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RESUMO

Em 2019, surgiram os primeiros casos de pacientes acometidos pela COVID-19 na China e
logo a doenga se alastrou pelo mundo culminando em uma pandemia. Em janeiro de 2022 a
pandemia causada pelo novo coronavirus supera marcas impressionantes de nimero de casos
e mortes, sendo o Brasil o pais com 3° maior numero de casos acumulados. O novo
coronavirus possui uma proteina estrutural importante chamada Spike que ¢ amplamente
expressa ¢ sabidamente imunogénica. Em decorréncia disso, ja estdo em uso no mundo 15
vacinas que utilizam a Spike ou suas subunidades nas formulagdes vacinais, com destaque
para o seu dominio de ligacdo ao receptor. Entretanto, apesar da disponibilidade de algumas
vacinas, ainda ha uma grande parcela da populacao suscetivel as formas graves da COVID-19
e a altos niveis de contagio. Somado a isso, a disseminagao de variantes de preocupacao alerta
para o fato de que mesmo individuos vacinados, ou com infec¢ao prévia por SARS-CoV-2,
desencadeiam uma resposta humoral menos eficiente a essas cepas, remetendo a necessidade
de que a populagdo mundial tenha acesso rapidamente ao esquema vacinal completo, a fim de
minimizar os impactos causados pela doenca. Por isso, o Laboratorio de Imunobiologia junto
a um grupo multicéntrico, propde o desenvolvimento de uma vacina brasileira hipotetizando
que uma vacina de BCG recombinante expressando determinantes antigénicos das proteinas
Spike (RBD) e do Nucleocapsideo induz uma resposta humoral protetora contra o SARS-
CoV-2. Para testar esta hipotese € preciso que estejam disponiveis métodos para deteccao de
imunoglobulinas, sendo assim ¢ de grande valia o desenvolvimento desta ferramenta no
laboratorio de Imunobiologia. Baseado nesse cenario, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um teste capaz de detectar imunoglobulinas anti-Spike e anti-RBD através da
metodologia de ELISA indireto. Os ensaios foram padronizados e otimizados através da
variacdo individual de parametros como a solugcdo de bloqueio; a diluicdo do anticorpo
secundario; a diluicdo das amostras e o tempo de desenvolvimento da reagcdo enzima-
substrato. Afinal, obteve-se quatro métodos imunoenzimaticos capazes de detectar IgG anti-
SARS-CoV-2 em soro murino ou humano. Especificamente o ensaio para detec¢dao de IgG
anti-RBD murina, possibilita a titulacdo das amostras de soro e possui boas caracteristicas de
repetibilidade. Por fim, o custo estimado por amostra desse ensaio € por volta de 62x menor
que o custo de kits comercializados no mercado, o que permite o uso escalavel em
laboratdrios.

Palavras-chave: Anticorpo. Coronavirus. COVID-19. ELISA. Imunoensaio.



ABSTRACT

In 2019, the first cases of patients affected by COVID-19 were reported in China and this
disease spread around the world, culminating in a pandemic. In January 2022, the pandemic
caused by the new coronavirus overcomes impressive marks in number of cases and deaths,
Brazil being the 3rd highest country in number of accumulated cases. The new coronavirus
has an important structural protein called Spike that is widely expressed and known to be
immunogenic. Hence, 15 vaccines developed targeting Spike protein or its subunits, with
emphasis on its receptor-binding domain, are already in use worldwide. However, despite the
availability of some vaccines, there is still a large portion of the world's population
susceptible to severe forms of COVID-19 and high levels of transmission. In addition, the
dissemination of variants of concern alerts to the fact that vaccinated individuals, or even
those with previous SARS-CoV-2 infection, trigger a less efficient humoral response to these
strains, leading to the need of quick access to the complete vaccination schedule for global
population, to minimize impacts caused by the disease. Therefore, the Laboratory of
Immunobiology, together with a multicenter group, proposed the development of a Brazilian
vaccine, hypothesizing that a recombinant BCG vaccine expressing antigenic determinants of
Spike protein (RBD) and Nucleocapsid protein induces a protective humoral response against
SARS-CoV-2. In order to test this hypothesis, a method for detection of immunoglobulins
must be available, and thus the development of this tool is of great value. Based on this
scenario, the objective of this work was to develop a test capable of detecting anti-Spike and
anti-RBD immunoglobulins through an indirect ELISA method. The assays were standardized
and optimized through the individual variation of parameters such as the blocking solution;
the dilution of the secondary antibody; the dilution of the samples and the time of the enzyme-
substrate reaction. The result were four enzyme-linked immunosorbent methods capable of
detecting anti-SARS-CoV-2 IgG in murine or human serum were obtained. Specifically, the
assay for detecting murine anti-RBD IgG, allows titration of serum samples and has good
repeatability. Finally, the estimated cost per sample of this assay is around 62x lower than the
cost of commercially available kits, which allows scalable use in laboratories.

Keywords: Antibody. Coronavirus. COVID-19. ELISA. Immunoassay.
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1 INTRODUCAO

No final do ano de 2019, comecaram a surgir casos de pacientes acometidos por
febre, tosse seca, dor de cabega, dispneia e pneumonia na China. O quadro clinico dos
pacientes remetia a algum tipo de infec¢do viral e entdo o Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), um novo virus da familia Coronaviridae, foi identificado
como agente causador do quadro. O sequenciamento e andlise filogenética do virus
demonstraram alta similaridade com outro coronavirus anteriormente isolado de morcegos,
sugerindo que a nova linhagem de virus também tenha sido originada de morcegos (ZHOU et
al., 2020; ZHU et al., 2020). Rapidamente os casos se multiplicaram, o quadro desenvolvido
pelos pacientes passou a ser chamado de Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) e a doenca
se alastrou pelo mundo culminando em uma pandemia (WHO, 2020a; WHO, 2020Db).

Nos ultimos 20 anos, 2 epidemias ja foram causadas por diferentes coronavirus:
SARS-CoV-1 e MERS — virus também zoonoéticos — antes do aparecimento do SARS-CoV-2.
Em janeiro de 2022 a pandemia ja supera a marca de 292 milhdes de casos da doenca e mais
de 5 milhdes de mortes no mundo inteiro (PAHO, 2022), sendo o Brasil o pais com 3° maior
numero de casos acumulados, somando mais de 22 milhdes de casos € mais de 600 mil obitos
(BRASIL, 2022).

O novo coronavirus ¢ um virus de RNA fita simples e possui 4 proteinas estruturais
importantes: Spike (S), Envelope (E), Membrana (M), ¢ Nucleocapsideo (N) (WU et al.,
2020). Entre elas, a proteina S tem lugar de destaque pois € amplamente expressa no envelope
viral e ¢ responsavel pela ligagdao do virus, através de sua porcao RBD (Receptor-Binding
Domain), ao receptor de entrada nas células — o receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) (SHANG et al., 2020). A proteina S normalmente esta
em uma conformacao inativa que ¢ alterada para forma ativa durante o processo de fusdo do
virus com a células do hospedeiro. Sua estrutura ¢ dividida em duas subunidades principais, a
S1 responsavel por abrigar a RBD e a S2 onde estdo o peptideo de fusdo e algumas outras
estruturas. A alteracdo da proteina para sua forma ativa acontece pela clivagem das
subunidades S1 e S2 feita por proteases do hospedeiro (HUANG et al., 2020). Essa clivagem
permite que a RBD fique melhor exposta e que a proteina esteja estabilizada em sua forma
trimérica. Para que a liga¢do de anticorpos a Spike ou da Spike ao receptor da ECA2 ocorra

de maneira eficaz essas modificagdes estruturais sdo necessarias (GUI et al., 2016).
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Anticorpos sdo moléculas proteicas produzidas por células plasmaticas em resposta a
exposicao a algum estimulo imunogénico. Eles sdo produzidos em 5 formas diferentes,
dependendo do tipo e local do estimulo e do tempo decorrido apo6s estimulo: Imunoglobulina
G (IgG), Imunoglobulina M (IgM), Imunoglobulina E (IgE), Imunoglobulina D (IgD),
Imunoglobulina A (IgA). Daremos énfase a IgG que ¢ a imunoglobulina produzida em
respostas mais tardias e notoriamente importante para avaliagdo de eficacia vacinal. As IgGs
sao formadas por 2 cadeias leves e 2 cadeias pesadas que caracterizam a molécula. As cadeias
pesadas por si ddo origem a 1 por¢do chamada fragmento cristalizavel (Fc): por¢ao constante
e envolvida nas funcdes efetoras dos anticorpos; a unido entre as cadeias leve e pesada
constituem 2 por¢des chamadas de fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab): por¢do varidvel
envolvida no reconhecimento dos antigenos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2021).

Duas caracteristicas vinculadas a por¢cao Fab dos anticorpos sdo bastante relevantes
para a ligacdo antigeno-anticorpo, sdo elas: afinidade e avidez. A afinidade esta relacionada a
forca com que essa ligagdo ocorre através de diferentes tipos de ligagdes ndo-covalentes
reversiveis. Essa caracteristica ¢ frequentemente representada pela constante de dissociagao
do complexo antigeno-anticorpo — uma medida numérica para o quao dificil ¢ desfazer essa
ligacdo. J& a avidez, ¢ uma medida um pouco mais ampla pois leva em conta a quantidade de
antigenos e de sitios de ligacdo disponiveis nos anticorpos, assim como a estereoquimica
(HEDMAN et al., 1993).

Esta demonstrado que pacientes convalescentes pds-COVID-19 podem produzir
anticorpos de alta afinidade contra um epitopo altamente conservado da Spike (YUAN et al..,
2020) e que a maioria desses individuos produz anticorpos com ac¢do neutralizante — que
bloqueiam a entrada do virus nas células (WU et al., 2020). A neutralizagdo acontece através
da ligag@o do anticorpo a por¢cdo RBD da proteina Spike, impedindo a ligagdo ao receptor da
ECA2 (YUAN et al., 2020; PINTO et al., 2020).

Esses dados iniciais ja demonstravam que a Spike ¢ um alvo promissor para vacinas
e/ou terapias. Corroborando, ja estdo aprovadas pelos 6rgdos reguladores e em uso no mundo
24 vacinas que utilizam de quatro tecnologias distintas, das quais 15 se beneficiam da
capacidade imunogénica da Spike ou de suas subunidades (FASTER CURES, 2022). Uma
dessas tecnologias ¢ a de inativacdo viral, que consiste no crescimento do patdogeno em
laboratério e posterior morte do mesmo. Por se tratar de patégenos sem capacidade de

multiplicagdo, costumam ser administrados junto a adjuvantes para melhorar a resposta imune
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e pela mesma razdo sdo bastante seguras e podem ser utilizadas em pessoas
imunossuprimidas. A tecnologia de vetores virais ndo-replicantes por sua vez, faz com que
um virus ndo patogénico e sem capacidade de replicagdo (frequentemente um adenovirus)
carreie um gene de um virus patogénico. Ja a plataforma vacinal baseada em subunidade
proteica, utiliza-se de fragmentos do virus inativado para o estimulo de resposta protetora e,
por ultimo, a nova estratégia de uso de RNA mensageiro que codifica a tradugdo de proteinas
do patogeno traz uma nova perspectiva para o desenvolvimento de vacinas (KRAMMER et
al., 2020). No Brasil, 4 vacinas para o combate a8 COVID-19 estdo disponiveis, das quais duas
sdo baseadas em vetores virais ndo replicantes que carreiam O gene para a
transcricdo/traducdo da proteina Spike: AD26.COV2-S da Janssen e AZDI1222 da
Universidade de Oxford/AstraZeneca; uma ¢ baseada em RNA mensageiro para a traducao da
proteina Spike: BNT162 da Pfizer/BioNTech e uma ¢ baseada em virus inativado: CoronaVac
da Sinovac/Instituto Butantan (BRASIL, 2021b). Com exce¢do da vacina baseada em virus
inativado que gera resposta para outros antigenos virais além da Spike, as outras vacinas em
uso no Brasil ativam o sistema imune especificamente através de antigenos da proteina S com
eficacia e seguranga (POLACK et al, 2020; RAMASAMY et al., 2020; SADOFF et al.,
2021; TANRIOVER et al., 2021).

Apesar da disponibilidade de algumas vacinas no mercado, essas ainda sdo em
numeros insuficientes para atender a populagao mundial com a agilidade necessaria. Os paises
em que ha morosidade na aplicacdo das vacinas e a cobertura vacinal ¢ baixa tém uma grande
parcela de sua populacao passivel as formas graves da COVID-19 e a altos niveis de contagio
(OUR WORLD IN DATA, 2022b). Desta forma, em decorréncia da lentiddo no processo de
vacinacao, o SARS-CoV-2 se mantem circulando com altas taxas de transmissdao, o que
favorece o surgimento de variantes (SANJUAN et al., 2016). Ja foram identificadas cinco
variantes de preocupagdo: Alpha, Beta, Gamma, Delta ¢ Omicron e a disseminagdo dessas
cepas tem sido associada a uma taxa maior de transmissdo do virus (WHO, 2022). Em julho
de 2021, os orgaos de controle epidemiologico estavam atentos ao espalhamento da variante
Delta, originada na India em outubro de 2020. Na época, espalhada por pelo menos 111
paises, a variante brevemente se tornou predominante no contexto global. Atualmente, a
Omicron ganhou os holofotes. Classificada como variante de preocupagio em 26 de
novembro de 2021, em janeiro de 2022 ja ¢ a cepa circulante predominante em diversos
paises (HODCROFT, 2022). Nos Estados Unidos, por exemplo, foi preciso apenas 3 semanas
para que isso acontecesse (ESTADOS UNIDOS, 2022) e no Brasil, em um periodo de
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aproximadamente um més desde o primeiro caso registrado, a variante tornou-se responsavel
por 75,7% dos casos de infec¢dao pelo novo coronavirus (OUR WORLD IN DATA, 2022a).
Por se tratar de uma variante de preocupacao, o monitoramento dos dados epidemiologicos ¢é
fundamental para verificar se ha diminuicdo da eficicia das medidas sociais e de saude
publica, diagndsticos, vacinas e terapias utilizadas (WHO, 2021; WHO, 2022).

Mesmo individuos com esquema de vacinagdo completo, ou com infec¢do prévia por
SARS-CoV-2, desencadeiam uma resposta humoral menos eficiente a variantes
(HACISULEYMAN et al., 2021; PLANAS et al., 2021, WILHELM et al., 2021). Durante a
expansao da Delta, foi observado aumento no nimero de casos nos Estados Unidos, em Israel
e em diversos outros paises, associados a disseminagdo da variante. O espalhamento da
Omicron em dezembro de 2021 e janeiro de 2022 retomou esse cenario de maneira
potencializada e causou aumentos importantes nos numeros de casos de COVID-19 mundo a
fora (ESTADOS UNIDOS, 2021; OUR WORLD IN DATA, 2022b; HODCROFT, 2022).
Estes fatos remetem a necessidade de que a populagdo mundial tenha acesso rapidamente ao
esquema vacinal completo, incluindo dose de refor¢o quando for o caso, a fim de minimizar
os impactos causados pela doenga (MOGHADAS et al., 2021). Por isso, o Brasil tem atuado
na iniciativa de desenvolvimento de diversas vacinas, incluindo um prototipo vacinal proposto
por grupos da UFMG, UFSC, UFRJ e Instituto Butantan.

O projeto de desenvolvimento do prototipo vacinal utilizara o bacilo de Calmette-
Guérin (BCG) como um vetor bacteriano para certas proteinas do novo coronavirus. A
escolha leva em conta o alto grau de seguranca da BCG, vacina usada na prevencao contra
tuberculose, desenvolvida por Calmette e Guérin (1921) e introduzida no Brasil em 1925
(BENEVOLO-DE-ANDRADE et al., 2005). Mesmo se tratando de uma vacina centenaria,
sdo constantes as tentativas de aprimorar os resultados obtidos para protecdo contra
tuberculose. Por exemplo: estdo em andamento estudos clinicos de fase 3 baseados em uma
BCG recombinante (VPM1002 (BCGAureC::hly) com o intuito de verificar se ha melhora nos
efeitos imunoprotetores da BCG per se (KAUFMANN ef al., 2020). Além disso, ha
demonstragdes recentes de que a imunizagdo com BCG protege contra infecgdes virais através
da ativa¢ao da imunidade treinada em humanos (ARTS et al, 2018) — um mecanismo de
reprogramagdo epigenética que leva a uma resposta imune inata mais eficiente
(KLEINNIJENHUIS et al., 2012). A partir dessas evidéncias, levantou-se a ideia de que BCG

leva a uma protecao contra COVID-19. Uma revisdo de dados iniciais de 34 estudos clinicos
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em andamento corrobora a convic¢do de haver prote¢do cruzada entre BCG e SARS-CoV-2
(GONZALEZ-PEREZ et al., 2021).

Dessa maneira, a hipétese do grupo é que uma vacina de BCG recombinante
expressando determinantes antigénicos das proteinas S (RBD) e N induz uma resposta
humoral protetora contra o SARS-CoV-2. Para que essa hipotese seja testada € preciso que se
tenha disponivel algum método para deteccdo de imunoglobulinas IgG anti-RBD, objetivo
dos grupos da UFRJ e UFSC.

O Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ¢ classificado como um
imunoensaio enzimatico e ¢ um dos métodos mais frequentemente utilizado para deteccdo de
imunoglobulinas, por ser relativamente simples, rapido e ndao demandar grandes
infraestruturas ou equipamentos de alto custo, além de nao exigir os cuidados envolvidos na
manipulagdo de reagentes radioativos como acontece nos radioimunoensaios. O ELISA
utiliza-se de uma fase solida para imobilizagdo de um antigeno ou anticorpo dependendo do
tipo de ELISA utilizado. Quando o objetivo ¢ detectar antigenos, pode-se langcar mao de
ELISAs competitivos ou sanduiche e quando o objetivo ¢ detectar anticorpos, utiliza-se o
ELISA indireto que permite a identificacdo de imunoglobulinas especificas para diversos
antigenos. Este tipo de ELISA ¢ sempre classificado como heterogéneo, pois necessita de
etapas de lavagem entre um reagente e outro e por fim o que sera medido ¢ a intensidade de
cor produzida por uma reagdo enzimatica que sera proporcional a quantidade de anticorpo
sérico detectado. O método indireto de captura de imunoglobulinas permite também que essa
deteccao seja classe-especifica: utilizando um anticorpo secundario anti-IgG, anti-IgM, anti-
IgE, anti-IgD ou anti-IgA (VAZ; MACHADO; BUENO, 2018).

Antes de partir para os estudos clinicos em humanos, os imunizantes devem ser
avaliados em estudos pré-clinicos. Assim como internacionalmente, no Brasil, a ANVISA
exige que o potencial de induzir resposta imune, a poténcia, a seguranga e a toxicidade sejam
verificadas em animais e que todos os procedimentos, processos e resultados sejam
devidamente documentados. Esses estudos permitem direcionar vias de administrag¢ao, doses
e esquemas que serdo utilizados nos primeiros testes em humanos, além de evitar que
imunizantes sem evidéncias de eficicia e seguranca sejam levados a diante com desperdicio
de verbas (BRASIL, 2020; WHO, 2005). Em estudos pré-clinicos que testam
imunogenicidade de vacinas em mamiferos, o primeiro modelo comumente utilizado ¢ o
modelo murino (BOS et al., 2020; GAO et al., 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020;
VOGEL et al., 2021), por isso ¢ importante a disponibilidade de um teste capaz de detectar



20

imunoglobulina anti-RBD em soro de camundongos. A presenca de resposta humoral apos
exposicao as vacinas ¢ uma caracteristica fundamental para que os construtos testados sejam
considerados bem-sucedidos e sigam para as proximas etapas de avaliagao.

Considerando a explosdo de demanda devido a pandemia, foram lancados no
mercado kits prontos que detectam imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 em soro murino. Foi
possivel localizar 4 marcas diferentes para o produto, todas basearam-se na técnica de ELISA
indireto e utilizaram-se da RBD como antigeno. Dois dos kits oferecem padrdes para
constru¢do de curva de concentragdo e, portanto, sdo testes quantitativos e dois deles
permitem apenas determinar qual o titulo de anticorpos presentes no soro e, por iSso, Sao
testes semiquantitativos. Entretanto, o custo desses produtos ¢ alto, inviabilizando a utilizagao
por muitos dos laboratorios de pesquisa no Brasil. A média estimada de preco para trés dos
quatro produtos disponiveis ¢ de 745 dodlares — equivalente a algo proximo de 4.224 reais para
96 testes sem considerar os custos relacionados a importagdo, visto que ndo ha produgao
nacional (utilizada como referéncia cotacdo de 10/01/2022: 1 dolar = 5,67 reais) (ACRO
BIOSYSTEMS, 2021; ALPHA DIAGNOSTIC INTERNATIONAL, 2022; EAGLE
BIOSCIENCES, 2022; SINO BIOLOGICAL, 2021). Para um dos produtos, encontramos
representacdo de vendas no Brasil ¢ o valor da revenda foi or¢ado em R$7.494,43 deixando
claro a dificuldade em obter acesso a pregos justos em nossa localizacdo. Baseado nesse
cenario, ¢ de grande valia o desenvolvimento de um método imunoenzimatico in house como
uma ferramenta para detec¢do de imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2, desenvolvida no

territorio nacional, com custo por amostra que permita o uso escalavel em laboratorios.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um teste capaz de detectar imunoglobulinas anti-RBD em soro de

camundongos imunizados.

1.1.2 Objetivos Especificos
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1) Desenvolver um protocolo operacional padrao para ELISA anti-Spike murino

2) Desenvolver um protocolo operacional padrao para ELISA anti-RBD murino;

3) Otimizar a solugdo de bloqueio;

4) Otimizar a dilui¢do de anticorpo secundario;

5) Otimizar a dilui¢cdo das amostras;

6) Otimizar o tempo de desenvolvimento da reagdo enzima-substrato;

7) Estimar o custo por amostra do teste desenvolvido e comparar com o custo de kits
disponiveis no mercado.

8) Desenvolver um protocolo operacional padrao para ELISA antiSpike e anti-RBD

humano.

2 METODOLOGIA

2.1 VACINACAO E COLETA DAS AMOSTRAS DE SORO CONTROLE DE
CAMUNDONGOS

Como amostras controle para padronizagdo foram utilizados soros de camundongos
naive ou imunizados com a CoronaVac - uma vacina comercial de virus inativado (iVac)
sabidamente indutora de anticorpos. Esses animais receberam o imunizante por via
intraperitoneal e tiveram sangue total coletado pelo plexo venoso submandibular nos dias 0, 7,
14 e 21 poés-imunizagdo. O sangue coletado foi mantido por 15 minutos a temperatura
ambiente seguidos de 30 minutos a 4°C para completa coagulacao e retragdo do coagulo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos em uma velocidade de 950 g. Apds
centrifugacdo, o soro foi coletado, transferido para um eppendorf e armazenado em freezer -
20°C.

A autorizagdao para o uso dos animais utilizados para as imunizagdes ¢ coletas de
sangue esta inclusa no projeto ja aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais

(CEUA), sob o ntimero 8278290818.

2.2 ELISA ANTI-SPIKE EM SORO DE CAMUNDONGOS
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O teste foi desenvolvido baseado na técnica de ELISA indireto (Figura 1). Foram
utilizadas placas de alta adsor¢do da marca Corning que foram sensibilizadas overnight, a
4°C, com 3 pg/mL da proteina Spike em sua forma trimérica - doa¢do da Professora Leda
Castilho/LECC/COPPE/UFRJ. Os sitios de ligagao inespecificos foram bloqueados com duas
solugdes proteicas diferentes (Tampao fosfato salino (PBS) 1x + Albumina de soro bovino
(BSA) 1% + Leite 3% + Tween 0,05% e PBS 1x + BSA 2% + Tween 0,05%) para averiguar
qual apresentava o melhor desempenho — adaptacdes dos protocolos descritos em Zak et
al. (2021) e Alvim et al. (2021). Eleita a solugdo de bloqueio, analisamos a performance do
ELISA com o aumento da dilui¢do do anticorpo secundario (Cell Signaling codigo: 7076S) de
1:2000 para 1:5000. Finalmente, houve a comparacao da diluicdo das amostras de soro entre
1:50 e 1:100 encerrando os parametros testados neste ELISA. A placa foi mantida em camara

umida durante todos os periodos de incubagao.

Acido
HRP TMB cloridricoc
Antwo}rpo (‘:.. Coloragao 000
secundario e azul 1
Soro « Fase -
Antigeno /" solida I
Q £ 60e e 0e C / ——

Figura 1 — Ilustracdo do método de ELISA indireto. Placas de alta adsorco sdo sensibilizadas a proteina de
interesse. Os sitios de ligacdo inespecificos sdo bloqueados com solugdes proteicas e em seguida as amostras de
soro s3o adicionadas a placa. Nos soros em que ha imunoglobulina contra o antigeno adsorvido, estas ligam a
proteina adsorvida na placa e sdo reconhecidas por um anticorpo secundario anti-IgG murino ligado a enzima
horseradish peroxidase (HRP). As ligagdes sdo detectadas através da formag@o de cor azul ao acrescentar um
substrato da enzima: tetrametilbenzidina (TMB). Apds interromper a reagdo com acido cloridrico 1 N, a cor ¢
convertida para amarelo e a densidade otica (D.O.) é lida em um comprimento de onda de 450 nandmetros (nm)
para avaliacdo dos resultados.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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2.3 ELISA ANTI-RBD EM SORO DE CAMUNDONGOS

Foram utilizadas placas de alta adsor¢do da marca Corning que foram sensibilizadas
overnight, a 4°C, com a proteina RBD recombinante produzida em sistema de expressao de
células eucarioticas (HEK 293F) e purificada por cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados através de um protocolo adaptado de Teeer al (2020). A
concentracdo de proteina utilizada para esta finalidade foi determinada a partir de
comparagoes entre 2 pg/mL, 1 pg/mL ou 0,5 pg/mL. Solucdo de bloqueio, diluigdo do
anticorpo secundario e dilui¢do da amostra foram mantidos conforme definido para o ELISA
anti-Spike. A ultima otimizacao realizada foi do tempo de desenvolvimento da reacdo enzima-
substrato, avaliado em 2,5 minutos, 4 minutos € 10 minutos. A placa foi mantida em camara
umida durante todos os periodos de incubagdo. Apos padronizagdo, o ensaio foi realizado por

mais duas vezes, todas as vezes em duplicata.

2.4 TITULACAO DAS AMOSTRAS DE SORO DE CAMUNDONGOS

Utilizando o ensaio ja estabelecido para detec¢do de IgG anti-RBD, as amostras

controle positivas foram diluidas de maneira seriada na ordem 2 e na ordem 5.

2.5 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Em toda placa teste foram reservados ao menos 5 pogos para amostras controle
negativas. A partir do resultado de D.O. obtido para essas amostras foi determinado o ponto
de corte para cada placa. O ponto de corte consiste na média de D.O. das amostras controle
negativas somada a 3 vezes o seu desvio padrdo. Acima do ponto de corte estabelecido as
amostras foram consideradas positivas. Hartman et al. (2018) descrevem esse e outros

métodos para andlise de ELISAs na auséncia de padrao.

Ponto de corte = X D.0.peq+ 3 X D.P.yeq

2.6 COLETA DE SORO HUMANO
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Individuos doadores voluntarios de sangue assinaram o termo de consentimento
livrte e esclarecido (ANEXO A) ap6s terem suas duvidas sanadas. As coletas foram
autorizadas pelo Conselho de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (CAAE
#36944620.5.1001.0121). Soros de individuos imunizados com diversas vacinas do calendario
nacional de imunizagdo, incluindo vacinas contra COVID-19 foram utilizados. Esses
individuos tiveram sangue total coletado por punc¢do venosa com sistema de coleta de tubos a
vacuo. O sangue coletado foi mantido por pelo menos 30 minutos a temperatura ambiente
para a completa coagulacdo e retracdo do codgulo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos em uma velocidade de 950 g. Apds centrifugacdo, o soro foi

coletado, transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -20°C.

2.7 ELISA EM SORO HUMANO

Foram utilizadas placas de alta adsorcdo da marca Nunc que foram sensibilizadas
overnight, a temperatura ambiente, com 3 pg/mL da proteina Spike em sua forma trimérica -
doagdo da Professora Leda Castilho/LECC/COPPE/UFRI. Os sitios de ligagdo inespecificos
foram bloqueados com solu¢do de PBS 1x + BSA 1% + Leite 3% + Tween 0,05% por 2 horas
e as amostras de soro diluidas 1:100 foram incubadas por mais 2 horas. Na sequéncia, o
anticorpo secundario (/nvitrogen cddigo: A18811) diluido 1:5000 foi incubado por 1,5 horas e
finalmente, foi adicionado o substrato TMB para que a reagdo enzimatica ocorresse ao longo

de 5 minutos. A placa foi mantida em camara imida durante todos os periodos de incubagao.
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3 RESULTADOS

3.1 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE ELISA PARA IGG ANTI-SPIKE

Em posse do antigeno purificado (proteina Spike em sua forma trimérica), foram
realizados testes com o intuito de estabelecer um ELISA para mensuracdo de anticorpos IgG
anti-Spike. Foram utilizados soros de animais naive ou imunizados com a vacina CoronaVac
como soros controles para o andamento dos testes.

O primeiro parametro analisado foi a solu¢do de bloqueio utilizada e os resultados
mostraram nao haver diferenca de efetividade entre a solugdo de bloqueio contendo PBS 1x +
BSA 1% + Leite 3% + Tween 0,05% e a solugdo de bloqueio contendo PBS 1x + BSA 2% +
Tween 0,05%. Ambas desempenharam bem o papel de inibir ligagdes inespecificas sem
impedir as ligacdes especificas: as amostras controle negativas se mantiveram com valores de
D.O. baixos e as amostras contendo anticorpos com D.O. em niveis 6timos para detecgao
(Figura 2A e 2B). Sendo assim, optou-se pelo uso da solucao de bloqueio contendo PBS 1x +
BSA 2% + Tween 0,05% a fim de evitar o uso do leite, o que facilita as lavagens entre as
etapas por nao haver sedimentagdo dos solutos.

Em seguida, duas concentragdes do anticorpo secundario foram avaliadas, observou-
se também um desempenho semelhante entre as dilui¢des 1:2.000 (Figura 2B) e 1:5.000
(Figura 2C) e, portanto, a dilui¢ao de 1:5.000 foi mantida assegurando bom desempenho e
economia.

Avaliou-se entdo a dilui¢do dos soros controle. As amostras que vinham sendo
testadas em uma diluicdo de 1:50 (Figura 2C) foram testadas em uma dilui¢ao de 1:100
(Figura 2D) e nao foi verificada mudanca expressiva na capacidade de detec¢ao das
imunoglobulinas.

Por ultimo, o tempo de desenvolvimento da reacao enzima-substrato foi estabelecido
através da observacao do desenvolvimento de cor nos soros controle positivos sem que isso
ocorra nos soros controle negativos.

Apods a otimizagdo descrita, os pardmetros utilizados para o teste de ELISA anti-
Spike ficaram definidos como:

- Concentracdo de Spike para sensibilizar a placa: 3 pg/mL;

- Solucao de bloqueio: PBS 1x + BSA 2% + Tween 0,05%;

- Diluigao das amostras de soro: 1:100;



26

- Dilui¢do do anticorpo secundario: 1:5.000;

- Tempo de desenvolvimento da reagdo enzima-substrato: 2,5 minutos.
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Figura 2 — Padronizacido da deteccido de anticorpos IgG anti-Spike. Foi avaliado o desempenho de duas
solugdes de bloqueio (A), (B), duas diluigdes do anticorpo secundario (B), (C) e duas dilui¢cdes das amostras (C),
(D) para a deteccgo de IgG anti-Spike. Placas de alta adsor¢do foram sensibilizadas com a proteina Spike soluvel
e incubadas overnight, em cdmara imida, na geladeira; o bloqueio foi realizado com as solugdes a serem testadas
por 1 hora em cédmara imida a temperatura ambiente; as amostras de soro foram diluidas 1:50 ou 1:100 e
incubadas por 2 horas, em camara umida a temperatura ambiente; o anticorpo secundario anti-IgG-horseradish
peroxidase (HRP) foi diluido 1:2000 ou 1:5000 e incubado por 1,5 horas para deteccdo dos anticorpos
especificos. A reagdo foi desenvolvida com Tetrametilbenzidina (TMB) por 2,5 minutos e interrompida com
acido cloridrico (HCI) 1 N. Leitura realizada em espectrofotdbmetro a 450 nm. Para a padroniza¢do foram
utilizadas amostras de soro de camundongos imunizados pela via intraperitoneal com vacina comercial de
SARS-CoV-2 inativado (iVac) ao longo do tempo. Os resultados representam valores independentes de D.O.
para cada animal (0 e 21 dias pds-imunizagdo (d.p.i.) ou o pool dos valores de D.O. obtidos em 3 animais por
grupo (7 e 14 d.p.i.). Dados representativos de 1 experimento e plotados utilizando o software GraphPad Prism.

3.2 DESENVOLVIMENTO DE ELISA PARA IGG ANTI-RBD

A partir dos resultados obtidos previamente com as verificagdes realizadas para o

desenvolvimento do ELISA anti-Spike, foram iniciados os testes para o ELISA anti-RBD. A
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solugdo de bloqueio, diluicdo das amostras de soro e dilui¢do do anticorpo secundério foram
mantidas.

A primeira etapa da padronizacdo determinou a concentracdo de proteina a ser
utilizada para sensibiliza¢do da placa. Foram testadas trés concentragdes: na concentracao de
0,5 pg/mL (Figura 3C) houve perda de sensibilidade considerada prejudicial para detec¢do
em amostras com baixos niveis de anticorpos. Para as concentra¢des de 2 pg/mL e 1 pg/mL
foram alcancados resultados bastante semelhantes e satisfatérios se realizado o manejo do
tempo de desenvolvimento da reagdo enzima-substrato (Figura 3A e 3B). Optou-se entdo
pelo uso da RBD na concentracdo de 1 pg/mL (50 ng por poco) com o tempo de

desenvolvimento da reacdo enzima-substrato em 4 minutos ou mais.
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Figura 3 — Padronizacio da deteccio de anticorpos IgG anti-RBD. Placas de alta adsor¢do foram
sensibilizadas com (A) 2 pg/mL, (B) 1 pg/mL ou (C) 0,5 pg/mL da proteina RBD solavel e incubadas overnight,
em camara imida, na geladeira; bloqueio realizado com solu¢do de PBS 1x + BSA 2% + Tween 0,05% por 1
hora em cdmara imida a temperatura ambiente; amostras de soro de 2-3 animais naive ou imunizados foram
diluidas 1:100 na mesma solugdo e incubadas por 2 horas, em cdmara imida a temperatura ambiente; anticorpo
secundario anti-IgG-horseradish peroxidase (HRP) diluido 1:5000 na mesma solugdo e incubado por 1,5 horas
foi utilizado para detec¢do dos anticorpos especificos. A reacdo foi desenvolvida com Tetrametilbenzidina
(TMB) por (A) 2,5 minutos ou (B), (C) 4 minutos e interrompida com &cido cloridrico (HCI) IN. Leitura
realizada em espectrofotometro a 450 nm. Para a padronizacdo foram utilizadas as amostras de soro dos animais
naive ou imunizados com vacina comercial de SARS-CoV-2 inativado (iVac) pela via intraperitoneal. Os
resultados representam valores independentes de D.O. para cada animal (Naive, 0 e 21 d.p.i.) ou o pool dos
valores de D.O. obtidos em 3 animais por grupo (7 e 14 d.p.i.). Dados representativos de 1 experimento e
plotados utilizando o software GraphPad Prism
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A fim de aprimorar o manejo do tempo de reacdo enzima-substrato, o teste foi repetido
utilizando os mesmos parametros ja estabelecidos e o desenvolvimento de cor foi
acompanhado por um periodo maior. A reagdo foi interrompida apos 10 minutos
proporcionando um aumento nas leituras de D.O. das amostras positivas sem resultar em

falsos positivos nas amostras controle negativas (Figura 4).
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Figura 4 — Otimizacio da deteccdo de anticorpos IgG anti-RBD. Placas de alta adsor¢do foram sensibilizadas
com 1 pg/mL da proteina RBD solivel e incubadas overnight, em camara umida, na geladeira; bloqueio
realizado com solugdo de PBS 1x + BSA 2% + Tween 0,05% por 1 hora em cdmara Umida a temperatura
ambiente; amostras de soro de 2-3 animais naive ou imunizados, em duplicata, foram diluidas 1:100 na mesma
solucdo e incubadas por 2 horas, em cdmara umida a temperatura ambiente; anticorpo secundario anti-IgG-
horseradish peroxidase (HRP) diluido 1:5000 na mesma solugdo e incubado por 1,5 horas foi utilizado para
deteccdo dos anticorpos especificos. A reacéo foi desenvolvida com tetrametilbenzidina (TMB) por 10 minutos e
interrompida com &cido cloridrico (HCI) IN. Leitura realizada em espectrofotdmetro a 450 nm. Para a
padronizag@o foram utilizadas as amostras de soro dos animais naive ou imunizados com vacina comercial de
SARS-CoV-2 inativado (iVac) pela via intraperitoneal. Os resultados representam valores independentes de D.O.
para cada animal (Naive, 0 e 21 d.p.i.) ou o pool dos valores de D.O. obtidos em 3 animais por grupo (7 ¢ 14

d.p.i.). Dados representativos de 3 experimentos e plotados utilizando o software GraphPad Prism

Ap6s a otimizagdo descrita, os parametros utilizados para o teste de ELISA anti-RBD
ficaram definidos como:

- Concentracdo de RBD para sensibilizar a placa: 1 ng/mL;

- Solucao de bloqueio: PBS 1x + BSA 2% + Tween 0,05%;

- Diluigao das amostras: 1:100;

- Diluigdo do anticorpo secundario: 1:5.000;
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- Tempo de desenvolvimento da rea¢do enzima-substrato: 10 minutos.

Estabelecidos os parametros, voltamo-nos para a checagem de repetibilidade do
ensaio. O ELISA foi repetido 3 vezes com amostras em duplicata (Figura 3). Os valores de
D.O. obtidos mostraram que os resultados se mantém quando utilizado o mesmo método e
itens de testes idénticos, no mesmo laboratério, pelo mesmo operador, com o mesmo
equipamento, em curtos intervalos de tempo. Foram encontradas pequenas variagdes nas
leituras entre uma replicata e outra. J& entre um experimento e outro houve uma variagdo um
pouco maior entre as D.O.s obtidas para uma mesma amostra (Tabela 1). No terceiro
experimento a amostra 2 do dia 21 p6s-imunizagdo nao pode ser avaliada pois ndo havia mais

soro disponivel.

Tabela 1 — Concordancia entre a densidade 6tica obtida para as duplicatas de soro

Exp. Réplica Amostras

N1 N2 D01 D02 D03 D7 D14 D211 D212 D213

1 1 0,033 0,025 0,113 0,084 0,056 0,568 2,230 2,231 2,253 2,040
2 0,036 0,028 0,110 0,077 0,059 0,547 2,355 2,267 2,222 2,040
CV% 6,2 8,1 LY 62 3,7 277 39 1,1 1,0 0

) 1 0,020 0,020 0,099 0,061 0,063 0,378 1,900 2,071 1,618 1,511
2 0,020 0,018 0,123 0,074 0,078 0,381 1,854 2,038 1,578 1,425
CV% 0 74 153 13,6 15,0 0,6 1,7 1,1 1,8 4,1

3 1 0,015 0,026 0,088 0,012 0,039 0,252 1,880 2,037 - 1,541
2 0,017 0,024 0,075 0,014 0,046 0,237 1,884 2,061 - 1,550
CV% 8,7 566 11,2 10,6 11,6 43 0,2 0,8 - 0,4

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Abreviagoes: CV%, coeficiente de variagdo; Exp., experimento; DO, dia 0 pos-imunizagio; D7, dia 7 pos-
imunizagdo; D14, dia 14 pos-imunizacdo; D21, dia 21 p6s-imunizagao; N, naive.

O proximo passo foi checar a capacidade do teste de fornecer resultados
semiquantitativos. Para isso, foram realizadas dilui¢des seriadas das amostras de soro com o
intuito de saber se o teste tem sensibilidade suficiente para detectar as diferengas entre uma
diluicdo e outra e se os dados gerados seriam coerentes. Observou-se um ELISA bastante
eficiente em determinar o titulo das amostras positivas (Figura 5) o que permite seu uso com
a finalidade de titular os soros testados. Entre os soros de animais imunizados percebe-se
niveis mais baixos de anticorpos 7 dias apds a imunizagdo com titulo 1:200 e niveis mais
elevados e bastante semelhantes entre si nos dias 14 e 21 pos-imunizagdo, com titulos de

1:2.500 e 1:2.500 respectivamente.
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Figura 5 — Titulacio de amostras de soro para semiquantificacio de anticorpos IgG anti-RBD. O mesmo
protocolo padronizado neste trabalho e descrito anteriormente foi utilizado; as amostras de soro de animais naive
ou imunizados pela via intraperitoneal com vacina comercial de SARS-CoV-2 inativado (iVac) foram diluidas
de maneira seriada para determinagdo do titulo (Gltima diluicdo em que a amostra apresenta IgG detectavel). O
primeiro grafico (A) representa uma diluicdo seriada de ordem 2 enquanto o segundo grafico (B) representa uma
diluicdo seriada de ordem 5. Os resultados sdo representativos de 1 experimento e os dados foram plotados
utilizando o software GraphPad Prism.

Depois da padronizacgao finalizada, com todos os reagentes e concentragdes de uso
definidos, foram solicitados orgamentos entre dezembro de 2021 e janeiro de 2022 para
estimar o custo dos itens consumiveis utilizados no ELISA para deteccao de IgG anti-RBD
murina desenvolvido (Tabela 2). Itens que ndo estao inclusos nos kits comercializados como
agua destilada para diluicdo dos reagentes, ponteiras ¢ microplaca para dilui¢do das amostras
nao foram incluidos na conta a fim de permitir uma comparac¢ao mais direta. Também nao
estd contabilizado o custo com transporte/importacdo dos itens. O célculo do custo total por
amostra foi feito levando em conta que alguns pogos sdo utilizados para controle em todas as
placas e por isso o numero de amostras testadas por placa ¢ menor do que o nimero de pogos
disponiveis. Além disso, onde estd indicado custo com taxas, refere-se a valores para
manutengdo do laboratorio. Por fim, nesses moldes de célculo o ensaio desenvolvido tem um

custo estimado de R$ 1,44 por amostra testada.
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Tabela 2 — Estimativa de custo do ELISA para detec¢do de IgG anti-RBD murina

Item

Marca

Custo por placa
(87 amostras)

RBD recombinante

Placa de alta adsorcao

Sais para PBS (NaCl,

NaxHPOy4)
Tween 20
BSA

Anti-mouse [gG-HRP

TMB
HCI

Itens menores ndo contabilizados (+20% da

matéria-prima)
Recursos humanos
matéria-prima)

Produgéo propria R$ 20,11
Corning R$ 10,1
Neon R$ 0,26
InLab R$ 1,89
InLab R$ 4,21
Cell signaling RS 1,68
Scienco R$ 9
Quimica Moderna R$ 0,01
= R$ 9745
- R$ 68,53
Custo Total Por RS 125,24
Placa
Custo Total Por RS 1,44

Amostra

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Abreviacoes: RBD, receptor binding domain; PBS, Phosphate-buffered saline; BSA, Bovine Serum Albumin;
IgG, Imunoglobulina G; HRP, horseradish peroxidase; TMB, tetrametilbenzidina.

3.3 ELISA PARA IGG ANTI-RBD E ANTI-SPIKE HUMANO

Utilizando da expertise adquirida, nos propomos a verificar se utilizando as mesmas

etapas de padronizagdo, testando as varidveis individualmente, poderiamos transpor esse

processo para a padronizacdo de deteccdo de imunoglobulinas em soro de camundongos para

um ELISA de detec¢do de imunoglobulinas em soro humano.

Apos otimizagdo, os parametros utilizados para o teste de ELISA anti-Spike e anti-

RBD em soro humano ficaram definidos como:

- Concentragdo de antigeno para sensibilizacdo: Spike: 3 ng/mL e RBD: 1 pg/mL;

- Solucao de bloqueio: PBS 1x + BSA 1% + Leite 3% + Tween 0,05%;

- Tempo de bloqueio: 2 horas;

- Dilui¢do do anticorpo secundario: 1:5.000;

- Diluigao das amostras: 1:100;
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- Tempo de desenvolvimento da reagdo enzima-substrato: 5 minutos;

- Lavagens extras entre as etapas, incluindo periodo de molho da placa com a solugdo
de lavagem.

A partir do método desenvolvido, um pequeno nimero de amostras de soro humano
provenientes de individuos imunizados com vacinas comerciais de vetor viral recombinante
ou de RNA mensageiro foram testadas (Figura 6). Encontramos um perfil de anticorpos
circulantes ao longo do tempo bastante semelhante utilizando tanto o ELISA anti-Spike
quanto o anti-RBD. Para os dois antigenos utilizados observou-se uma producdo de IgG

heterogénea entre os individuos.
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Figura 6 — Deteccdo de anticorpos IgG anti-Spike e anti-RBD em soro humano. Placas de alta adsor¢do
foram sensibilizadas com 3 pg/mL de Spike (A) ou 1 pg/mL de RBD (B) soluvel e incubadas overnight, em
camara umida, a temperatura ambiente; bloqueio realizado com solu¢do de PBS 1x + BSA 1% + Leite 3% +
Tween 0,05% por 2 horas em camara imida & temperatura ambiente; amostras de soro de individuos imunizados
foram diluidas 1:100 na mesma solucdo e incubadas por 2 horas, em camara umida a temperatura ambiente;
anticorpo secundario anti-IgG-horseradish peroxidase (HRP) diluido 1:5000 na mesma solugéo e incubado por
1,5 horas foi utilizado para deteccdo dos anticorpos especificos. A reagdo foi desenvolvida com
tetrametilbenzidina (TMB) por 5 minutos e interrompida com acido cloridrico (HCI) IN. Leitura realizada em
espectrofotometro a 450 nm. Foram utilizadas amostras de soro de 9 individuos imunizados com vacinas
comerciais de vetor viral recombinante ou de RNA mensageiro. Os resultados representam valores
independentes de D.O. para cada individuo em determinado tempo. Dados representativos de 1 experimento e
plotados utilizando o software GraphPad Prism.
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4 DISCUSSAO

Durante o processo de desenvolvimento dos ELISAs, foi utilizada uma abordagem
tradicional de isolar as varidveis para que seja possivel avaliar se houve impacto em
decorréncia da mudanga sem que haja duvidas sobre o fator causador — atribui¢do de causa e
efeito.

A quantidade de proteina presente como antigeno ¢ uma das varidveis a serem
utilizadas e tem influéncia diretamente proporcional na leitura de D.O. encontrada. Quanto
mais sitios de ligacdo disponiveis, maior a chance de anticorpos presentes no soro se ligarem,
corroborando ALVIM et al. (2021). A concentragdo de Spike utilizada para sensibilizar as
placas foi determinada com base na literatura (ALVIM et al., 2021). Os testes foram iniciados
com 4 pg/mL de proteina e apds otimizagao (dados nao mostrados), mantidos em 3 pg/mL.

Outra variavel relevante para o desempenho do ELISA ¢ a diluicdo do anticorpo
secundério (de detecgdo) (R&D systems, 2021). E importante que o anticorpo secundério
esteja em excesso para ndo limitar a deteccdo das imunoglobulinas ligadas ao antigeno
adsorvido. Esse excesso de reagente precisa ser ajustado de modo que se possa aumentar o
tempo de desenvolvimento da reagdo sem provocar aumento do background do teste (MINIC;
ZIVKOVIC, 2021).

Apesar da padronizagdao do tempo de desenvolvimento da reacdo enzima-substrato,
esse parametro traz certa flexibilidade consigo. O olhar atento do executor aos controles
positivos, negativos e brancos permite saber se ja ¢ hora de interromper a reagdo ou se ha
espaco para estender o tempo. Por exemplo: quando ha interesse em identificar anticorpos
presentes em baixos titulos, o tempo de reacdo pode ser estendido até o momento em que
reacOes inespecificas nos controles negativos e brancos ndo sejam observadas. Para esses
casos de amostras com niveis baixos de anticorpos também ¢é possivel testar a incubagao das
amostras overnight a fim de aumentar a sensibilidade do ELISA, assim como foi observado
quando estendemos o tempo de revelacdo com o TMB no ensaio para detec¢do de IgG anti-
RBD.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, a diluicdo das amostras a serem testadas em
um ELISA precisa ser ajustada de acordo com a molécula a ser detectada e sua quantidade
esperada. Nos ELISAs para detecg¢do de IgG anti-SARS-CoV-2 desenvolvidos neste trabalho,
5 pontos de dilui¢do seriada de ordem 5 partindo de uma diluigdo 1:100 sdo suficientes para

determinar o titulo em soro de camundongos que produziram altos niveis de IgG, enquanto 5
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pontos de dilui¢do seriada de ordem 2 ndo sdo suficientes para definir os titulos, estando de
acordo com o descrito em GAO et al. (2020). O ELISA anti-RBD desenvolvido é um teste
semiquantitativo, o que pode ser considerado como uma limitagdo do teste, entretanto para
que fosse possivel quantificar as imunoglobulinas detectadas nas amostras seria necessario ter
a disposi¢cao um anticorpo monoclonal purificado e quantificado. Deste modo, far-se-ia uma
curva padrdo com diversas concentragdes do anticorpo onde seria possivel interpolar os
resultados de D.O. obtidos para as amostras testadas.

Consideramos vantajoso o desenvolvimento do ELISA anti-RBD a partir do ELISA
anti-Spike, pois oferece menos possibilidades de reatividade cruzada. J& que o construto
bacteriano vacinal testado pelo grupo expressa especificamente a RBD, a utilizacdo do mesmo
antigeno no teste exclui o viés de ligagdes inespecificas em outras por¢des da Spike que ndo a
RBD.

Na avaliacdo da variagdo intraensaio, obtivemos duplicatas altamente concordantes
(CV% maximo de 15,3 para amostra com D.O. baixa), com coeficientes de variacdo maiores
para as D.O.s mais baixas, de acordo com o esperado. Em se tratando de novas metodologias,
critérios de aceitacdo ainda nao estdo disponiveis para avaliagdo da variacdo entre os
resultados. Nesses casos, orientacdes sobre gerenciamento de controle de qualidade indicam
que se inicie o0 monitoramento através da testagem de amostras controle em niveis diferentes
por no minimo vinte vezes. Quanto mais amostras testadas e quanto maior o numero de
repetigdes, mais representativos os resultados obtidos. Portanto, os valores de CV%
encontrados para o ELISA desenvolvido sdo um indicativo da variagdo intraensaio, mas nao
podem ainda ser considerados como determinantes desse parametro. Com relagao a variagao
interensaio, foram observadas diferencas um pouco maiores, que podem ser explicadas por
fatores como a temperatura do ambiente durante as incubagdes, o tempo de pipetagem durante
a distribui¢ao do substrato ¢ do acido na placa ou pequenas diferencas no volume durante a
pipetagem da amostra de soro, por exemplo, refletindo a presenca de erros aleatdrios ao longo
do processo. Além de CV% maiores ja serem esperados entre experimentos independentes, a
utilizagdo de controles em cada placa permite que seja estabelecido um ponto de corte para
cada rodada de testes e a variagdo observada para as amostras € suavizada, pois o ponto de
corte acompanha essa flutuacdo, mitigando possiveis problemas com a avaliacdo dos

resultados (CONTROLLAB, 2011).
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Para estimar o custo por amostra dos kits comercializados, utilizamos a mesma
logica de excluir os pocos utilizados para controles, conforme orientagdo de cada kit e
chegamos a um valor médio de 52 reais por amostra — se considerado o valor de conversao do
doélar em real de acordo com a cota¢do de 10/01/2022. Quando utilizada a cotagdo fornecida
pelo revendedor local de um dos produtos, o custo por amostra chegou a R$89,20. Esses
numeros implicam uma diferenca de valor por amostra entre os kits comercializados e o teste
desenvolvido bastante significativa (no minimo R$50,56), evidenciando que a utilizagdo do
teste desenvolvido ¢ vantajosa financeiramente. As porcentagens acrescidas ao valor das
matérias-primas, que representam uma estimativa de gasto com itens menores nao
contabilizados, recursos humanos e taxas de manuten¢ao do laboratério foram baseadas em
ALVIM et al. (2021).

Ao extrapolar o método para o desenvolvimento de um ELISA que identificasse 1gG
anti-SARS-CoV-2 humano, encontramos um processo um pouco mais complexo, pois o soro
humano possui mais interferentes, problematica extensivamente mostrada por Waritani et
al. (2017). Foi preciso substituir a solugdo de bloqueio por uma contendo leite, aumentar o
tempo de bloqueio, incluir lavagens apds a sensibilizagdo da placa com a proteina e apos o
bloqueio devido a sedimentagdo do leite. Ainda, as lavagens precisaram ser realizadas com
periodo de molho entre uma e outra e por 5 vezes ao invés de 3 para que obtivéssemos um
delta satisfatorio entre a D.O. das amostras positivas e negativas. E previsivel que essas
mudancgas sejam necessarias visto que os camundongos utilizados para coleta do soro apos
imunizagdo sao isogénicos ¢ mantidos em microisoladores sem exposi¢do prévia a outros
antigenos, ja os soros humanos sdo de individuos adultos com exposi¢ao prévia a outras
vacinas e infec¢Oes naturais, portanto, com maior quantidade de anticorpos circulantes e
maior chance de ligagdes inespecificas.

Comparando as D.O.s obtidas no ELISA anti-Spike e anti-RBD para soro humano,
vé-se valores um pouco mais baixos no anti-RBD. Esse resultado pode ser explicado pela
quantidade de proteina utilizada que difere entre eles: 3 pg/mL de Spike e 1 pg/mL de RBD,
ou ainda pela presenca de anticorpos contra outras por¢des da Spike que ndo a RBD. Como
proximo passo para otimizagdo do ELISA anti-RBD, pode ser avaliado um aumento do tempo
de desenvolvimento da reacdo enzima-substrato para verificar se D.O.s maiores sdo atingidas
desta maneira.

Entre os beneficios de utilizar a RBD para o ensaio com soro humano estd o fato de

ela ndo ser um antigeno altamente conservado entre os SARS-CoVs e os outros coronavirus
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responsaveis por causar resfriado comum e por isso a chance de a RBD do SARS-CoV-2 ser
reconhecida por anticorpos gerados em infecgdes prévias pelos agentes causadores do
resfriado comum ¢ reduzida (PREMKUMAR et al., 2020).

Por fim, apés os ajustes no protocolo, o teste de ELISA para detecgdo de
imunoglobulinas em soro humano mostrou-se capaz de identificar diferencas importantes
entre as amostras testadas. Por exemplo: na Figura 6 observa-se uma amostra com niveis
mais altos de D.O. antes da imunizagdo e trata-se de um individuo com infec¢do natural
prévia — estd demonstrado na literatura que pacientes convalescentes tendem a apresentar
anticorpos anti-Spike/anti-RBD em decorréncia do contato com o virus (EYRE ef al., 2021).
Vé-se ainda uma tendéncia de elevag@o nos niveis de anticorpos circulantes apds a segunda
dose acordando com o previsto (HERZBERG et al., 2021). Além disso, a variagdo
interindividual nos niveis de D.O. detectados também esta de acordo com o descrito e reflete
0 que acontece na populacao total de vacinados (FOLEGATTI et al., 2020; MULLIGAN et
al., 2020).
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5 CONCLUSAO

Com o uso de materiais e reagentes relativamente comuns em laboratérios, foram
desenvolvidos métodos imunoenzimaticos validos capazes de detectar IgG anti-RBD em soro
de camundongos e humanos. A partir dessas experimentacdes foram gerados dois protocolos
operacionais padrdo (POP) — Um descrevendo o procedimento para execucao do ELISA anti-
SARS-CoV-2 em soro murino (ANEXO B) e outro descrevendo o procedimento para
execucdo do ELISA anti-SARS-CoV-2 em soro humano (ANEXO C).

Ainda, com uso otimizado dos reagentes necessarios o ensaio para deteccao de IgG
anti-RBD murina permite titular os soros testados com boa repetibilidade e com um custo por
amostra que pode chegar a ser 62 vezes menor quando comparado aos kits disponiveis no
mercado.

Para avaliagdo mais completa do desempenho do teste, no futuro pode-se comparar
os resultados obtidos com os gerados a partir do uso de kits comercializados e determinar
caracteristicas como sensibilidade e especificidade. Além disso, podem ser produzidos

anticorpos monoclonais que permitam transformar o ensaio em quantitativo.
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ANEXO A - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Biologicas - Divisdo de Imunologia
88049-900, Campus Universitario, Florianopolis, SC, Brasil

A AVALIACAO DO IMPACTO NO APARELHO RESPIRATORIO A LONGO PRAZO NO
AMBITO DA COVID-19: UM ESTUDO DE COORTE

A Universidade Federal de Santa Catarina estd empenhada em investigar as repercussdes da
COVID19 no organismo a curto e longo prazo, envolvendo as questdes inflamatdrias e para tanto necessitamos
de voluntarios saudaveis para obter amostras de sangue para comparagao.

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a) saudavel, em uma pesquisa que tem
como objetivo avaliar o estado de satide de pessoas apos a COVID-19 e as possiveis consequéncias respiratorias
decorrentes desta infeccdo que podem ser hiper-reatividade bronquica, bronquiolite e fibrose pulmonar. No
periodo de dois anos, pacientes com COVID-19 serdo recrutados no Hospital Universitario Polydoro Ernani de
S&o Thiago (HU/UFSC) e acompanhados através de exames incluindo de sangue para avaliacdo da presenga de
inflamacg@o. Paralelamente, voluntarios saudaveis serdo recrutados no Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (MIP/UFSC) para coleta de sangue, apenas.

Ao ingressar no estudo, o(a) senhor(a) doara sangue para exames de inflamagao nas células e plasma. Os
beneficios e as vantagens em participar dessa pesquisa serdo que, com os dados coletados por meio das
avaliagdes do estudo, os profissionais da satde poderdo analisar os marcadores inflamatdrios presentes nas
células e plasma. Se desejar, o(a) senhor(a) tera acesso a resultados das avaliagdes. A coleta de sangue podera
causar algum desconforto ou dor no local de introdugdo da agulha, porém de carater transitorio, e sera realizada
por professional habilitado para tal. O(a) senhor(a) podera recusar a coleta de sangue ou retirar-se do estudo a
qualquer momento.

Esta pesquisa esta pautada na resolucdo 466/12, de acordo com o Conselho Nacional de Saude (CNS).
Durante todo o periodo da pesquisa, os participantes terdo direito a esclarecimento de dtvidas, bastando para
isso entrar em contato com os pesquisadores ou com o Conselho de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH). Os convidados terdo garantido seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissio a
qualquer momento, sem nenhum tipo de penalizagdo por sua decisdo. Além disso, participantes e acompanhantes
estardo isentos de despesas decorrentes da participagdo na pesquisa. Eventuais despesas decorrentes
exclusivamente da participacdo no projeto de pesquisa serdo ressarcidadas mediante comprovagdo. Participantes
que sofrerem danos decorrentes das avaliacdes do estudo terdo direito a assiténcia integral que sera prestada pelo
Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamagdo das Vias Aéreas e pelo HU/UFSC. Ao assinar este termos, o Sr.(a)
ndo estnao renunciando ao direito de indeniza¢do adquirido por vias legais. As informacdes desta pesquisa sdo
confidenciais, sendo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos
participantes (a ndo ser entre os pesquisadores) e sendo assegurado o sigilo sobre sua participagao.

Populacio de estudo
Nos recrutaremos 30 individuos adultos saudaveis entre 18 e 50 anos. Se vocé concordar em participar
no estudo, nos utilizaremos os glébulos brancos que serdo separados do sangue doado.

O sangue que vocé esta doando servird para a obtencdo de leucdcitos e plasma. Se vocé for elegivel,
coletaremos 10mL de sangue venoso e seus os gldbulos brancos serdo utilizados para experimentos no
laboratorio. As células serdo colocadas no tubo de ensaio e serdo expostas a virus e bactérias ou produtos
patogénicos. Assim, podemos estudar os aspectos relacionados a defesa contra o coronavirus. Nos pedimos
também sua permissdo para mantermos suas células e plasma em condi¢des apropriadas para uso no futuro.
Essas amostras serdo armazenadas por 10 anos.
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SIM, vocé pode armazenar minhas amostras para a pesquisa futura.
NAO, vocé ndo pode armazenar minhas amostras para a pesquisa futura.

As amostras bioldgicas (soro, células e sobrenadantes de células) serdo estocadas num freezer -80°C
localizado no laboratério do Coordenador do projeto por 10 anos. Apenas o coordenador tera acesso a estas
amostras. No6s mediremos os mediadores inflamatorios nestas amostras para estudar a resposta imune humana
durante a COVID19. Entretanto, nenhuma pesquisa com as amostras estocadas sera realizada sem antes ter a
aprovacao pelo comité de ética em pesquisas com seres humanos da UFSC.

Riscos/Desconfortos:

A retirada de sangue é um procedimento padrao rotineiro com riscos minimos envolvidos. Vocé pode
experimentar algum desconforto ligeiro no local da entrada da agulha e pode haver alguma lesdo. Além disso, ha
um risco muito pequeno de vocé desmaiar ou ter infecgdo no local da entrada da agulha. Vocé tem a garantia de
plena liberdade de recusar-se a participar, ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo alguma. A participacio no estudo ndo é obrigatdéria e caso nao deseje participar ou se quiser
abandonar o estudo, recebera a mesma atenciio da nossa equipe. Sempre existe a possibilidade remota da
quebra de sigilo, mesmo que involuntario e ndo intencional, cujas consequéncias serdo tratadas nos termos da lei.

Garantia de sigilo e confidencialidade:

Seus registros médicos na UFSC sdo confidenciais. O sigilo e a privacidade dos participantes da
pesquisa estdo garantidos durante todas as fases desta pesquisa. Quando os resultados de um estudo da UFSC sdo
relatados em jornais médicos ou em reunides cientificas, as pessoas que fazem parte do exame ndo sdo
identificadas. Na maioria dos casos a UFSC ndo liberara nenhuma informagao sobre sua participagdo na pesquisa
sem sua permissdo escrita. Entretanto, vocé deve saber que nds podemos liberar alguma informacdo de seu
registro médico sem sua permissdo, por exemplo, se for requerido por oficiais da lei ou outras pessoas
autorizadas.

Agradecemos a sua participacdo e colaboragio,

Profa. Dra. Rosemeri Maurici
Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), HU/UFSC, Campus Universitario, Trindade,
Florianopolis, Santa Catarina (SC) — CEP 88040-970.

Telefones: +55 (48) 3721-9014; +55 (48) 98805-4510.

Prof. Dr. André Bafica,
Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), MIP/UFSC, Campus Universitario, Trindade,
Florianopolis, Santa Catarina (SC) — CEP 88040-970.

Telefones: +55 (48) 3721-2950; +55 (48) 99696-0079.

Se o(a) senhor(a) tiver alguma duvida ou consideragdo sobre a ética desta pesquisa, entre em contato com o
CEPSH da UFSC.

Enderego: Rua Desembargador Vitor Lima, n® 222, Prédio da Reitoria II, 4° andar, sala 401, Trindade,
Florianopolis, SC. Telefone: +55 (48) 3721-6094.

CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR

Declaro que fui informado(a) sobre todos os procedimentos da pesquisa, que recebi de forma clara e
objetiva todas as explicagdes pertinentes ao estudo e que todos os meus dados coletados serdo sigilosos. Tive
tempo para tomar a decisdo, bem como chance de fazer questionamentos sobre o estudo. Minhas diividas foram
esclarecidas. Estou ciente de que posso interromper a participagdo no estudo em qualquer momento.



Nome do(a) Participante por Extenso
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Assinatura do(a) Participante

Data

Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Data

Nota: O presente Termo tera duas vias, uma ficara a guarda dos pesquisadores ¢ a outra via sera de

posse do(a) proprio(a) participante da pesquisa.




ANEXO B — POP ELISA murino

Codigo 001
s Protocolo Operacional Edicao 1
2. Padrio :

_ N pa: s Implementado | 24/05/2021
<5 (Laboratério de Detecgéo de IgG anti- em

1 Imunobiologia RBD por ELISA em Pagina 1ded

soro de
camundongos

Objetivo:

Crientar e execucio do teste de ELISA para detecclo de 109G anti-RBD em soro de camundongos.

Materiais e Reagentes:
Placa simples para diluigio;
Placa de alta adsorgae para ELISA {Corning};
Tubos do tipo Falcon de 15 e 50 mL;
RED recombinante;
PBS 1X;
PBS 1X + 0,05% de Tween 20 (500 mL de PES + 250 uL de Tween 20);
PBS 1X + 2% de BSA + 0,05% de Tween 20 (50 mL de PBS + 1 g de BSA + 25 |IL de Tween);
Anticorpo secundario anti-mouse 190G conjugade a HRP;
TME (subsfrato para peroxidase);
HCI 1 N (45,8 mL de H,O destilada + 4,2 mL de HCI 37%);
Micropipetas e ponteiras;
Espectrofotémetro com filtro para leitura em 450 nm.

Controle de Qualidade:
Manter no minimo 2 soros controle positivos, 5 soros controle negativos e 2 brancos por placa.

Descrigdo do Procedimento:
Sensibilizagao
1. Adicionar 50 pL por pogo de solugio de RBD em PBS na concentragio de 1 pa/mL;

2. Rotacionar a placa por 1 min ~300 g para garantir que o fundo dos pocos sejam cobertos
homogeneamente com a solucio protéica;

3. Incubar overmight, em geladeria (2-3°C);
4. Descartar a solucao de proteina e bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;
Bloqueio

5. Adicionar 150 pL por poco da solucdo de blogueio (PBS + 2% de BSA + 0,05% de Tween 20) a

placa;
Elaborado por Revisado por Aprovado por
Micoli De Bona Heck Daniel A. G. B. Mendes André Luiz B. Bafica
14/05/2021 19/05/2021 24/05/2021
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“Imunobiologia RBD por ELISA em Pagina 2ded

soro de
camundongos

6. Incubar em temperatura ambiente por 1 hora;
Incubagéo com as amostras

7. Cenfrifugar as amostras a 14.000 g por 10 min para retirar residuos de fibrina (podem interferir na
reacdo),

8. Diluir os soros em PBS + 2% de BSA = 0,05% de Tween 20 em placas simples para diluigio:
=+ Triagem: Diluir amostras 1:100.

|

9, Descartar o PBS + 2% de BSA + 0,05% de Tween 20 e bater a placa em papel absorvente até ficar
bem seca;

10. Transferir 50 gL dos soros diluidos para a placa de ELISA;

11. Incubar por 2 h a temperatura ambiente;

12. Lavar a placa 3x com aproximadamente 200 pL de sclucdo de lavagemipoce (PBS 1x + 0,05% de
Tween 20}, usando uma pisseta;

13. Bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;
Incubagéo com o anticorpo secundario

14. Preparar o anticorpo secunddrio anti-mouse 1gG-horseradish peroxidase (HRP} (Cell Signaling cod
70765 1:5.000) em PES + 2% de BSA + 0,05% de Tween 20;

15. Adicionar 50 pL/poco da solucio de anticorpo secundario diluida;
16. Incubar por 1,5 horas a temperatura ambients;

17. Lavar a placa 3% com aproximadamente 200 pL de solugdo de lavagemipoco (PBS 1x + 0,05% de
Tween 207, usando uma pisseta;

18. Bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;

Adigdo do substrato

19. Adicionar 50 pL/poco do substrato TMB Scienco;

Elaborado por Revisado por Aprovado por

Micoli De Bona Heck Daniel A G. B. Mendes André Luiz B. Bafica
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50

Codigo 001
Protocolo Operacional Edicio 1
Padrio E
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20. Contar 10 minutos a partir da adic&o no primeiro pogo;
- monitorar a reagao, comparando o branco com o confrole negative e positivo;

Parada da reagado
21. Adicionar 50 pLfpogo de HCI 1 N para parar a reagio;

22. Ler a absorbéncia no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotdmetro.

Comentadrios:
s Fazer todas as incubacies em camara Umida {pote pldstico com algod3o ou papel molhado no

fundo, a fim de evitar perda do liquido por evaporacio);
Utilizar o TME da Scienco (céd.. S1TMB) gue desenvolve a reacio enzimatica mais lentamente;
O ponto de corte sera calculado atravées da média das amostras controle negativas = 3x o seu

desvio padrio.

Normas de seguranca:
Utilizar luvas de procedimento e jaleco para todas as etapas do procedimento.

Elaborado por Revisado por Aprovado por
Nicoli De Bona Heck Daniel A. G. B. Mendes André Luiz B. Bafica
14/05/2021 19/05/2021 24/05/2021
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ANEXO A:
Sugestdo de desenho de placa para Triagem:

Soro Soro Soro Soro Sono Soro Soro Branco Branco Soro Soro Soro
controle | controle | Controle | Confrole | Controle | Condrole | Controle {Bam {Bem teste 1 teste 2 taste 3
positivo posive | negatvo | negativo | negativo | negatvo | negatvo sara) sara)

1 z 1 2 3 4 5

Soro

teste 4

Elaborado por

Revisado por

Aprovado por

Micoli De Bona Heck

Daniel A. G. B. Mendes

André Luiz B. Bafica

14/05/2021

19/05/2021

24/05/2021
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ANEXO C - POP ELISA humano

Cadigo 001
N Protocolo Operacional Edicdo 1
2\ ). Padrio i
L f ¢

Ny W implementado | 09/08/2021
<5 (Laboratoriode Detecgio de IgG anti- em

~" Imunobiologia SARS-CoV-2 por Fegma HHEES

ELISA em soro
humano

Objetivo:

Orientar e execucio do teste de ELISA para deteccio de 1gG anti-SARS-CoV-2 em soro humano.

Materiais e Reagentes;|

s Placa simples para diluicio;
e Placa de alta adsorcio para ELISA (Nunc Maxizomp);
« Tubos do tipo Falcon de 15 & 50 mL;
« Spike recombinante;
s« PBS1X;
« PBS 1X + 0,05% de Tween 20 (500 mL de PES + 250 uL de Tween 20);
« PBS+ 1% de BSA + 3% de Leite + 0,05% de Tween 20 (50 mL de PBS + 1 g de BSA + 25 UL de
Tween);
« Anticorpo secundario anti-human 1gG conjugado a HRF;
« TMB (substrato para peroxidase);
# HCI1 M (458 mL de H,O destilada + 4,2 mL de HCI 37%);
« Micropipetas e ponteiras;
« Espectrofotémetro com filtro para leitura em 450 nm.
Controle de Qualidade:

Manter no minimo 2 soros controle positivos, 8 soros controle negativos e 2 brancos por placa.
Descrigdo do Procedimento:
Sensibilizacio
1. Adicionar 50 pL por pogo de solugdo de antigeno em FBES
= Spike na concentracio de 3 pgimL;
- RBED na concentracio de 1 pg/mL;

2. Rotacionar a placa por 1 min ~300 g para garantir que o fundo dos pocos sejam cobertos
homogeneaments com a solugdo protéica;

3. Incubar overnight, em geladeria (2-8°C);
4. Descartar a solucdo de proteing;

5. Lavar a placa 3x, com o auxilic de uma pisseta, com 2200 pL de PBS+ween/pogo, com intervalo
de 1 min entre as lavagens e bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;

Elaborado por Revisado por Aprovado por

Micoli De Bona Heck Daniel A. G. B. Mendes André Luiz B. Bafica

05/082021 06/08/2021 09/08/2021
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Bloqueio

6. Adicionar 150 pL por poco da solucio de blogueio (PBS + 1% de BSA + 3% de Leite + 0,05% de
Tween 207 3 placa;

7. Incubar em temperatura ambiente por 2 horas;

8. Lavar a placa 3x, com o auxilic de uma pisseta, com =200 pL de PBS+tween/pogo, com intervalo
de 1 min entre as lavagens e bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;

Incubagao com as amostras

9, Centrifugar as amostras a 14.000 g por 10 min para retirar residuos de fibrina (podem interferir na
reacio);

10. Diluir o5 soros em FBS + 1% de BSA + 3% de Leite + 0,05% de Tween 20 em placas simples para
diluicio:
2+ Diluir amostras 1:100.

11. Descartar PBS + 1% de BSA + 3% de Leite + 0, 05% de Tween 20;

12. Lavar a placa 3%, com o auxilio de uma pisseta, com =200 uL de PBS+tween/pogo, com intervalo
de 1 min entre as lavagens e bater a placa em papel absorvente até ficar bem seca;

13. Transferir 50 pL dos soros diluidos para a placa de ELISA;

14. Incubar por 2 h a temperatura ambiente;

15. Lavar a placa 5%, com auxilic de uma pisseta, com 2200 pL de PES+tween/poco, com intervalo de
1 min entre as 4 primeiras lavagens e 5 min na tltima e bater a placa em papel absorvente até ficar
bem seca;

Incubagédo com o anticorpo secundario

16. Preparar o anticorpo secundario a anti-human loG-horseradish peroxidase (HRP) (Invitrogen cod.:
A18811 1:5.000} em PBS + 1% de BSA + 3% de Leite + 0,05% de Tween 20;

Elaborado por

Fevisado por

Aprovado por
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ELISA em soro
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17. Adicionar 50 pL/poco da solucdo de anticorpo secundario diluida;

18. Incubar por 1,5 horas a temperatura ambients;

19. Lavar a placa 5x, com auxflio de uma pisseta, com =200 pL de PBS+tween/poco, com intervalo de
1 min entre as 4 primeiras lavagens € 5 min na tltima e bater a placa em papel absorvente até ficar

bem seca;

Adicédo do substrato

20. Adicionar 50 pL/poco do substrato TME Science;

21. Contar 5 minutos a partir da adigdo no primeiro pogo;
- monitorar a reagdo, comparando o branco com o controle negativo e positivo;

Parada da reagao

22. Adicionar 50 pLfpoco de HCI 1 N para parar a reagio;

23. Ler a absorbdncia no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotémetro.

Comentdrios:

s Fazer todas as incubagfes em camara Umida {pote plasfico com algeddo ou papel molhado no

fundo, a fim de evitar perda do liquido por evaporacéo);
+ Ulilizar o TMB da Scienco (céd.: S1TMB} que desenvolve a reagdo enzimatica mais lentamente;
« O ponto de corte sera calculado através da média das amostras controle negativas + 3x 0 seu

desvio padrio.

Normas de seguranga:

Utilizar luvas de procedimento e jaleco para todas as etapas do procedimento.

Elaborado par

Revisado por

Aprovado por

Micoli De Bona Heck

Daniel A. G. B. Mendes
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ANEXO A:

| 2
I_!Sugestan de desenho de placa:

Sorp Sono Soro Soro Sorp Soro Sonp Soro Soro Soro Branco Branca
controle | controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle {Sem {Sem
positivo positivo negativo | megativo | negativo | negative | negativo | negative | negativo | negatvo sara) sara)

1 2 1 2 3 4 5 3] T i

Soro Soro Soro Soro

teste 1 teste 2 teste 3 teste 4

[]
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