletadas com no
minimo 20 dias apds o inicio dos sintomas. A sensibilidade do ensaio Abbott foi de
92,7% e especificidade foi de 99,9%; para DiaSorin foi de 95% e especificidade de
98,7% e a sensibilidade do ensaio Roche foi de 97,2% com especificidade de 99,8%.
Em conclusdo, os autores ressaltaram que os ensaios Abbott, DiaSorin e Roche
alcancaram a especificidade desejada e possui oportunidades de otimizacdo da
sensibilidade por meio de alteracdes nos limites e tempo de amostragem.

A crescente evolucdo no desenvolvimento de testes sorolégicos ELISA no
decorrer da pandemia do SARS-CoV-2 é esclarecido em razado das suas propriedades
de aplicacdo, ja& que permitem, em primeiro lugar, estudar qualitativa e
quantitativamente as respostas imunes contra 0 SARS-CoV-2, também tornam
possivel determinar a taxa precisa de infeccdo em uma area e, desta maneira,
determinar a taxa precisa de mortalidade por infec¢éo e por fim sédo capazes de indicar
guem estd imunizado e quem ndo esta. Algumas empresas internacionais
comercializam immunoensaios ELISA, apesar destes ensaios possuirem bom
desempenho eles apresentam elevados precos. E paises que ndo dispde de uma
oferta interna desses insumos e dependem exclusivamente de importagdes, como o
Brasil, sdo aqueles que terdo maiores dificuldades de impor testagem em massa para
determinar de forma adequada a prevaléncia da doenc¢a na populagéo. Desta maneira,
0 presente trabalho oferece como alternativa o desenvolvimento de tecnologias
nacionais para producdo de insumos biolégicos e métodos de diagndstico para

detectar anticorpos dirigidos contra 0 SARS-CoV-2, agente etiologico da COVID-19.
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3 JUSTIFICATIVA

Em consequéncia a escala global pandémica atingida pela COVID-19, os
insumos utilizados em testes de diagndsticos encontram-se em escassez em todos 0s
paises, e a elevada busca por kits diagnosticos tem elevado o preco destes insumos.
No Brasil praticamente todos 0s insumos que estdo sendo utilizados no diagndstico
da COVID-19 sao importados, fazendo com que o pais se torne cada vez mais
dependente de tecnologias oriundas de outras na¢des. Como resultado, as incertezas
econdmicas aumentam a taxa cambial do délar e euro ampliando os custos de testes
para a populacdo brasileira. Desta maneira, o desenvolvimento de tecnologias
nacionais para suprir a dependéncia tecnologica brasileira € imprescindivel. Sendo
assim, a proposta deste trabalho foi produzir insumo biol6gico para desenvolver um
diagndstico imunologico ELISA Indireto para deteccdo de IgG contra SARS-CoV-2, a
escolha deste método é esclarecida em razdo de suas propriedades de aplicacao, ja
gue permitem, estudar qualitativa e quantitativamente as respostas imunes contra o
SARS-CoV-2, também tornam possivel determinar a taxa precisa de infeccdo por area

e sdo capazes de indicar quem esta imunizado e quem nao esta.
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4 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver um Ensaio de Imunoabsor¢cao Enzimética (ELISA) Indireto para
deteccéo de IgG contra SARS-CoV-2.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar proteina Nucleocapsideo do SARS-CoV-2;

e Padronizar um ensaio de Imunoabsorcao enzimatica ELISA Indireto utilizando
proteina purificada;

e Validar o ELISA Indireto utilizando amostras positivas COVID-19 confirmadas
pelo padréo ouro (QRT-PCR) e amostras negativas pré-pandemicas;

e Avaliar a especificidade e sensibilidade do ensaio ELISA Indireto;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CONSTRUGCAO DO VETOR DE EXPRESSAO VIA GENERAL BIOSYSTEMS

O plasmideo recombinante contendo o gene sintético capaz de expressar a
proteina do Nucleocapsideo (N) de SARS-CoV-2, fusionada com uma sequéncia de
aminoacidos contendo 6 histidinas na porcdo N-terminal de comprimento total
(QHD43423.2), foi obtido através de uma colaboracgéo internacional como o prof Dr.
Karl Forchhammer da Universidade de Turbigen, com o qual o prof Dr. Luciano
Fernandes Huergo tem um projeto em conjunto financiado pela fundagao Alexander
von Humboldt. O gene sintético foi construido e clonado em pET28a pela empresa
General Biosystems e tem a sequéncia otimizada para expressao da proteina em
Escherichia coli.

O vetor de expressao utilizado para expressar a proteina viral Nucleocapsideo
(N) foi o pET-28a (Novagen). Neste sistema, o gene de interesse é clonado atras de
um promotor reconhecido pela RNA polimerase do bacteriéfago T7, permitindo rapida
expressdo e grande quantidade da proteina de interesse. Desta maneira, para que
ocorra a expressao proteica € necessario que a bactéria usada como hospedeira
produza a RNA polimerase do fago T7. Neste caso, a enzima esta inserida na
linhagem E.coli BL21 (ADE3), que codifica para a RNA polimerase T7 sob o controle
transcricional de um promotor lac. Desse modo o sistema podera ser induzido na
presenca de um indutor como a lactose ou seu analogo (IPTG), ap6s a indu¢éo ocorre
a transcricdo e a traducdo da RNA polimerase do fago T7 que uma vez produzida
passara a reconhecer promotores T7, € em sequéncia apenas os genes clonados

serao transcritos.

5.1.1 PREPARO DE CELULAS TERMOCOMPETENTES

Para realizar a transformacéo bacteriana foram coletadas col6nias isoladas de
células de E. coli que haviam sido crescidas em placa de Petri contendo meio LA e
pré-inoculadas em 5mL de meio LB, o pré-indculo foi incubado sob agitagdo por
aproximadamente de 16 horas a 37° C (overnight). No dia seguinte, o pré-inéculo foi
transportado para um frasco Erlenmeyer de 1L contendo 100mL de LB e em seguida
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a cultura foi incubado a 37° C até alcancar D.Osoo entre 0,3 e 0,4. A posteriori, a cultura
foi transferida para tubos falcons e repousadas sob gelo por 30 minutos, o indculo foi
centrifugado a 2.000 g por 10 minutos a 4° C, apds removido o sobrenadante o pellet
de células foi ressuspenso em 15mL de solugdo gelada estéril de CaCl20,1 M e
mantidas no gelo por aproximadamente 30 minutos. As células ressuspendidas
destinaram-se novamente a centrifugacao por 2.000g durante 10 minutos a 4° C, ap0s
removido o sobrenadante o precipitado foi ressuspenso em 2mL de solucdo gelada
de CaCl2 0,1 M + 15% glicerol (v/v). Posteriormente, foram aliquotadas fracdes de

200uL e armazenadas a -80° C.

5.1.2 TRANSFORMACAO POR CHOQUE TERMICO

As aliguotas de células foram retiradas do freezer -80° C e mantidas sob gelo
por 30 minutos. Foram adicionados 2uL do DNA plasmidial que expressa a proteina
N prosseguindo no gelo por 30 minutos. A mistura foi submetida a choque térmico em
um banho maria por 2 minutos a 42° C. Terminado, as células foram imediatamente
ressuspendidas em 1mL de meio LB e recuperadas a 37° C por 40 minutos.
Prontamente, estas células foram plagueadas em meio LA incluindo antibiéticos

necessarios.

5.1.3 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE N DO SARS-COV-2 EM
E.COLI BL21 (ADE3)

A expressdo da proteina N foi efetuada em células de E.coli BL21 (ADE3)
abrangendo o plasmideo recombinante pLHSarsCoV2-N. Aproximadamente 5
colonias de E.coli dispondo o vetor de expressao de interesse foram pré-inoculadas
em 10mL de meio LB incluindo Canamicina 50 pg/ml e incubado sob agitacéo a 37°
C. Apés de 16 horas de crescimento o pré-inoculo foi transferido para o cultivo em
larga escala em frasco Erlenmeyer autoclavado contendo 100mL de LB mais
antibiotico, a cultura foi inoculada e mantida incubada sob agitacéo a 37° C, as células
se preservaram em desenvolvimento pelo tempo necesséario com intencdo de que a
D.Oe00 Se encontrasse por volta de 0,3 e 0,4. Apds atingido esse tempo, a temperatura
foi reduzida para 16°C durante 30 minutos, concluido o tempo de adaptacéao foi

adicionado o indutor IPTG a uma concentracéo final de 0,5 mM. A cultura permaneceu
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incubada por 16 horas sob agitacdo a 16°C (overnight), no dia seguinte o cultivo
celular foi centrifugado a 3.800 g por 5 minutos, logo em seguida o sobrenadante foi
descartado e as células foram imediatamente armazenadas a -20° C até o0 momento
da purificagdo. Com finalidade de verificar a comprovacédo da expresséo proteica,
pouco antes da etapa de centrifugacdo foram aliquotadas fracbes para realizar

eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicéo desnaturante (SDS- PAGE).

5.2 LISE CELULAR E PURIFICACAO PROTEICA

O sedimento celular contendo o plasmideo recombinante pLHSarsCoV2-N
superexpresso foi lisado e purificado conforme descrito por Huergo (2006), por
cromatografia de afinidade em uma coluna 5mL Hi-Trap-Chelating-Ni* (GE
Healthcare). O sedimento celular correspondente a 100mL de cultivo foi
ressuspendido em 10mL de tamp&o de sonicacao (50mM Tris-HCI pH8; 100mM KCI;
10mM Imidazol). Posteriormente, as células foram lisadas por sonicagdo em banho de
gelo com um ciclo de 8 minutos, pulso de 15 segundos e repouso de 15 segundos a
uma amplitude de 35%. Apoés realizado a lise celular o extrato foi centrifugado a 14.000
rpm por 5 minutos e a fracao soluvel foi recuperada. Em seguida, a coluna Hi-Trap
5mL foi carregada com NiCl2 de acordo com a recomendacgdo do fabricante, e
equilibrada com 5ml do tampé&o de sonicacdo. A seguir, foi adicionado o extrato
ausente de células e a coluna foi lavada com 20mL do tampéo 1 (50mM Tris-HCI pH8;
100mM KCI; 10mM Imidazol). A elui¢do da proteina N foi executada em um gradiente
crescente de Imidazol. Foi adicionado 10 mL do tampédo 2 (50mM Tris-HCI pHS8;
100mM KCI; 50mM Imidazol), 10 mL do tampé&o 3 (50mM Tris-HCI pH8; 100mM KCI;
100mM Imidazol), 10 mL do tampao 4 (50mM Tris-HCI pH8; 100mM KCI; 300mM
Imidazol) e por fim 10 mL do tampao 5 (50mM Tris-HCI pH8; 100mM KCI; 500mM
Imidazol). Foram coletadas aliquotas de 2mL, e 20uL correspondendo a cada fragao
foi imediatamente submetida a analise de eletroforese (SDS-PAGE), as fracdes com

maiores concentracdes foram agrupadas e estocadas a 20° C.
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5.2.1 DOSAGEM DE PROTEINA

As proteinas purificadas foram quantificadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando o Reagente de Bradford (Sigma). As reacfes foram
conduzidas em microplacas de poliestireno 96 pocos (OLEN), sendo utilizados 10 pL
de amostra e 150 L de reagente. A curva padrao, foi construida utilizando albumina
bovina (BSA) em concentracdes de 0,625 a 10 pg/mL. A leitura da absorbancia foi
realizada em um leitor de placas TECAN em largura de banda de 9 nm e 25 flashes,

em 600 nm.

5.2.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SOB CONDICAO
DESNATURANTE (SDS-PAGE)

As andlises eletroforéticas de proteinas realizadas em gel de poliacrilamida sob
condicdo desnaturante foram efetuadas conforme descrito por LAEMMLI (1970), (30
g/L Tris-base; 140 g/L glicina; 10 g/L SDS) utilizando o sistema (BioRad). As amostras,
antes de serem analisadas por SDS-PAGE, foram misturadas com tampao de amostra
(2% SDS (m/v); 10% glicerol (v/v); 0,01% azul de bromofenol (v/v); 0,0625 M Tris-HCI
pH 6,8) adicionando 5% de Bmercaptoetanol (v/v) na hora do uso e aquecidas a 95°C
por 5 minutos. As eletroforeses foram conduzidas a 180-200V em tampao de corrida
1X por aproximadamente 40-50 minutos, posteriormente o gel foi corado com solucao
de azul de Coomassie e em seguida descorado com solucdo descorante. A
concentracdo de acrilamida/bis-acrilamida no gel de separac¢éo variou de acordo com
o tamanho da massa molecular das proteinas que estavam sendo analisadas. As
eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo recomendacao do
fabricante (Biorad). As solucbes foram acrescentadas e homogeneizadas de acordo
com a sequéncia e quantidades indicadas em cada tabela. Para os géis de separacao
e empilhamento foram utilizados os componentes indicados nas TABELA 1 e TABELA

2 respectivamente.
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TABELA 1: COMPOSICAO DO GEL DE SEPARAGAO PARA ANALISE DE ELETROFORESE EM GEL

DE POLIACRILAMIDA SOB CONDICAO DESNATURANTE (SDS-PAGE)

Concentracéo
Acrilamida

Componentes  7,5% 7,5% 10% 10% 125%  12,5% 15% 15%
1 gel 2 géis 1 gel 2 géis 1 gel 2 géis 1 gel 2 géis
H20 2,5mL 5mL  2,13mL 4,25mL 1,7mL  34mL 1,25mL  2,5mL
Solugdo 2 1,25mL  25mL  1,25mL  25mL  1,25mL  2,5mL  1,25mL  2,5mL
Acrilamida 30% 1 25 25mL  1,63mL  3,25mL  2,06mL  4,1mL  25mL  5mL
10% PA 50uL  100uL  50pL  100pL  50puL  100puL  50uL  100pL
TEMED 5uL 10uL 5uL 10uL 5uL 10uL 5uL 10uL

PA: persulfato de aménio e TEMED: N,N,N’,N’- Tetrametiletilenodiamina. A Solu¢éo 2 é formada por
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 e 0,3% SDS (m/v).

TABELA 2: COMPOSICAO DO GEL DE EMPILHAMENTO PARA ANALISE DE ELETROFORESE

(SDS-PAGE)

Solucgédo 3 é formada por 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 e 0,4% SDS (m/v).

Componentes 1gel  2géis
H20 1,5mL  3,0mL
Solugdo 3 0,625mL  1,25mL
Acrilamida 30% ( 375mL  0,75mL
10% PA 25uL 50uL
TEMED 2,5uL 5uL

5.3 AMOSTRAS HUMANAS

Parte das amostras utilizadas na validacdo deste estudo foram coletadas e

fornecidas pelo Hospital de Clinicas (CHC / UFPR) e Hospital Erasto Gaertner (HEG)

em Curitiba. As amostras para analise soroldgica continham soro e plasma (sangue

colhido com EDTA). Os casos positivos para COVID-19 foram confirmados pela

deteccdo de RNA do SARS-CoV-2 por gRT-PCR a partir de swabs nasofaringe. O

momento da amostragem do soro variou de 1 a 70 dias ap6s o inicio dos sintomas. A

coorte de 210 controles negativos consistia em amostras pré-pandémicas coletadas
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em 2018 pela professora Dr, Fabiane G. Rego. O Comité de Etica em Pesquisa do
CHC / UFPR (n # 30578620.7.0000.0008) e CEP / HEG (n # 31592620.4.1001.0098)
aprovou este estudo.

5.4 ELISA INDIRETO

Para o ensaio de ELISA indireto foram utilizadas microplacas de poliestireno de
fundo chato de 96 pocos (OLEN). A sensibilizacdo das placas foi realizada dispondo
como antigeno a proteina purificada nucleocapsideo (N) de SARS-CoV-2. A proteina
purificada foi diluida para uma concentracéo 2 ng/puL em tampéo Tris-HCI 50 mM (pH
8), KCI 100 mM e 10% (v/v) de glicerol, 100uL da diluicdo foram adicionados a cada
poco da placa e armazenada a 4°C (overnight) para adsor¢cdo. No dia seguinte, o
excesso de proteina nao ligado foi removido e os pocos das placas foram lavados
duas vezes com 200uL de tampé&o TBST 1x (Tris 2,42 g/L, NaCl 8 g/L e Tween 80
0,1% v/v) (pH 7,6), apos efetuado as lavagens, os po¢os das placas foram bloqueados
com 200uL de uma solucao contendo leite Molico desnatado a 3% (p/v) diluido em
TBST 1x a 4°C (overnight), para prevenir a fixacdo inespecifica de proteinas no anti-
soro.

No dia seguinte, os soros foram diluidos na concentracdo de 1/1000 em TBST
1x incluindo leite desnatado a 1% (p/v) e posteriormente 100uL de cada diluicdo foram
carregados em seus respectivos pocos da placa de ELISA prosseguindo de incubacao
por 1 hora, em seguida os poc¢os foram lavados trés vezes com 200 yL de TBST 1x e
posteriormente foi realizada a incubacdo do anticorpo secundario por 1 hora,
adicionando 100 pL a cada poc¢o o conjugado IgG-HPR anti-humano de cabra (Thermo
Scientific) diluido a 1: 3000 em TBST 1x, as incubacdes foram realizadas em
temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas trés lavagens com 200 pL de
TBST 1x, para a remoc¢ao dos anticorpos que nao reagiram com o anticorpo primario.

Para finalizar, foram adicionados 100uL do substrato cromogénio 3,3", 5,5 -
tetrametilbenzidina (TMB) a cada poco, e incubado por 10 minutos em temperatura
ambiente. A seguir a reacéao foi interrompida adicionando 100uL de HCIl 1M e foram
realizadas as leituras das densidades Opticas das amostras a 450 nm utilizando um
leitor de placas TECAN em largura de banda de 9 nm e 25 flashes. Com o objetivo de

verificar provaveis ligagBes inespecificas do anticorpo secundario com o antigeno
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adsorvido a placa, foi preparado um controle em “branco” sem a adicdo de uma
amostra soroldgica. Todas as amostras a serem investigadas foram analisadas em
duplicata, e os valores correspondentes a absorbancia de cada soro em todos os
experimentos concluidos foi a média aritmética dos valores obtidos da duplicata de

cada amostra.

5.5 ANALISE DE DADOS

Um soro positivo para COVID-19 confirmado por gRT-PCR foi usado como
controle positivo de referéncia ao longo da validacéo deste estudo. Todos os dados
foram expressos como % deste controle positivo antes da aplicacdo da Curva
caracteristica de Operacdo do Receptor, do inglés Receiver Operating Characteristic
Curve (ROC curve). O valor de corte do ensaio foi determinado expressando 0s
valores obtidos da OD450nm como porcentagem (%) do soro COVID-19 positivo
(média OD amostra*100/média OD controle positivo), o software utilizado foi o
GraphPad Prism 7.0. As analises estatisticas foram realizadas usando o teste T. Este
procedimento otimiza a interpretacdo dos resultados do ELISA quando existem
populacdes positivas e negativas bem definidas disponiveis para analise, a curva ROC
€ um gréfico da sensibilidade em comparacdo a especificidade para um sistema
classificador binério, usando varios valores de corte, permitindo que o valor de corte
que fornece o melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade seja selecionado
para o teste que estd sendo considerado (GOMEZ-MORALES et al., 2008). A
variabilidade inter-ensaio foi analisada calculando o coeficiente de variacdo (CV%) de
um soro positivo COVID-19 utilizado como referéncia ao longo do estudo, em 12
diferentes sessoes de trabalho. A variacao intra-ensaio foi medida calculando a média

do CV% obtido da duplicata de 96 amostras em 12 placas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA N DO SARS-COV-2

A proteina do nucleocapsideo € um dos principais alvos imunogénicos para a
deteccdo de anticorpos contra o SARS-CoV-2 em ensaios sorologicos, devido a sua
capacidade de desencadear uma resposta imunoldgica dominante e de longa duracéo
e por ser abundantemente expressa durante a infeccéo, além de ser consistentemente
empregada para detectar anticorpos contra outros coronavirus humanos e de animais
(RUMP et al., 2021). Neste estudo, o plasmideo recombinante contendo a sequéncia
para expressao da proteina N (pLHSarsCoV2-N) foi transformado em células de E.
coli BL21 (ADE3) e as coldnias transformadas foram cultivadas em 100mL de meio LB
e a expressao da proteina induzida com IPTG durante a noite. As células foram
coletadas, lisadas e as fracdes solavel e insollvel do extrato celular foram analisadas
em géis SDS-PAGE-12%. A proteina N foi superexpressa e nao apresentou
problemas quanto a solubilidade e obteve o tamanho esperado conforme indicado em
outras literaturas, de aproximadamente 46kDa (GUO et al., 2020b; TOZETTO-
MENDOZA et al., 2021; ZENG et al., 2020) (FIGURA 6).
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FIGURA 6: PERFIL ELETROFORETICO DA EXPRESSAO DA PROTEINA N-SARS-COV-2 EM E.coli
BL21.

Linha 1. Extrato celular induzido por IPTG em E. coli BL21 contendo o plasmideo pLHSarsCoV2-N que
expressa a proteina N com aproximadamente 46kDa. MW padréo de massa molecular em kDa. Analise
por SDS-PAGE (10%) e coloragdo com Coomassie Blue.
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A fracdo soluvel foi aplicada em cromatografia de afinidade em uma coluna Hi-
Trap-Chelating-Ni** (GE Healthcare). A eluicdo foi realizada em um gradiente
crescente de imidazol (50, 100, 300 e 500mM). A proteina N foi eluida em quase todas
as fracbes sendo o pico de eluicdo obtido com 300mM de imidazol (FIGURA 7). As
fracGes contendo as maiores concentracdes de proteina purificada foram separadas

e armazenadas. O rendimento foi de aproximadamente 8 mg por 100mL de cultura.

Gradiente Imidazol
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FIGURA 7: PERFIL ELETROFORETICO DAS FRACOES OBTIDAS DURANTE A PURIFICACAO DA
PROTEINA N-SARS-CoV-2.

A purificagdo do extrato celular induzido por IPTG em E. coli BL21 contendo o plasmideo
pLHSarsCoV2-N foi realizada injetando o extrato induzido solGvel (EB) em coluna Hi-Trap-Chelating de
5 mL obtendo aliquotas de 2mL. As proteinas que ndo ligaram na coluna estdo mostradas na fracéo
nao ligado (NL). Fracdo de lavagem (ndo ligada a coluna) (LV). (S) é a fracdo soluvel (sobrenadante).
(IN) é frag&o insoluvel (precipitado). As proteinas ligadas foram eluidas em um gradiente crescente de
imidazol (50, 100, 300 e 500mM). As fragc6es contendo as maiores concentracfes de proteina purificada
foram separadas e armazenadas. Analise por SDS-PAGE (10%) e coloracdo com Coomassie Blue.

6.2 PADRONIZACAO DAS CONDICOES PARA REALIZACAO DE ELISA INDIRETO

Com finalidade de padronizar o ensaio de ELISA indireto a fim de investigar a
presenca de IgG reativo para a proteina N-SARS-CoV-2, uma placa de poliestireno de
96 pocos (OLEN) foi sensibilizada com a proteina N purificada a uma concentracéo
de 2 ng/pl em tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8), KCI 100 mM e 10% (v/v) de gliceral,
durante a noite. Esta placa foi utilizada para realizar uma diluicdo seriada de um soro
obtido de um paciente controle (COVID-19) positivo confirmado por gRT-PCR e um
soro controle negativo coletado antes da pandemia (2018), com o objetivo de
determinar a diluicdo soroldgica ideal para os ensaios de validagcdo. Os soros
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selecionados foram diluidos em série nas concentracées de 1/100 até 1/100.000. O
soro controle positivo demonstrou forte reacdo com a proteina N mesmo em elevadas
condicbes de diluicdes (FIGURA 8A). Por outro lado, o soro controle negativo
apresentou apenas um background baixo de reagdo cruzada em baixas diluicdes
(FIGURA 8B).

Diluigdo seriada

——

100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200 102400

A Controle Positivo ?v . > 7\

B Controle Negativo

FIGURA 8: COMPARAQAO DO PERFIL DE DILUI(;AO DO CONTROLE POSITIVO E CONTROLE
NEGATIVO NO ELISA INDIRETO.

(A) o soro de um caso COVID-19 positivo e (B) um soro de controle negativo pré-pandémico foram
diluidos em série e analisados usando ELISA indireto, os dados foram registrados fotograficamente. O
caso positivo demonstrou forte reagdo com a proteina N até 1/25,600 e o controle negativo apresentou
apenas um background baixo de reacdo cruzada em baixas dilui¢cdes.

A resposta da absorbancia da densidade 6ptica bruta (0.D450nm) em relacéo
ao log da diluicdo reciproca do controle positivo foi linear entre as diluicbes de 1/400
a 1/25,600 com R2=0,995. As linhas tracejadas indicam o inicio da queda logaritmica
dos picos de deteccédo do IgG reativo no soro do controle positivo e mostram a queda
de sinal de background para o controle negativo, apontando a diluicdo ideal para
ensaios, a diluicdo de 1/1.000 foi utilizada nos demais ensaios (FIGURA 9).
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FIGURA 9: RESPOSTA DA DENSIDADE OPTICA BRUTA EM RELACAO A DILUICAO RECIPROCA.
(A) os dados derivado do caso COVID-19 positivo foram expressos em valores de densidade 6ptica
(0.D450nm) e comparados com a diluicdo reciproca, (B) os dados derivado do controle negativo foram
expressos em valores de densidade Optica (0.D450nm) e comparados com a diluicdo reciproca. As
linhas tracejadas indicam o inicio da queda logaritmica dos picos de deteccdo do IgG reativo no soro
positivo e no sinal de background no soro negativo explicando a diluicdo usada neste estudo (1/1000).

6.3 VARIACAO INTER E INTRA-ENSAIO

De acordo com o guia de protocolos “The ELISA Guidebook” a evidéncia de
que um imunoensaio ELISA seja capaz de ser repetido é necessaria para seu posterior
desenvolvimento. Para alcancar este propésito € fundamental calcular a variacéo inter
e intra-ensaio usando amostras iguais em placas diferentes e em dias diferentes. E
recomendado que o teste em desenvolvimento tenha sido realizado em pelo menos
10 ocasides separadas, apresentando um CV% igual ou inferior a 15% para os valores
de OD bruta, este valor vai indicar repetibilidade adequada durante a fase de
desenvolvimento do ensaio (CROWTHER, 2009).

A variabilidade inter-ensaio foi determinada calculando o coeficiente de
variacao (CV%) de um soro positivo COVID-19 utilizado como referéncia ao longo do
estudo, em 12 diferentes sessdes de trabalho. A variacdo intra-ensaio foi medida
calculando a média do CV% obtido da duplicata de 96 amostras em 12 placas. O CV%
inter-ensaio foi de 10,3% (mesma amostras executada em um total de 12 placas
diferentes em duplicata). Contudo, cabe ressaltar que a placa (numero 12)
permaneceu armazenada com o antigeno revestido por 3 meses e 17 dias na
geladeira (4°C a 6°C) antes de ser testada e 0 soro positivo utilizado como referéncia

apresentou uma queda no valor de OD450nm (1,8 OD450) equivalente a 15% em
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relacdo a média final calculada do soro positivo nas outras 11 sessfes de trabalho
(2,4 OD450) (TABELA 3). Caso fosse considerar somente as placas revestida com
antigeno dentro de 3 meses de armazenamento o CV% inter-ensaio seria de 7,2%. O
CV% médio intra-ensaio foi de 7,6% (CV% médio foi obtido a partir de 96 amostras
em duplicata x 12 placas).

Nossos achados demonstram confianca de que o método possa ser
reproduzido em ocasides futuras, por exemplo Kréhling et al., (2021) desenvolveram
um ELISA indireto para detectar a soroconversao de SARS-CoV-2 direcionados contra
proteina S (subunidade S1) os resultados dos valores de variabilidade foram
semelhantes ao do presente estudo, os autores afirmaram que o ELISA anti-SARS-
CoV-2 S1 provou ser reprodutivel e preciso exibindo compatibilidade com os padrdes
geralmente aceitos de variabilidade intra e inter-ensaio de ndo mais que 15%, o0 ensaio
desenvolvido apresentou nimeros de variabilidade intra-ensaio de 5,3% e inter-ensaio
10,1% (CV%) dos valores de OD. Em uma outra situacdo nossos resultados de
variabilidade superaram a validacdo realizada por Meyer et al.,, (2020) de um
imunoensaio sorolégico para SARS-CoV-2 comercialmente disponivel, no estudo foi
avaliado a precisdo de um imunoensaio Euroimmun SARS-CoV-2 IgG, a variacéo
inter-ensaio foi de 15,6%, segundo 0s autores a imprecisao inter-ensaio foi devido as
limitacBes de corte de soropositividade do fabricante.

Uma preocupacéo adicional é a variagdo potencial de lote para lote entre os
testes, o que leva a necessidade de validacdo repetida para cada lote usado.
Conforme apresentado na TABELA 3 o ELISA indireto para detectar soroconversao
de IgG SARS-CoV-2 desenvolvido neste estudo apresentou alta reprodutibilidade com
placas sendo revestidas com preparacdes de proteinas diferentes (3 lotes). Ensaios
de longo prazo s&o necessarios para garantir dados mais concretos de estabilidade,
no entanto estudos iniciais indicaram boa estabilidade em até 107 dias de
armazenamento a (4°C a 6°C), apesar de ter apresentado queda no sinal bruto da
OD450 essa baixa ndo afetou significativamente os resultados uma vez que o teste

possui correcao da OD em % através de um calibrador interno.
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TABELA 3: CONTROLE DE ESTABILIDADE PLACAS DE ELISA INDIRETO E MEDIA OD450 SORO
POSITIVO COVID-19

Experimento Placa Controle (+) Média OD450 CV% Prepara placa Data de Uso Armazenagem Lote proteina

24 1 HC053 2,59 X 13/07/2020  30/07/2020 17 dias B1- Adrian
30 2 HC053 2,26 4,02 13/07/2020  30/07/2020 17 dias B1- Adrian
31 3 HC053 2,27 7,82 13/07/2020  03/08/2020 21 dias B1- Adrian
32 4 HC053 2,23 2,94 13/07/2020  04/08/2020 22 dias B1- Adrian
33 5 HC053 2,43 6,77 13/07/2020  06/08/2020 24 dias B1- Adrian
38 6 HC053 2,51 1,26 13/07/2020  25/08/2020 43 dias B1- Adrian
53 7 HC053 2,37 1,87 17/09/2020  05/10/2020 18 dias N - | 300mM
54-P1 8 HC053 2,79 6,20 17/09/2020  08/10/2020 21 dias N - | 300mM
54-p2 9 HC053 2,68 4,40 17/09/2020  08/10/2020 21 dias N - | 300mM
55 10 HC053 2,52 2,70 17/09/2020 15/10/2020 28 dias N - | 300mM
57 11 HC053 2,43 1,40 10/09/2020  20/10/2020 40 dias LB-DESALTING
72 12 HC053 1,83 1,58 10/09/2020  27/01/2021 107 dias LB-DESALTING

Fonte: O AUTOR (2021).

6.4 VALIDACAO DO ELISA INDIRETO PARA DETECCAO SOROLOGICA DE IcG
ANTI-SARS-COV-2

A validacédo do ensaio ELISA para detectar soroconversdo de SARS-CoV-2 em
humanos consistiu em um estudo de coorte abrangendo um painel de 140 casos
positivos de COVID-19 confirmados pelo método gRT-PCR e 210 controles negativos
pré-pandémicos (coletados em 2018). Os soros de controles pré-pandémicos
produziram apenas sinais de fundo que foram claramente distinguidos dos casos de
COVID-19 confirmados por gRT-PCR (FIGURA 10A). O valor de corte do ensaio foi
determinado expressando os valores obtidos da OD450nm como porcentagem (%) do
soro COVID-19 positivo (média OD amostra*100/média OD controle positivo). Para
validacéo do diagnostico optamos por usar como valor de corte 12,5% (FIGURA 10B),
nesta faixa o método opera com 90% de sensibilidade (IC 95%: 83,79% - 94,42%) e
98,1% de especificidade (IC 95%: 95,20% - 99,48%) conforme indicado na figura 11B.
Amostras que obtiveram seus resultados superior a esse valor foram consideradas
positivas. Esse valor de corte em termos de OD é equivalente a aproximadamente 0,3
e esta em conformidade com outros estudos desenvolvidos utilizando o mesmo
formato de deteccdo para soroconversédo de SARS-CoV-2 em humanos
(ALANDIJANY et al., 2020; KRAHLING et al., 2021).
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FIGURA 10: ANALISES CARACTERISTICAS DE OPERACAO DO RECEPTOR (ROC).

(A) a OD450 foi expressa como % do soro COVID-19 positivo que foi utilizado como referéncia ao longo
da validacéo. O estudo de coorte abrangeu 210 controles negativos pré-pandémicos (em verde), e 133
casos de COVID-19 confirmados por gRT-PCR (em vermelho). (B) o valor de corte definido foi
determinado expressando os valores obtidos da OD450 como % do soro COVID-19 positivo, 0 ponto
de corte final foi considerado 12,5% onde o método operou com 90% de sensibilidade e 98% de
especificidade.

De acordo com o valor de corte escolhido, 1,9% (4 amostras) das 210 amostras
de controles negativos pré-pandémicos reagiram falso positivamente com o antigeno
N-SARS-CoV-2. A idade dos pacientes controles negativos pré-pandémicos variou de
21 a 86 anos (com média de 62 anos). E provavel que grande parcela desses
individuos j& tenha experimentado infecgbes anteriores com outros coronavirus
humanos, entre eles, os Alphacoronavirus NL63, 229E, Embecovirus OC43, HKU1
que ocasionam doenca respiratéria leve recordando a um resfriado comum. Desta
maneira, os dados supbem que o ELISA indireto desenvolvido manifesta reatividade
cruzada desprezivel para 1gG gerado contra coronavirus humanos do resfriado
comum. No entanto, € importante ressaltar que foram detectadas 4 amostras
classificadas como falso positivo dentro as amostras pré-pandémicas e isto poderia
ser explicado por reatividade cruzada dessas amostras para IgG reativo contra
coronavirus do resfriado comum.

Entre os casos de COVID-19 confirmados por qRT-PCR é importante ressaltar,

32 amostras encontravam-se em estagio inicial da infeccéo ( <10 dias ap0s a deteccéo
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por PCR) e isso pode explicar a baixa sensibilidade. Na verdade, se apenas as
amostras coletadas <10 dias ap6s a deteccdo de PCR fossem consideradas, a
sensibilidade do ensaio cairia para 81%. Também vale a pena mencionar que 40
amostras da coorte positiva para COVID-19 eram de casos de COVID-19
assintomaticos / leves que sdo conhecidos por induzir resposta humoral inferior a
infecgbes por SARS-CoV-2. De fato, nossa andlise confirmou que o sinal de 1gG foi
significativamente menor em pacientes COVID-19 leves em ralacdo a caso
hospitalizados (FIGURA 11).
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FIGURA 11: COMPARACAO ENTRE OS CASOS DE COVID-19 LEVE E HOSPITALIZADOS.
Comparacao entre o sinal de IgG reagindo com a proteina do N - SARS-CoV-2 em casos COVID-19
confirmados por qRT-PCR leve (verde) e hospitalizado (vermelho). Os grupos foram comparados
usando o teste T. valor P <0,0001%.

Considerando um cenéario onde a especificidade estivesse em 99% a
sensibilidade seria reduzida para 85% e o valor de corte seria definido em 14,5%
(FIGURA 10B). Nestas condi¢gbes os resultados de falso positivo reduziriam para 2
amostras, no entanto haveria um aumento significativo de falsos negativos (21
amostras) por esse motivo optamos em validar o ensaio no corte de 12,5%. O ensaio
ELISA indireto IgG anti-SARS-CoV-2 desenvolvido operou com uma area com uma
area abaixo da curva ROC (AUC) de 0,96 (FIGURA 12).
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FIGURA 12: AREA SOB CURVA (AUC).

A curva ROC foi criada a partir dos resultados obtidos da andlise de 210 controles pré-pandémicos
negativos e 140 casos COVID-19 positivos (diluidos 1: 1000) pelo ELISA indireto. A area sob a curva
AUC foi de 0,96.

6.5 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE COM ENSAIOS
COMERCIAIS E INTERNOS E VALORES PREDITIVOS POSITIVO E
NEGATIVO

A especificidade do ELISA indireto IgG anti-SARS-CoV-2 foi medida analisando
210 amostras de controles negativos pré-pandémicos de soro humano, em qual 4
delas testaram como falso-positivasmente, com base nesses resultados, a
especificidade foi calculada em 98,1% % (IC 95%: 95,20% - 99,48%) (FIGURA 11B).
A sensibilidade do ensaio foi executada através da analise de 140 amostras de
pacientes COVID-19, 10% desse universo amostral (14 amostras) ndo reagiu
suficientemente com a proteina N a ponto de o ELISA indireto detectar a
soroconversao de IgG anti-SARS-CoV-2 baseado no valor de cut-off estabelecido
durante a validagéo do ensaio, a sensibilidade do ELISA indireto IgG anti-SARS-CoV-
2 foi calculada em 90% (IC 95%: 83,79% - 94,42%) correspondendo a 126 das 140
amostras positivas testadas (FIGURA 11B). O valor de corte em 90% de sensibilidade
e 98, 1% de especificidade apresentou concordancia com outros testes imunolégicos
desenvolvidos em laboratorios internos para deteccdo de IgG anti-SARS-CoV-2,

conforme mostrado no QUADRO 1.
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QUADRO 1: COMPRAGCAO ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE COM ENSAIOS INTERNOS
DESCRITOS NA LITERATURA

Autores Antigeno Amostras Populagéo Pais Sensibilidade % Especificidade %
Perera R et al., 2020 RBD 51 24 (RNA+) China 74 100
Alandijany A et al., 109 (RNA+) e s .
2020 S 418 109 controles () Arabia Saudita 100 (IgG) 98,4 (IgG)
SARS-CoV- 131(RNA+) e 382 -
Sapkal G et al., 2020 2 inativado 513 controles () India 92,37 (IgG) 97,9 (IgG)
99 (RNA+), 377
Freeman B et al.,2020 S 618 controles (-) e EUA 96 (IgM e IgG) 99,3 (IgM e IgG)
outros
. 88 (RNA+) e
Krahling V et al., 2020 S1 1203 1115 controles () Alemanha 95 (lgG) 97,8 (IgG)
134 (RNA%), 94
Tozetto-Mendozaet 408 controles (-) e Brasil 90,3 (IgG) 97,9 (IgG)
al., 2020
outros
Zhao R et al.,2020 S1 481 69 (RNA+) e 412 China 97,1 (IgG) 97,5 (IgG)
controles
Conzentino M et al., 133 (RNA+) e .
2021 N 343 210 controles () Brasil 90 (IgG) 98 (IgG)
90 (RNA+) e 282 .
Huergo L et al., 2021 N 372 controles () Brasil 95 (IgG) 99 (IgG)

Fonte: O AUTOR (2021).

O valor de corte utilizado durante a validacdo do ensaio ficou dentro dos
critérios estabelecidos pela Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servicos
Humanos dos Estados Unidos Food and Drug Administration (FDA) para testes de
anticorpos anti-SARS-CoV-2. Onde se diz que se um teste imunolégico foi avaliado
com numeros superiores a 30 controles COVID-19 confirmados por gRT-PCR e 75
controles pré pandémicos e os limites mais baixos dos intervalos de confianga de 95%
forem maiores do que seria mostrado nesta ocasido € consideravel aceitavel para
testes que detectam apenas anticorpos IgG: estimativas ndo inferiores a 93% para
especificidade e ndo inferior a 87% para sensibilidade.

Na situacao atual, onde a prevaléncia € baixa na maioria dos lugares e grupos
testados, a especificidade dos testes é crucial. Em uma situacdo exemplificada por
Keller e Jenny (2020) se um teste tem especificidade de 98% mesmo que ninguém
esteja infectado, o teste indicaria erroneamente 2% das pessoas testadas como
positivas; ja se a especificidade for de 99,9% o teste apontaria falsamente apenas
0,1% de pessoas infectadas (VOGL; LEVIATAN; SEGA, 2021).
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Levando em conta essas considera¢cdes estimamos dois cenarios de valor corte
em um exemplo contendo uma populacdo de 1,000 testes com prevaléncia de 5%.
Aplicamos os valores de corte de 90% de sensibilidade e 98% de especificidade
(utilizado durante a validagdo) e 85% de sensibilidade e 99% de especificidade
(cenario com especificidade melhorada) e calculamos o numero de falso positivos. O
namero de falso positivos no corte com 98% de especificidade foram
substancialmente maiores com 19 casos, enquanto em 99% de especificidade o
namero foi de 9 casos. Tendo em vista que desses 1,000 testes apenas 50 séo
positivos, a 90% de sensibilidade o teste indicaria como falso negativos 5 casos e em
85% de sensibilidade 7,5 casos, numeros relativamente semelhantes. Esses
resultados indicam que conforme a prevaléncia de COVID-19 for aumentando na
populacdo o valor de corte do ensaio desenvolvido pode ser alterado para que se
obtenha acuracia melhorada e assim nao forneca resultados de falso positivos e/ou
falso negativos exagerados.

Embora a sensibilidade e a especificidade sejam importantes, os testes
também sdo descritos através de seus valores preditivos positivo e negativo (PPV e
NVP), conforme a FDA essas medidas séo calculadas usando a sensibilidade do teste
e sua especificidade utilizando uma suposicéo sobre a prevaléncia de individuos na
populacao que tenha anticorpos contra SARS-CoV-2. O PPV e NVP auxiliam aqueles
que estdo interpretando os testes a entender a prevaléncia de individuos com
anticorpos em uma populagéo e fornece a uma pessoa que recebe um resultado
positivo a probabilidade de que tenha realmente resposta humoral contra o patégeno
investigado, como também a probabilidade de que uma pessoa que receba resultado
do teste negativo ndo tenha desenvolvido anticorpos contra o patdogeno (EUA
Authorized Serology Test Performance, 2021).

Em agosto de 2020 cerca de 47 testes de anticorpos comerciais foram
aprovados pela FDA sob a autorizacdo de uso de emergéncia nos Estados Unidos,
como critério de analise foi estabelecido investigar a performance de desempenho
desses testes assumindo uma prevaléncia de 5% na populagéo para célculos de PPV
e NPV. Desta forma, comparamos a performance do ELISA IgG anti-SARS-CoV-2
elaborado neste estudo com alguns dos principais ensaios aprovados pela agéncia.

Assumindo prevaléncia de 5% os imunoensaios comerciais DiaSorin, Abbott e

Quanterix Corporation apresentaram numeros de PPV e NPV analogos ao do
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presente estudo, utilizando valor de corte em 85% de sensibilidade e 99% de

especificidade como apresentado no QUADRO 2.

QUADRO 2: COMPRAGAO ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE, PPV E NPV EM PREVALENICA
5% COM ENSAIOS COMERCIAIS APROVADOS PELA FDA (EUA)

210 controles (-)

Desenvolvidor Antigeno Amostras Sensibilidade % Especificidade % PPV prevalénica 5% NPV prevalénica 5%

Emory Med_mal s 30 (RNA+); 638 100 96.4 59.3 100
Laboratories controles (-)

EUROIMMUN S 30 (RNA); 80 90 100 100 95,5
controles (-)

Quanterix Corporation S 28 (RNAt); 496 100 99,2 86,7 100
controles (-)

Kantaro Biosciences S 235 (RNA); 99,1 99,6 93,7 100

284 controles (-)

29 (RNA+);

Roche N 5,272 controles (- 100 99,8 96,5 100

)

Abbott N 34 (RNA+)100 100 99 84 100
controles (-)
122 (RNA®);

DiaSorin S 2,473 controles (- 91,8 99,3 86,9 99,6

)
ELISA UFPR-Litoral N 140 (RNA%); 90 98,1 70 99
210 controles (-)
ELISA UFPR-Litoral N 50 (RO 85 99 82 99

Fonte: O AUTOR (2021).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de um ensaio imunolégico genuinamente nacional é
indispensavel para o controle da COVID-19 no Brasil, como também suprir a
dependéncia tecnoldgica. Em resumo, neste trabalho foi desenvolvido um ELISA
indireto para detectar anticorpos IgG dirigidos contra a proteina do Nuclecapsideo de
SARS-CoV-2 em soro e/ou plasma humano, o ensaio utiliza um protocolo de baixo
custo que pode ser empregado em larga escala para rastrear casos de COVID-19. O
teste desenvolvido apresenta alta especificidade e sensibilidade com acuracia
analoga a de kits comercialmente disponiveis registrados pela Agéncia Federal do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos Food and Drug
Administration (FDA). O teste desenvolvido é um possivel candidato para kit comercial
e possibilita determinar a taxa de infeccdo da populacdo. Conforme exposto por
Ainsworth et al., (2020) um ensaio otimizado medindo anticorpos contra a proteina do

nucleocapsideo pode ser relevante para a vigilancia da doenca.

Conclusoes:

=

A proteina N do SARS-CoV-2 foi purificada em um Gnico passo com

elevado rendimento (aproximadamente 8 mg por 100mL de cultura);

2. Foi desenvolvido um ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica Elisa indireto
utilizando a proteina do Nucleocapsideo como antigeno para deteccao
de IgG anti-SARS-CoV-2, o qual apresentou sensibilidade de 90% e
especificidade de 98%;

3. As placas revestidas com antigeno permaneceram estaveis por até 107
dias a 4°C;

4. O método ELISA descrito € um excelente candidato para ser produzido

em escala massiva a fim de rastrear casos de COVID-19;
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ANEXO 1-DADOS BRUTOS DE VALIDACAO CASOS COVID-19

% HCO053

157-D3 0,10 0,00 1,19 4,04
44 0,11 0,00 0,94 4,50
61 0,15 0,01 6,90 5,82

111-D10 0,16 0,00 1,36 6,24
66 0,17 0,00 0,50 6,75
216 0,19 0,04 19,70 7,00
54 0,20 0,00 1,10 7,94
42 0,21 0,03 13,10 8,34

88-09/07 0,18 0,02 11,62 9,96
151 0,27 0,02 5,70 10,00
183-20/07 0,19 0,00 2,11 10,60
70 0,29 0,00 0,10 11,66
222 0,33 0,02 5,00 12,00
225 0,33 0,05 15,50 12,00

64 0,33 0,00 0,36 13,10

26 0,32 0,01 3,17 13,35
142 0,35 0,00 1,00 13,35

28 0,30 0,01 3,68 13,35

45 0,34 0,02 7,02 13,35

25 0,32 0,03 10,36 13,54

71 0,36 0,01 2,91 14,48
162-D3 0,38 0,03 7,63 14,96
163-14/07 0,28 0,02 5,67 15,11
73 0,38 0,01 3,91 15,16

80-D3 0,28 0,01 4,61 15,49
169 0,44 0,06 13,00 16,00
52 0,40 0,04 11,06 16,01
51 0,41 0,00 0,97 16,27
23 0,39 0,03 7,00 16,50

109-D3 0,30 0,03 9,69 16,61
68 0,42 0,00 0,96 16,68
10 0,40 0,01 2,06 16,73
172 0,45 0,03 5,70 17,00
63 0,47 0,00 0,14 18,51
13 0,44 0,03 6,15 18,58
22 0,44 0,04 9,04 18,70
207 0,52 0,03 5,00 19,00
642 0,43 0,07 15,35 19,04
226 0,56 0,03 6,00 21,00
49 0,54 0,04 6,58 21,55
160 0,61 0,10 15,80 22,00




229 0,58 0,06 10,40 22,00
104 0,56 0,04 6,64 22,15
93 0,56 0,02 3,91 22,33
53 0,57 0,05 8,37 22,49
67 0,57 0,02 3,57 22,59
155-D10 0,42 0,02 4,41 22,66
32 0,54 0,11 24,00 22,98
31 0,55 0,14 24,92 23,28
172-D10 0,59 0,02 2,60 23,70
241=18/06 0,43 0,02 4,96 23,73
121 0,65 0,03 5,00 24,00
94-D10 0,60 0,02 2,97 24,10
76 0,61 0,01 1,14 24,25
95-29/06 0,45 0,03 5,63 24,53
42-D5 0,62 0,01 1,44 24,58
29 0,60 0,06 10,99 25,04
98 0,64 0,03 4,24 25,24
184-D10 0,67 0,01 1,75 26,51
80 0,69 0,02 3,42 27,32
46 0,70 0,03 4,39 27,69
213 0,75 0,01 1,80 28,00
171-D10 0,71 0,00 0,57 28,32
235-dia26/08 0,70 0,02 2,37 28,83
650 0,66 0,05 7,02 29,01
96-D5 0,78 0,03 3,61 31,14
83-30/06 0,60 0,07 11,93 32,49
167-D5 0,83 0,02 2,56 32,97
48 0,88 0,11 12,03 34,83
178 0,97 0,06 6,40 35,00
54-D3 0,88 0,02 2,40 35,05
116 1,01 0,02 1,80 36,00
161-D7 0,96 0,00 0,15 38,43
186-D10 0,97 0,03 2,68 38,46
176 1,06 0,15 13,70 39,00
50 0,99 0,02 2,11 39,25
194-D10 1,01 0,04 4,01 40,09
644 0,94 0,01 1,30 41,46
125 1,21 0,18 14,70 43,00
646 0,99 0,01 0,78 43,88
143 1,18 0,11 9,20 44,00
141-D1 1,14 0,01 0,99 45,25
170-D10 1,15 0,01 0,89 45,80
93-D5 1,17 0,10 8,32 46,65
641 1,06 0,05 4,47 46,71
16 1,13 0,06 5,79 47,58

21 1,13 0,03 2,55 47,66
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110-D10 1,20 0,20 16,89 47,69
174 1,35 0,07 4,80 49,00
114 1,41 0,01 0,60 50,00
227 1,34 0,03 2,00 50,00
219 1,43 0,16 11,00 53,00
230 1,43 0,02 1,40 54,00

130-D10 1,29 0,02 1,49 54,10
648 1,23 0,01 0,71 54,28

83 1,38 0,03 2,03 54,97
15 1,31 0,06 4,62 55,00
158 1,46 0,18 12,40 55,00
40 1,50 0,02 1,32 59,52
224 1,61 0,08 4,70 60,00
139 1,63 0,09 5,50 61,00
167 1,69 0,18 10,40 61,00
193 1,71 0,19 11,40 61,00
132-D7 1,55 0,00 0,28 61,64
647 1,41 0,01 0,58 62,51
242-28/08 1,18 0,01 0,68 64,37
139-D5 1,54 0,06 3,79 64,53
126 1,82 0,19 10,20 65,00
150 1,80 0,24 13,10 65,00
141 1,83 0,16 8,60 66,00
194 1,77 0,05 3,00 66,00
39 1,66 0,04 2,60 66,00

128-D10 1,67 0,11 6,40 66,47
643 1,51 0,01 0,78 66,88
214 1,82 0,11 6,20 68,00
183 1,93 0,13 6,90 69,00

123-D3 1,69 0,05 3,23 70,80
101-D7 1,79 0,17 9,43 71,24
651 1,62 0,06 3,62 71,73
117 2,01 0,06 2,80 72,00

187-D10 1,95 0,00 0,07 77,64
640 1,81 0,06 3,37 80,31

126-D10 2,04 0,03 1,43 81,36
144 2,32 0,20 8,80 83,00

Marcao 2,15 83,01
649 1,91 0,02 0,84 84,57
161 2,29 0,01 0,30 85,00
164 2,33 0,07 3,00 87,00

144-D3 2,19 0,05 2,08 87,08
65-D7 2,11 0,03 1,63 88,71
132 2,57 0,16 6,20 92,00
180 2,49 0,03 1,20 93,00
220 2,51 0,11 4,30 94,00
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119 2,64 0,10 3,80 95,00
212 2,55 0,10 3,70 95,00
206 2,58 0,22 8,60 96,00
115 2,72 0,12 4,50 98,00
645 2,24 0,08 3,39 99,10
118 2,90 0,20 6,80 104,00
HCO53 2,26 0,09 4,02 99,85
HCO53 2,23 0,07 2,94 99,91
HCO53 2,51 0,03 1,26 99,95
HCO53 2,27 0,18 7,82 100,00
HCO053 2,59 100,00
HCO053 2,79 0,17 6,20 100,00
HCO053 2,68 0,12 4,40 100,00
HCO053 2,43 0,03 1,40 100,01
HCO053 2,52 0,07 2,70 100,02
HCO053 2,43 0,16 6,77 100,07
HCO53 2,37 0,04 1,87 100,09
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ANEXO 2 - DADOS BRUTOS VALIDACAO CONTROLE PRE-PANDEMICOS

2382 0,45 0,01 1,42 18,5
2381 0,41 0,01 2,58 16,8
2271 0,32 0,01 3,32 14,2
2276 0,32 0,01 4,77 13,4
2348 0,30 0,00 1,14 12,5
2386 0,30 0,02 5,44 12,5
2366 0,29 0,03 11,56 12,3

25 0,31 0,00 0,68 12,0
2349 0,29 0,04 14,37 12,0
2375 0,28 0,03 10,21 12,0
2349 0,29 0,01 3,55 11,7
2348 0,29 0,03 9,84 11,7
2306 0,28 0,05 17,51 11,6
2374 0,27 0,04 13,96 11,5
2252 0,27 0,03 10,87 11,4
2350 0,27 0,02 7,02 11,2

12 0,29 0,02 6,40 11,0
2360 0,26 0,05 20,64 11,0
2277 0,24 0,02 8,80 10,9
2302 0,24 0,01 5,45 10,8
2395 0,26 0,01 4,08 10,8
2250 0,25 0,05 20,41 10,4
2372 0,24 0,01 3,82 10,0

9 0,27 0,03 12,24 10,0

24 0,29 0,01 2,34 10,0
2251 0,24 0,01 3,02 10,0
2281 0,24 0,01 3,77 9,7
2347 0,24 0,01 3,27 9,7
2358 0,23 0,03 11,00 9,6
2408 0,23 0,00 1,93 9,5
2368 0,22 0,06 26,81 9,4
2385 0,23 0,02 10,10 9,3

11 0,24 0,00 1,30 9,0

13 0,26 0,01 4,72 9,0

16 0,25 0,02 5,92 9,0

17 0,24 0,02 7,16 9,0

19 0,25 0,02 9,10 9,0

20 0,25 0,03 10,44 9,0

40 0,25 0,01 3,65 9,0
2415 0,22 0,02 8,08 9,0

18 0,21 0,00 2,56 8,9
2353 0,21 0,03 12,68 8,9
2351 0,22 0,02 10,83 8,9




2350 0,22 0,02 7,37 8,8
2377 0,21 0,01 2,97 8,8
2402 0,21 0,01 5,89 8,8
2351 0,21 0,04 19,79 8,7
2393 0,21 0,00 2,36 8,5
2261 0,19 0,00 2,52 8,4
2407 0,21 0,00 0,55 8,4
2262 0,19 0,00 1,67 8,4
2416 0,20 0,01 4,40 8,4
2420 0,20 0,02 8,41 8,4
2369 0,20 0,02 11,80 8,4
2289 0,20 0,02 9,81 8,3
2293 0,18 0,01 6,06 8,2
2352 0,19 0,01 7,21 8,1
2388 0,20 0,00 0,00 8,1
2414 0,20 0,01 4,22 8,1

2 0,22 0,01 4,98 8,0

3 0,23 0,00 1,09 8,0

10 0,21 0,01 3,90 8,0

18 0,23 0,00 1,51 8,0

22 0,21 0,00 1,63 8,0

23 0,22 0,03 12,97 8,0

31 0,22 0,01 3,03 8,0

38 0,20 0,01 5,61 8,0

41 0,21 0,00 1,19 8,0

43 0,22 0,01 4,98 8,0
2324 0,19 0,01 4,20 8,0
2403 0,19 0,01 7,77 7,7
2322 0,19 0,01 4,55 7,7
2364 0,18 0,02 13,02 7,7
2363 0,18 0,03 15,50 7,7
2394 0,19 0,01 6,10 7,7
2361 0,139 0,006 4,621 7,6
2405 0,18 0,01 4,90 7,5
2357 0,18 0,02 10,20 7,5
2391 0,18 0,00 0,31 7,4
2294 0,17 0,01 7,06 7,4
2417 0,18 0,00 2,37 7,4
2390 0,18 0,01 7,81 7,3
2308 0,18 0,02 11,95 7,3
2257 0,18 0,00 1,57 7,2
2383 0,18 0,01 2,90 7,2
2345 0,18 0,01 6,42 7,2
2400 0,17 0,01 4,50 7,2
2335 0,18 0,01 4,41 7,2
2413 0,17 0,01 3,39 7,1
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2278 0,17 0,00 2,67 7,1
2283 0,17 0,00 2,19 7,1
2359 0,17 0,00 2,11 7,0
2307 0,17 0,25 147,88 7,0
2274 0,17 0,01 5,61 7,0

1 0,21 0,02 7,94 7,0

4 0,19 0,01 3,75 7,0

7 0,20 0,01 5,49 7,0

14 0,20 0,01 6,80 7,0

21 0,19 0,01 5,48 7,0

27 0,19 0,01 3,90 7,0
2279 0,17 0,02 12,07 7,0
2422 0,17 0,00 1,67 7,0
2411 0,17 0,00 2,40 6,9
2300 0,15 0,02 13,64 6,9
2365 0,16 0,03 17,84 6,8
2275 0,16 0,02 11,60 6,8
2419 0,16 0,00 1,29 6,7
2424 0,16 0,00 0,61 6,7
2290 0,16 0,04 22,44 6,7
2291 0,15 0,01 3,73 6,6
2264 0,15 0,01 5,81 6,6
2249 0,16 0,01 4,05 6,6
2285 0,16 0,01 5,59 6,6
2313 0,16 0,00 2,40 6,6
2276 0,16 0,01 4,85 6,5
2399 0,16 0,00 3,03 6,5
2389 0,16 0,00 2,99 6,4
2370 0,15 0,01 8,62 6,4
2352 0,16 0,01 8,08 6,4
2410 0,15 0,01 9,42 6,4
2373 0,15 0,02 10,81 6,4
2396 0,15 0,01 3,89 6,4
2376 0,15 0,00 1,97 6,3

17 0,15 0,01 5,77 6,3
2260 0,14 0,01 7,36 6,3
2305 0,15 0,07 43,28 6,3
2298 0,14 0,00 1,98 6,2
2311 0,15 0,00 1,87 6,2
2254 0,16 6,2
2255 0,16 6,2
2325 0,15 0,02 14,81 6,1
2287 0,15 0,02 10,39 6,1

5 0,16 0,01 7,35 6,0

8 0,17 0,01 5,20 6,0

26 0,15 0,01 5,00 6,0
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28 0,15 0,03 17,09 6,0

29 0,16 0,03 15,67 6,0

30 0,17 0,01 4,87 6,0

35 0,17 0,01 3,78 6,0

36 0,15 0,00 1,28 6,0

39 0,15 0,00 2,55 6,0
2299 0,13 0,00 2,06 6,0
2323 0,14 0,01 4,31 5,9
2353 0,15 0,01 3,78 5,9
2256 0,13 0,00 1,08 5,8
2265 0,13 0,01 8,24 5,7
2321 0,14 0,03 18,54 5,7
2269 0,14 0,03 21,26 5,6

19 0,13 0,00 3,31 5,6
2339 0,14 0,01 3,82 5,5
2343 0,14 0,00 0,05 5,5
2326 0,13 0,00 2,17 5,4
2344 0,13 0,00 2,05 5,4
2310 0,13 0,00 0,22 5,3
2425 0,13 0,01 10,59 5,3
2337 0,13 0,01 4,93 5,2
2263 0,12 0,01 4,53 5,2
2320 0,13 0,04 30,33 5,2
2371 0,12 0,01 6,35 5,1
2282 0,12 0,02 15,66 5,1
2296 0,11 0,02 16,75 5,0
2288 0,12 0,01 8,54 5,0
2268 0,12 0,01 10,70 5,0

6 0,13 0,01 8,99 5,0

34 0,14 0,00 3,25 5,0

37 0,14 0,00 2,30 5,0

42 0,14 0,00 3,13 5,0
2295 0,11 0,00 1,71 5,0
2392 0,12 0,00 0,58 5,0
2270 0,12 0,00 3,50 4,9
2421 0,12 0,01 5,95 4,9
2266 0,11 0,01 5,51 4,9

20 0,11 0,01 10,19 4,8
2272 0,11 0,00 2,75 4,7
2267 0,11 0,00 0,82 4,6
2257 0,10 0,01 5,28 4,6
2354 0,11 0,01 8,77 4,6
2384 0,11 0,00 4,07 4,5
2314 0,11 0,01 10,23 4,5
2398 0,11 0,00 0,65 4,5
2356 0,11 0,01 11,27 4,4
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2418 0,11 0,00 3,89 4,4

2397 0,11 0,00 3,25 4,4

2273 0,10 0,01 7,73 4,4

2332 0,11 0,00 2,13 4,4

2304 0,10 0,01 14,22 4,3

2367 0,10 0,01 10,27 4,3

2319 0,10 0,03 25,47 4,3

2330 0,10 0,01 5,67 4,2

2303 0,10 0,04 36,38 4,2

2401 0,10 0,00 1,18 4,2

2312 0,10 0,01 12,97 4,2

2258 0,09 0,02 26,64 4,0

2297 0,09 0,00 1,81 4,0

15 0,12 0,01 10,68 4,0

33 0,11 0,01 4,91 4,0

44 0,12 0,01 3,89 4,0

2343 0,10 0,01 11,20 4,0

2347 0,10 0,01 8,24 4,0

2286 0,09 0,00 2,77 3,8

2309 0,09 0,00 3,19 3,6

2327 0,09 0,00 0,08 3,6

2346 0,09 0,00 4,11 3,6

2406 0,09 0,00 3,07 3,6

2345 0,09 0,00 2,67 3,6
Branco sem soro 0,08 0,01 10,25 3,6
2333 0,09 0,00 4,83 3,6

2301 0,08 0,00 0,99 3,5

2340 0,09 0,00 3,05 3,4

2331 0,08 0,00 2,78 3,4

2292 0,07 0,01 9,61 3,3

2412 0,08 0,00 1,06 3,3

2328 0,08 0,00 1,16 3,3

2346 0,08 0,00 1,47 3,3

2336 0,08 0,00 2,62 3,1

2362 0,07 0,01 11,27 3,0

32 0,09 0,00 3,78 3,0

2344 0,07 0,01 13,70 3,0

2341 0,07 0,00 2,68 2,9
Branco sem soro 0,07 0,01 9,21 2,9
2334 0,07 0,00 3,05 2,8

2387 0,07 0,01 9,89 2,7
Branco sem soro 0,06 0,00 1,20 2,6
Branco sem soro 0,06 0,01 17,06 2,6
2342 0,06 0,00 7,98 2,5
Branco sem soro 0,06 0,00 2,13 2,4
Branco sem soro 0,06 0,00 3,23 2,3

66



Branco sem soro 0,05 0,00 5,60 2,2
Branco sem soro 0,05 0,00 1,06 2,1

ANEXO 3 - ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA PRE-PRINT MEDRXIV
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ABSTRACT

Serological assays are important tools to identify previous exposure to SARS-CoV-2, helping
to track COVID-19 cases and determine the level of humoral response to SARS-CoV-2 infections
and/or immunization to future vaccines. Here the SARS-CoV-2 nucleocapsid protein was expressed in
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Escherichia coli and purified to homogeneity and high yield using a single chromatography step. The
purified SARS-CoV-2 nucleocapsid protein was used to develop an indirect enzyme-linked
immunosorbent assay for the identification of human SARS-CoV-2

seroconverts. The assay sensitivity and specificity were determined analyzing sera from 140
PCRconfirmed COVID-19 cases and 210 pre-pandemic controls. The assay operated with 90%
sensitivity and 98% specificity; identical accuracies were obtained in head-to-head comparison with
a commercial ELISA kit. Antigen coated plates were stable for up to 3 months at 4°C). The ELISA
method described is ready to mass production and will be an additional toll to track COVID-19 cases.

INTRODUCTION

In December 2019, health authorities in Wuhan, China, reported cases of patients with pneumonia
of unknown epidemiological causes, linked to a seafood/animal market. The pathogen in these cases
has been identified, through viral isolation, electron microscopy and RNA sequencing, as a new beta-
coronavirus called SARS-CoV-2 (Zhu et al., 2020). Shortly after its emergence in China, SARS-CoV-2
spread rapidly across the world. According to the John Hopkins University website
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html), on 01/02/2021, more than 100 million cases of COVID-19
have been registered worldwide and the disease was responsible for 2,236,000 deaths.

Serological assays are important for epidemiological surveillance studies to monitor COVID-19 cases
(Petherick, 2020). The structural Nucleocapsid (N) protein is known to be a major antigen of
coronavirus producing a strong humoral response in humans (Cheng et al., 2007). Furthermore, the
SARS-CoV-2 Nucleocapsid protein can be used as antigen to detect COVID-19 cases without significant
cross-reactivity with common cold coronavirus (den Hartog et al., 2020). Here we describe the
develop an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) which allowed accurate detection
human anti- IgG SARS-CoV-2 seroconversion.

RESULTS AND DISCUSSION

A codon optimized synthetic gene was obtained and cloned into the pET28a vector to allow
the expression of an N-terminal 6xHis tagged SARS-CoV-2 N protein in Escherichia coli BL21 (ADE3)
(Huergo et al., 2020; F. Huergo et al., 2021). The viral protein was highly expressed and remained
partially soluble in E. coli cell extracts (Fig. 1A). The protein was purified using a 5 ml His-trap affinity
column (Cytiva) followed by elution with an imidazole gradient. The His-tagged SARS-CoV-2 N protein
eluted at 300 mM of imidazole to apparent homogeneity on Coomassie stained SDS-PAGE (Fig. 1A).
Typical protein yield was 008 mg per 100 ml of culture, the antigen was stored for up to 4 months at -
20°C.

The purified N protein was diluted in buffer and used to coat 96 well polystyrene plates
overnight at 4°C. Plates were blocked with skimmed milk and serum from a COVID-19 positive case
and a negative control serum were serial diluted and placed into the wells of pre-coated plates. The
presence of 1gG reacting with the SARS-CoV-2 N protein was revealed by incubating with secondary
anti-human IgG -HPR followed by chromogenic substrate TMB. The COVID-19 positive serum showed
strong reaction with the N protein even at high dilutions (Fig. 1B). On the other hand, the negative

control serum showed only minor background cross reaction in low dilutions (Fig. 2A). The OD450nm
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response vs serum dilution of the positive serum was linear between the 1,600 to 25,600 dilutions
with R?=0.995 (Fig. 1C). This positive serum was used as a positive control throughout this study, the
inter assay CV% was 7.2% (same sample run in 12 different plates in duplicate). The mean intra assay
CV% was 7.6% (mean CV% was obtained from duplicate 96 samples x 12 plates).

Material and Methods

EXPRESSION AND PURIFICATION OF RECOMBINANT SARS-CoV-2 NUCLEOCAPSID PROTEIN (N-
PROTEIN)

A codon optimized synthetic gene expressing the full-length SARS-CoV-2 N-protein (Uniprot
QHD43423.2) was obtained and cloned into pET28a by General Biosystems (F. Huergo et al., 2021).
This plasmid was named pLHSarsCoV2-N and transformed into E. coli BL21 (ADE3) enabling the
expression of N-terminal His-tagged N-protein after induction with IPTG. The cells were growth in 100
ml LB medium at 120 rpm at 37°C to ODsoonm Of 0.4. The incubator temperature was lowered to 16°C,
after 30 min, IPTG was added to a final concentration 0.3 mM and the culture was kept at 120 rpm at
16°C over/night. Cells were collected by centrifugation at

3,000 xg for 5 min. The cell pellet was resuspended in 20 ml of buffer 1 (Tris-HCI pH 8 50 mM, KCI 100
mM, glycerol 10%). Cells were disrupted by sonication on an ice bath. The soluble fraction was
recovered after centrifugation at 20,000 xg for 20 minutes and loaded onto a 5 ml HisTrap column
(Cytiva), which had been previously equilibrated with buffer 1. The column was washed with 10 ml of
buffer 1 and bound proteins were eluted with buffer 1 containing increasing concentrations of
imidazole. The His-tagged N-protein eluted at 300 mM imidazole. The final protein preparation yield
was [0 8 mg and was homogeneous as judged by SDS-PAGE analysis. The purified protein was stored
in aliquots at 4°C for one week or at -20°C for up to four months.

HUMAN SAMPLES

Samples were collected at the Hospital de Clinicas (CHC/UFPR), Hospital Erasto Gaertner, Hospital
do Trabalhador and Secretaria Municipal de Salide de Guaratuba. Samples for serological analysis
comprised both serum and plasma-EDTA. COVID-19 positive cases were confirmed by the detection
of SARS-CoV-2 RNA by real-time RT-PCR from nasopharyngeal sample swabs. The time point of
sampling of serum ranged from 1 to 70 days after onset of symptoms. The cohort of 210 negative
controls consisted of pre pandemic samples. The

Institutional Ethics Review Board of CHC/UFPR (n# 30578620.7.0000.0008), CEP/HEG (n#
31592620.4.1001.0098) and (CEP/HT n# 31650020.5.0000.5225) approved this study.

ELISA ASSAYS

The purified SARS-CoV-2 N-protein was diluted to 2 ng/ul in 50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM
KCl, 10% (v/v) glycerol and 0.1 ml aliquots were transferred to the wells of ELISA plates (Olen) and
incubated overnight at 4°C. Unbound excess protein was removed, and wells were washed twice with
0.2 ml of 1x TBST buffer pH 7.6 (Tris 2.42 g.I'Y, NaCl 8 g.I'* and tween 80 0.1% v/v). Wells were blocked
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with 0.2 ml 3% (w/v) skimmed milk in 1x TBST overnight at 4°C. The serum was diluted at 1:1,000 in
1x TBST containing 1% (w/v) skimmed milk and 0.1 ml were loaded onto the ELISA duplicate wells
following by incubation at room temperature for 1 hour. The wells were washed three times with 0.2
ml of 1x TBST followed by incubation with 0.1 ml of antihuman IgG-HPR from goat (Thermo Fisher -
cat number 62-8420) diluted 1:3,000 in 1x TBST.

Wells were washed three times with 0.2 ml of 1x TBST. The HPR substrate TMB (Thermo Fisher - cat
number 00-2023) was added to the wells (0.1 ml). The reaction was stopped after 10 min incubation
at room temperature by addition of 0.1 ml 1M HCI. The plates were put on the top of a white light
transilluminator device and photographed. Samples were run in duplicates and data were reported
as % of a positive reference serum. The optical density was measured at 450 nm using a TECAN M
Nano plate reader (TECAN) monochromator at bandwidth 9 nm and 25 flashes.

The commercial Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG test was used following the

manufacturer’s instructions.

DATA ANALYSIS
One COVID-19 positive serum was used as a positive control and reference throughout the study. All

data were expressed as % of this positive control before applying Receiver Operating Analysis using
GraphPad Prism 7.0. Statistical analyses were performed using the t test.
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Fig 1. Purification of the SARS-CoV-2 Nucleocapsid protein and serum dilution analysis on
ELISA. A) SDS-PAGE analysis of purified His-tagged SARS-CoV-2 N protein. Lane 1, whole cell extract;
Lane 2, soluble fraction; Lane 3, insoluble fraction; Lane 4, column flow through; Other lanes,
imidazole gradient, the N protein is indicated by an arow and eluted at 300 mM imidazole. B) The
serum from a COVID-19 positive case and from a negative control were serial diluted and analyzed
using indirect ELISA, the data were recorded photographically. C) The data derived from the COVID-
19 positive case was expressed as OD values vs reciprocal dilution; the dashed line indicates the
dilution used during this study.

To validate our ELISA assay to detect SARS-CoV-2 seroconversion in human a cohort consisting
of 140 PCR-confirmed COVID-19 cases and 210 pre-pandemic negative controls were used. The pre-
pandemic control sera produced only background signal which were clearly distinguished from the
PCR-confirmed COVID-19 cases (Fig. 2A). The age of the negative cohort ranged from 21 to 86 years
of age (mean = 62). It is likely that most of these subjects had experienced prior infections with
common coronavirus (229E, NL63, OC43, and HKU which usually cause mild upper-respiratory tract
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disease, like the common cold). These data suggest that our ELISA assay shows negligible cross
reactivity for IgG raised against common coronavirus. However, it is worth mentioning that we
detected 4 reactive pre-pandemic samples whose signals were above the established cutoff thereby
being classified as false positives (Fig. 2A). Such reactivity could be potentially explained by cross
reaction with IgG raised against common coronavirus.

The ELISA method operated with an area under the ROC curve of 0.96 (Fig. 2B), the cut off the assay
was set at 90% sensitivity and 98% specificity. These values are in the same range for other SARS-
CoV-2 immunological 1gG testes described previously (Cai et al., 2020; den Hartog et al., 2020;
Rikhtegaran Tehrani et al., 2020). It is worth mentioning that among the PCR-confirmed COVID-19
cases, 32 samples were in the early stage of infection (O 10 days after PCR detection) and this may

explain the low sensitivity. Indeed, if only samples collected 010 days after PCR detection were
considered, the sensitivity dropped to 81%. It is also worth mentioning that 40 samples of the COVID-
19 positive cohort were from asymptomatic/mild COVID-19 cases which are known to induce lower
humoral response to SARS-CoV-2 infections (Long et al., 2020).

Indeed, our analysis confirmed that the IgG titer was significantly lower in mild versus hospitalized
COVID-19 patients (Fig. 2C).
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Fig 2. 19G seroconversion response to SARS-CoV-2 infection. A) The OD was expressed as % of
reference serum for negative control samples (n=210) and PCR-confirmed COVID-19 cases

(n=140). B) Receiver Operating Characteristics analysis (ROC) of the data described in A. C)
Comparison between the IgG signal reacting with the SARS-CoV-2 Nucleocapsid protein in Mild and
Hospitalized PCR-confirmed COVI-19 cases. Groups were compared using the T test.

A panel of 90 samples was analyzed in parallel by our developed ELISA and the Euroimmun
Nucleocapsid-based IgG ELISA. All the 44 pre-pandemic negative samples analyzed were negative in
both tests confirming the high specificity of the assays. Out of the 46 PCR confirmed COVID-19
samples, both testes missed 4 samples (false negatives). One sample was negative in both testes and
three samples were uniquely negative in each of the two different tests. These data support that our
ELISA performed with similar sensitivity to the commercial Euroimmun ELISA test.
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In conclusion, here we describe a high yield and simple method to purify the SARS-CoV2
Nucleocapsid antigen using only one simple affinity chromatography step. The antigen preparation
was used to develop an indirect ELISA which allowed accurate detection of SARSCoV-2 seroconversion
in humans. The developed assay is ready for mass production in order to help to track COVID-19 cases
specially in developing countries where access to molecular test is limited.
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ANEXO 4 - MEMORIAIS

INTERACOES CULTURAIS E HUMANISTICAS — ICH

As Interagbes Culturais e Humanisticas ou apenas “ICHs” como sé&o
popularmente conhecidas no setor UFPR-Litoral, sdo espacos reservados na grade
curricular que séo integrados no Projeto Politico Pedagdgico de todos os cursos do
setor litoral. As ICHs tem como objetivo primordial proporcionar interacdes de cunho
social e humanistico através dos alunos matriculados nos cursos ofertados no setor
litoral, tornando uma espago compartilhado por um grupo diverso envolvendo uma
tematica central. Ao longo da graduacao as ICHs me proporcionaram momentos e
aprendizados que com certeza completaram a bagagem de aprendizado adquirida ao

longo do curso.

LABORICH (Luciano Fernandes Huergo): Devido as demandas do projeto de
pesquisa vinculado a iniciacao cientifica, me inscrevi no ICH Laborich com o intuito de
aperfeicoar e aprender mais sobre as metodologias laboratoriais. Neste ICH
aprendemos técnicas de mensuracao de massas e volumes. Unidades de medida em
quimica. Introducdo a preparo de solugcdes, medicdo de pH. Técnicas de

espectrofotometria. Técnicas basicas de microbiologia.

BIOQUIMICH (Luciano Fernandes Huergo): Ja4 tendo em mente a area de
pesquisa e estudos em que quero me especializar, pedi para meu orientador professor
Luciano Huergo que abrisse uma ICH envolvendo a tematica de Bioquimica, tendo em
vista que a grade curricular do curso ndo abrange por completo os conceitos dessa
disciplina. Neste ICH foram ensinadas os assuntos teéricos que compdem parte da
bioquimica como: Quimica da vida, propriedades de agua, acidos nucleicos,
aminoacidos, peptideos e proteinas, enzimas e cinética enzimatica e muito mais, foi

enriquecedor.

PANDEMICH (Luciano Fernandes Huergo): Essa ICH foi totalmente
centralizada para tratar de assuntos relacionados ao novo coronavirus causador da

pandemia de COVID-19. Aprendemos sobre surgimento, estrutura, formas de
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transmissao, contagio e prevencdo. Métodos de diagndsticos e suas interpretacoes,
vacinas existentes.

O QUE E PATRIMONIO CULTURAL? PARANAGUA E SEUS BENS
CULTURAIS (EDUARDO HARDER): Essa ICH foi realizada no Museu de Arqueologia
e Etnologia (MAE/UFPR) no municipio de Paranagua. Aprendemos sobre: direitos
culturais e os estudos sobre patrimoénio cultural. O olhar interdisciplinar e os diferentes
campos de conhecimento presentes. A cidade de Paranagué e seu acervo de bens
culturais. O Centro Historico de Paranaguéa e seu tombamento pelo IPHAN e Conselho
Estadual de Patrimbénio Histérico e Artistico. Educacédo Patrimonial. Consideracdes

sobre projetos de acao cultural, editais, parcerias e termos de cooperacao.

ICH UTOPIAS E DISTOPIAS: A FICQAO CIENTIFICA NO CINEMA (Liliani
Tiepolo e Antonio Serbena): A proposta idealizada pelos professores para essa ICH
foram refletir sobre diversos aspectos de nossas sociedades por meio de um género
de filmes conhecido como Ficgao Cientifica. A ideia foi mostrar como questdes
ambientais, sociais e politicas sdo retratadas nas distopias e utopias do cinema e

associar diversos aspectos com nossas realidades contemporaneas.

PROJETOS DE APRENDIZAGEM

As ideias iniciais de projetos de aprendizagem comecgaram a surgir quando o
professor Luciano Fenandes Huergo me aceitou como seu aluno de Iniciacédo
Cientifica no Laboratério de Microbiologia Molecular da UFPR-Litoral em qual
coordena. Inicialmente desenvolvemos trabalhos com base na identificacdo
taxondmica e caraterizacdo molecular de bactérias do género Streptomyces de
isolados ambientais. Neste projeto, identificamos através do sequenciamento do gene
rDNA16s uma bactéria pertencente ao género Streptomyces que ficou denominada
anteriormente por Maria Vanaina como “Streptomyces S3”. Ao colonizar essa bactéria
em determinados meio de cultura contendo fontes derivados de celulose como fonte
de carbono, notamos a capacidade desse microrganismo em produzir enzimas
extracelular que catalisam essas moléculas de celulose, essas enzimas sdo de grande
interesse na industria de biotecnologia ja que podem ser aplicadas em mudltiplas

funcionalidades, incluindo producdo de combustiveis de segunda geracdo. Ao
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sequenciar o genoma dessa bactéria a analise confirmou a presenca de genes que
concedem a degradacédo de carboidratos como celulose, como consideracgdes finais
desse trabalho os dados forneceram suporte adicional de que o Stremptomyces S3 é
adequado para a degradacdo de polissacarideos recalcitrantes e uma fonte potencial
de enzimas biotecnoldgicas relevantes, que podem desempenhar um papel
importante para o desenvolvimento sustentavel.

Ja no ano de 2020 com o decreto imposto pela Organiza¢do Mundial da Saude
de pandemia mundial causado por um novo coronavirus denominado SARS-CoV-2,
houve a demanda gigantesca por producédo de insumos para a deteccdo da passagem
do novo coronavirus no corpo humano. Desta maneira, com os conhecimentos do
professor Luciano Huergo em bioquimica de proteinas, foi possivel produzir proteinas
recombinantes do SARS-CoV-2 no laboratério para a producdo de diagndsticos
imunologicos. Como andamento desse projeto desenvolvemos um Ensaio de
Imunoabsor¢cdo Enzimatica Indireto que resultou no meu trabalho de conclusdo de
curso, e desenvolvemos um teste rapido para a deteccdo de anticorpos IgG contra
SARS-CoV-2 que ndo havia sido descrito na literatura até o momento, os dados desse
novo método deteccao foram publicados na revista Internacional Qualis A1 “ACS
SENSORS” com o titulo de “Magnetic Bead-Based Immunoassay Allows Rapid,

Inexpensive, and Quantitative Detection of Human SARS-CoV-2 Antibodies”.
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