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RESUMO

PADRONIZAGAO E VALIDAGAO DE UM TESTE IMUNOENZIMATICO
QUANTITATIVO ANTI-SARS-CoV-2. DANILO NOBRE DA SILVA, SAO
CRISTOVAO, 2021.

Desde a declaracdo do virus SARS-CoV-2 como responsavel por causar a
pandemia da COVID-19 em 2020, varios esforgos foram iniciados e continuam
sendo feitos para o controle, diagndstico e manejo terapéutico. Testes
imunocromatograficos e por imunofluorescéncia (FIA) foram desenvolvidos
baseados na pesquisa qualitativa de anticorpos contra o SARS-CoV-2 e
recomendados para investigar a prevaléncia da infeccdo. Porém, muitos deles
apresentam baixa sensibilidade e especificidade. Entretanto, o teste sorologico
quantitativo utilizado em diagndsticos de inumeras infeccbes, o0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA), apresenta alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, podendo ser este um teste mais adequado para diagndstico,
acompanhamento da evolugdo da COVID-19 e resposta a imunizagéo. O objetivo
desse trabalho foi padronizar e validar um ensaio imunoenzimatico quantitativo in
house para diagndstico e acompanhamento da COVID-19. Os testes iniciais foram
realizados em amostras de pacientes com COVID-19 para padronizagao da técnica,
e posterior validacdo. Primeiramente, foi realizada a padronizacdo das etapas do
ensaio imunoenzimatico. Depois, foram determinados a curva padrdo, o cut off, e
realizados os testes para a validagcdo do teste. Para as analises estatisticas foi
considerado o nivel de significancia p<0,05. O cut off foi determinado pela média da
concentracédo dos CN (3,59ng/mL) obtidos em margo/2019, antes da COVID-19,
mais dois desvios padrao. cut off=11,49ng/mL. Na validacdo, o ensaio apresentou
53% de sensibilidade e 94% de especificidade, comparado ao FIA. Avaliando-se que
o kit FIA utilizado é um teste qualitativo, foi avaliada a precisdo desse ensaio
sorolégico por apresentar um numero elevado de falsos negativos entre as amostras
estudadas e considerou-se a comparagao com outro teste. Foi realizada outra
analise com o teste de anticorpos neutralizantes anti-RBD-S1 e resultou em 94% de
sensibilidade e 91% de especificidade. A proteina N recombinante foi selecionada
neste trabalho por sua elevada antigenicidade e imunogenicidade,
multipotencialidade funcional, relagdo com a patogénese viral, e que a maioria dos
testes imunoenzimaticos atualmente comercializados baseiam-se em estudos com a
proteina spike. O ensaio imunoenzimatico indireto quantitativo anti-lgG para SARS-
CoV-2 in house é um teste tecnicamente simples e rapido, possui melhor rendimento
e resultados de facil leitura e interpretacdo. Contrariando a maioria dos testes
sorolégicos comerciais atualmente com metodologias qualitativas, este teste tem a
vantagem de ser um teste quantitativo, fornecendo resultados mais robustos e com
maior especificidade. A aplicacdo deste ensaio fornece informagdes importantes
para o diagndstico, manejo terapéutico e acompanhamento da recuperagdo dos
pacientes com COVID-19 e consequentemente, para o planejamento do controle
epidemiolégico da doenga. Dessa forma, o ensaio imunoenzimatico quantitativo
indireto foi padronizado e validado para a detec¢ao de anticorpos IgG anti-SARS-
CoV-2, determinando, ent&o, a concentragado adequada do antigeno, as diluigdes do
anticorpo primario e secundario, o cut off e a da curva padréo, gerando um novo
teste de alta qualidade, alta sensibilidade, alta especificidade e de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2; proteina recombinante; ELISA.
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ABSTRACT

STANDARDIZATION AND VALIDATION OF A QUANTITATIVE ANTI-IlgG
IMMUNOENZYMATIC TEST FOR SARS-CoV-2. DANILO NOBRE DA SILVA, SAO
CRISTOVAO, 2021.

Since the declaration of the SARS-CoV-2 virus as responsible for causing the
COVID-19 pandemic in 2020, several efforts have been initiated and continue to be
made towards control, diagnosis and therapeutic management.
Immunochromatographic and immunofluorescence (FIA) tests were developed based
on the qualitative investigation of antibodies against SARS-CoV-2 and recommended
to investigate the prevalence of the infection. However, many of them have low
sensitivity and specificity. However, the quantitative serological test used in the
diagnosis of numerous infections, the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
has high sensitivity, specificity and reproducibility, which may be a more suitable test
for diagnosis, monitoring of the evolution of COVID-19 and response to
immunization. The objective of this work was to standardize and validate an in-house
quantitative enzyme immunoassay for the diagnosis and follow-up of COVID-19.
Initial tests were performed on samples from patients with COVID-19 to standardize
the technique and later validate it. First, the standardization of the steps of the
immunoenzymatic assay was carried out. Afterwards, the standard curve, the cut off,
and the tests for the test validation were determined. For statistical analysis, the
significance level of p<0.05 was considered. The cut off was determined by the mean
concentration of CN (3.59ng/mL) obtained in March/2019, before COVID-19, plus two
standard deviations. cut off=11.49ng/mL. At validation, the assay had 53% sensitivity
and 94% specificity compared to FIA. Considering that the FIA kit used is a
gualitative test, the precision of this serological assay was evaluated because it
presented a high number of false negatives among the samples studied, and a
comparison with another test was considered. Another analysis was performed with
the anti-RBD-S1 neutralizing antibody test and resulted in 94% sensitivity and 91%
specificity. Recombinant protein N was selected in this work for its high antigenicity
and immunogenicity, functional multipotentiality, relationship with viral pathogenesis,
and that most immunoenzymatic tests currently marketed are based on studies with
the spike protein. The in-house quantitative indirect anti-IgG immunoenzymatic assay
for SARS-CoV-2 is a technically simple and fast test, with better yield and results that
are easy to read and interpret. Contrary to most commercial serological tests
currently with qualitative methodologies, this test has the advantage of being a
guantitative test, providing more robust results and with greater specificity. The
application of this assay provides important information for the diagnosis, therapeutic
management and monitoring of the recovery of patients with COVID-19 and,
consequently, for planning the epidemiological control of the disease. Thus, the
indirect quantitative enzyme immunoassay was standardized and validated for the
detection of anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies, then determining the adequate
concentration of the antigen, the primary and secondary antibody dilutions, the cut off
and the standard curve, generating a new test of high quality, high sensitivity, high
specificity and low cost.

KEY-WORDS: ELISA; SARS-CoV-2; recombinant protein.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2), causador da COVID-19 (coronavirus disease 19), desencadeia
manifestacbes clinicas heterogéneas, caracterizadas principalmente por
acometimento pulmonar com febre, tosse seca e dificuldade respiratéria, e pode
causar danos aos demais 6rgaos e sistemas. Essas manifestacdes clinicas sao
semelhantes as de outras infecgdes virais, sendo necessario um diagnostico
diferencial preciso (WANG et al., 2020).

O teste padréo ouro para diagnéstico da COVID-19 é a reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (real-time polymerase chain reaction — RT-PCR) que
detecta o material genético do virus, sendo indicado para um diagnéstico precoce
realizado nos primeiros dias apos a infecgdo. Os testes imunocromatograficos e
sorolégicos por sua vez, sdo baseados na pesquisa de anticorpos e recomendados
para investigar a prevaléncia da infeccdo e acompanhamento da evolugao da
resposta imune, sendo menos sensiveis nos primeiros dias de sintomas comparados
ao RT-PCR. Estes métodos diagndsticos podem apresentar interferentes nas
analises para detectar os anticorpos contra o SARS-CoV-2, como por exemplo, a
reatividade cruzada com outros anticorpos (YAN et al., 2020). Desde o inicio da
pandemia da COVID-19 foram desenvolvidos diversos testes diagndsticos
qualitativos e quantitativos empregando as metodologias de imunocromatografia,
imunofluorescéncia e quimioluminescéncia, muitos deles apresentando baixa
especificidade e sensibilidade (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021).

Em contrapartida, a metodologia do ensaio imunoenzimatico ELISA, utilizada
desde a década de 1970 em inumeros exames de diagndstico rotineiro de infecgdes
virais, bacterianas e por protozoarios, apresenta uma alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, podendo ser utilizada em larga escala durante
situagcbes emergenciais de epidemias e pandemias. Esta metodologia pode
empregar ferramentas biotecnolégicas como as proteinas recombinantes, podendo
ser antigenos ou anticorpos primarios e secundarios com potencial antigénico. Nos
ultimos meses, diversos esforgos foram feitos para o desenvolvimento de antigenos
recombinantes que possam ser utilizados tanto no diagnostico quanto na produgao
de vacinas da COVID-19. Entre esses antigenos estdo as proteinas recombinantes
do SARS-CoV-2, com as proteinas “S”, “M” e “N” (VAZ et al., 2018; AMANAT et al.,



17

2020). A proteina N esta relacionada com a replicagdo e transcrigdo do RNA viral,
formacao e manutencdo do complexo ribonucleoproteina (RNP), regulagcéo do ciclo
celular e na interagdo virus-hospedeiro (LAN et al., 2020; McBRIDE; ZYL,;
FIELDING, 2014).

A partir da construgdo dessas proteinas recombinantes, novos métodos
diagnésticos rapidos e confiaveis que possam ser utilizados na reducédo da taxa de
transmissao e no curso da COVID-19, comegaram a ser desenvolvidos. Dentre eles,
estdo os imunoensaios in house como uma alternativa por serem tecnicamente mais
simples, de baixo custo e mais rapidos, além de possuir melhor rendimento pela
possibilidade de ser um teste quantitativo e com resultados de facil leitura,
interpretagcao e de maior qualidade. Neste contexto, este trabalho teve o objetivo de
padronizar e validar um ensaio imunoenzimatico quantitativo, como forma de auxiliar

no diagndstico em grande escala e detec¢ao da prevaléncia da COVID-19.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COVID-19 E CORONAVIRUS

A infeccdo pelo novo coronavirus foi declarada em 11 de margo de 2020 pela
Organizacdo Mundial da Saude como pandemia, denominada COVID-19 e, desde
entdo, € uma crise mundial de saude publica (WHO, 2020). No mundo, até 1 de
outubro de 2021, o numero de infectados excedeu 234 milhdes de pessoas,
resultando em 4.800.375 mortes. No Brasil, cerca de 21.459.117 casos e 597 mil
mortes, e em Sergipe, foram 278 mil infecgcbes e 6.010 ébitos (WHO, 2021; BRASIL,
2021).

A mortalidade da COVID-19 pode ser considerada baixa, em torno de 0,6%.
Porém, os idosos (15%) e pessoas com comorbidades, como diabetes e
hipertensao, apresentam maior risco de mortalidade do que as pessoas mais jovens
e sem comorbidades, possivelmente devido a alteragcbes nos receptores da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA 2) (WILSON, 2020; MORLEY; VELLAS, 2020).

A COVID-19 apresenta manifestagdes clinicas heterogéneas, abrangendo um
amplo espectro e de diferentes niveis de agravamento (quadro 1), que varia de um
curso assintomatico a uma sindrome do desconforto respiratério agudo com alto
risco de morte. E caracterizada principalmente por febre, tosse seca, fadiga, falta de
ar, dor muscular, confusao, dor de cabecga, dor de garganta, rinorréia, dor no peito,
diarreia, nausea, vomito, calafrios, produgao de expectoragcédo, hemoptise, dispneia,
pneumonia bilateral, anorexia, anosmia, ageusia, leucopenia, linfopenia, disturbios
olfatérios e do paladar, e niveis mais elevados de citocinas plasmaticas (IL2, IL7,
IL10, GSCF, IP10, MCP1, MIP1A e TNFa) principalmente em pacientes de
internados em unidade de terapia intensiva (UTI) (WANG et al., 2020).

Frequentemente, pode causar danos pulmonares e danos ao trato
gastrointestinal, figado e ao sistema nervoso, entre outros 6rgaos e sistemas.
Algumas manifestagdes clinicas sao semelhantes as de outras infecgbes virais,
sendo sempre necessario um diagndstico diferencial para melhor controle e manejo
da doenga. Os pacientes geralmente apresentam linfopenia, aumento de proteina C
reativa, desidrogenase lactica e ferritina, diminuicdo de procalcitonina, elevados
niveis de interleucina-6 e uma contagem reduzida de linfécitos T CD8+ (LIU et al.,
2020).
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Quadro 1: Niveis de agravamento da COVID-19

Febre, tosse, fadiga, opacidades pulmonares em vidro fosco , sem

Leve _ _
pneumonia ou pneumonia leve.
Dispneia, saturacdo de oxigénio no sangue <93%, frequéncia
. respiratoria 230/min, relagdo pressao parcial de oxigénio arterial e
rave

fragdo de oxigénio inspirado <300 e/ou infiltrados pulmonares>
50% em 24 a 48 h, (UTI necessaria).

Fonte: adaptado e traduzido de WANG et al., 2020.

Os coronavirus (CoV) pertencem a familia Coronaviradae sob a ordem
Nidovirales, que pode ser subdividida em quatro géneros principais: a, B, y € 8. O
novo coronavirus, designado inicialmente como 2019-nCoV, e, posteriormente
SARS-CoV-2, é o sétimo membro da familia pertencente aos (B-coronavirus e teve
seu primeiro surto em dezembro de 2019 em Wuhan, China. Os primeiros pacientes
infectados foram visitantes frequentes do “Mercado Atacadista de Frutos do Mar” de
Huanan no distrito de Jianghan, onde frutos do mar, morcegos, galinhas, faisdes e
outros animais frescos eram vendidos, presumindo-se inicialmente estar associado a
uma doenga zoondtica (JALAVA, 2020; ZHENG, 2020).

Entre os seis coronavirus, quatro espécies (229E, OC43, NL63 e HKU1)
foram consideradas levemente patogénicas, enquanto as outras duas espécies,
SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) e MERS-CoV (Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus) foram altamente patogénicas em humanos
imunocomprometidos (CUI; LI; SHI, 2019).

No inicio da epidemia de pneumonia em Wuhan, os cientistas obtiveram as
sequéncias completas do genoma de cinco pacientes infectados com SARS-CoV-2.
Essas sequéncias do genoma compartilham 79,5% de identidade de sequéncia com
0 SARS-CoV. Obviamente, o SARS-CoV-2 ¢é divergente do SARS-CoV e, com isso,
cientistas alinharam a sequéncia completa do genoma do SARS-CoV-2 a outros

genomas disponiveis de betacoronavirus (LAl et al., 2020; ZHANG et al., 2020).
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Figura 1: Estrutura genémica do SARS-CoV e SARS-CoV-2
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O genoma dos CoV compreende a regido nao traduzida 5' e 3' (UTR) e a estrutura de leitura aberta
(ORF) 1a / b (caixas azuis). Os genes estruturais presentes no terminal 3' codificam as proteinas
estruturais, sendo a spike (S; caixas brancas), envelope (E; caixas amarelas), membrana (M; caixas
vermelhas) e nucleocapsideo (N; caixas verdes), que sdo preservadas em todos os CoV. Além disso,
0s genes acessorios intercalados entre os genes estruturais codificam as proteinas acessoérias. Nao
ha diferenga notavel na ORF1 entre eles, mas ela codifica proteinas n&do estruturais (NSP) de
comprimentos diferentes e ha uma distingdo entre os genes acessorios. A linha pontilhada marcada
em vermelho mostra uma variagao notavel entre o SARS-CoV-2 e o0 SARS-CoV. Fonte: KADAM et al.,
2021.

De forma geral, o genoma dos coronavirus (Figura 1) € um RNA de fita
simples de sentido positivo que € maior do que qualquer outro virus de RNA (27-32
kb). A proteina do nucleocapsideo (N) forma o capsideo fora do genoma e o genoma
€ ainda embalado por um envelope que esta associado a trés proteinas estruturais:
proteina de membrana (M), proteina spike (S) e proteina de envelope (E) (BRIAN;
BARIC, 2005). Assim como os outros membros da familia dos coronavirus, o SARS-
CoV-2 contém quatro proteinas estruturais (S, E, M e N) (Figura 2), sendo que
possui dezesseis proteinas nao estruturais (nonstructural proteins, nsp1-16) e o
tamanho do genoma do SARS-CoV-2 que foi sequenciado recentemente é de
aproximadamente 29,9 kb. (LU et al., 2020).
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Figura 2: Proteinas da estrutura do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de KANG et al., 2020.

A Figura 3 mostra a estrutura viral, a sua entrada na célula hospedeira e a
replicacédo do SARS-CoV-2. A infecgdo pelo SARS-CoV-2 comega com a ligagdo da
proteina spike ao receptor ACE2 e o processo de invasdo € desencadeado por
proteases da célula hospedeira (furina, tripsina, TMPRSS2 e catepsina). O SARS-
CoV-2 libera RNA na célula hospedeira, e o RNA é traduzido em poliproteinas de
replicase viral pp1a e pp1ab e subsequentemente cliva em proteinas nao estruturais
(NSP). As copias de RNA de fita negativa de comprimento total do genoma viral sdo
produzidas pela enzima replicase usando o genoma de RNA de fita positiva de
comprimento total como molde. Durante a transcricdo, a RNA polimerase produz
uma série de mMRNAs subgendmicos e se traduz nas proteinas virais (S, E, N e M).
As proteinas virais e o RNA do genoma sdo montados em virions no complexo de
Golgi e no reticulo endoplasmatico (RE), que estdo brotando em ERGIC
(compartimento intermediario RE-Golgi) e liberados para fora da célula por meio de
vesiculas (YESUDHAS; SRIVASTAVA; GROMIHA, 2020). Como a entrada do
coronavirus nas ceélulas hospedeiras € mediada pela proteina S, e essa forma
homotrimeros que se projetam da superficie viral. Logo, a proteina S é critica para a

entrada dos coronavirus e, portanto, € um alvo antiviral atraente (LI, 2016).
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Figura 3: Estrutura e replicagdo do SARS-CoV-2
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2.2 PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDEO DO CORONAVIRUS

A proteina de nucleocapsideo do coronavirus (proteina N) é uma proteina
estrutural com aproximadamente 90% de similaridade com a sequéncia de
aminoacidos da proteina N do SARS-CoV. O nucleocapsideo protege o genoma e
garante sua replicacdo e transmissdo, forma complexos com o RNA gendmico,
interage com a proteina da membrana viral durante a montagem do virion e
desempenha um papel critico no aumento da eficiéncia da transcrigdo e montagem
do virus (KANG et al., 2020; McBRIDE; ZYL; FIELDING, 2014).

Estudos recentes confirmaram que a proteina N ¢é uma proteina
multifuncional. As fungbdes da proteina N incluem replicagcdo e transcricdo do RNA
viral, formagdo e manutengdo do complexo ribonucleoproteina (RNP) (LAN et al.,
2020). Além disso, também é relatado que a proteina N esta envolvida na interagéo
virus-hospedeiro. Ela regula o ciclo celular do hospedeiro, incluindo apoptose, para
facilitar a multiplicacéo e disseminacgao do virus (McBRIDE; ZYL; FIELDING, 2014).
Muito recentemente, trés sinais de localizagdo nuclear (NLS1-NLS3) e dois sinais de
exportagdo nuclear (NES1 e NLS2) sdo relatados na proteina N do SARS-CoV-2
que supostamente desempenham um papel crucial na montagem da proteina viral
(KUMAR et al., 2020).

A proteina N desempenha um papel importante na patogénese viral. Os
coronavirus parecem ter desenvolvido mecanismos para superar a resposta imune
inata do hospedeiro, incluindo a resposta do interferon, um dos principais
componentes da imunidade inata. As células infectadas com o SARS-CoV néo
permitem a producao de interferon e, portanto, parece provavel que o SARS-CoV,
como muitos outros virus, desenvolveu mecanismos para subverter a resposta do
interferon (SPIEGEL et al., 2005). A proteina N do SARS-CoV é um dos trés
antagonistas do interferon B (IFB), junto ao ORF3b e ORF6 (KOPECKY-
BROMBERG et al., 2007), pois inibe a sintese do interferon tipo 1. Logo, esta
inibicdo da resposta do interferon provavelmente contribui para a patogénese viral
(LU et al., 2011).

A imunogenicidade da proteina N & extremamente relevante e pode causar
uma resposta de anticorpos dominada pela imunoglobulina G (IgG), altamente
restrita, que é direcionada mais frequentemente e predominantemente ao
nucleocapsideo (LEUNG et al., 2004; McBRIDE; ZYL; FIELDING, 2014).
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Em uma pesquisa direcionada ao diagnostico e a triagem de outros
coronavirus, anticorpos policlonais de coelho demonstraram maior imunorreatividade
para algumas regides da proteina N em amostras de soro, destacando-a como uma
forte candidata para uso em projetos de ferramentas de diagndstico dos coronavirus
(LIANG et al., 2013).

Apesar de alguns estudos, a maneira pela qual as proteinas do coronavirus
desempenham seus papéis durante o ciclo de vida viral ainda ndo é claramente
compreendida. Entretanto, a compreensao do papel da proteina N na infec¢ao pelo
coronavirus pode oferecer uma visdo sobre o desenvolvimento de novas
ferramentas antivirais que visam as interacbes entre as proteinas da célula do
hospedeiro e as proteinas virais que podem ser potencialmente usadas para
combater a ameacga representada pelo novo coronavirus (LEUNG et al., 2004,
LIANG et al., 2013).

2.3 METODOS DIAGNOSTICOS: ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Desde a descoberta do SARS-CoV-2, causador da COVID-19, tem sido
promissora a procura por novos meétodos diagndsticos rapidos e confiaveis que
possam ser utilizados em seu diagnéstico com o objetivo de reduzir a taxa de
transmissao do virus e o curso da pandemia.

Dentre os métodos diagndsticos utilizados atualmente, estdo inseridos os
ensaios imunoenzimaticos. Estas técnicas permitem medidas quantitativas diretas
da interagdo antigeno-anticorpo por medida de atividade enzimatica sobre um
substrato. Esses métodos tém substituido os outros devido a sua melhor
sensibilidade, especificidade, estabilidade dos reagentes e sua variedade de
sistemas de deteccao (VAZ et al., 2018).

O ensaio de imunoabsor¢gao enzimatica ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) € o método imunoenzimatico mais comum para analisar as
concentragcbes de proteinas/peptideos em fluidos bioldgicos para mostrar reagdes
antigeno-anticorpo para auxiliar no diagnostico e monitoramento de diversas
doengas (AYDIN, 2015).



25

ELISA direto

A técnica pioneira para os outros tipos de ELISA foi desenvolvida
simultaneamente em 1971 por Eva Engvall e Peter Perimann e por Bauke Van
Weemen e Anton Schuurs. O ELISA direto € capaz de determinar a quantidade de
antigenos de alto peso molecular. Para realiza-la, a superficie da placa é revestida
diretamente com o anticorpo ou antigeno. Um anticorpo ou antigeno marcado com
enzima permite a medi¢cdo certa. A incubagdo é seguida por uma lavagem que
remove os antigenos ou anticorpos n&o ligados do meio. Entdo o substrato
apropriado é adicionado ao meio para produzir uma reacao vista através da
coloragdo. A reagdo é medida para determinar a quantidade de antigeno ou
anticorpo (AYDIN, 2015; ENGVALL; PERLMANN, 1971; VAN WEEMEN; SCHUURS,
1971).

Figura 4: ELISA direto
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Fonte: Adaptado e traduzido de Shah; Maghsoudlou, 2016.

O antigeno adsorvido a fase solida reage diretamente com um anticorpo,
especifico para o antigeno, ligado a uma enzima, formando um complexo insoluvel.
Essa prova é utilizada para detecgdo de antigenos, entretanto, € um ensaio pobre
para pesquisar antigenos brutos. E util para proceder a titulacdo de anticorpos
conjugados as enzimas marcadas utilizando antigenos purificados (DANTAS, 2004;
MADRUGA et al., 2001). No ELISA direto utiliza-se a IgG e o conjugado produzido

em apenas uma espécie animal, e requer um IgG e seu respectivo conjugado, para
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cada virus a ser detectado, e o que o torna mais caro (ALMEIDA; LIMA, 2001;
DANTAS, 2004).

ELISA indireto

Para o ELISA indireto, o antigeno de interesse é fixado na placa por absorgao
passiva e uma solugao de bloqueio € adicionada para saturar todos os locais nao
ligados nos pogos, seguido de uma incubagdo com um anticorpo primario. Entao,
adiciona-se um anticorpo secundario ligado a uma enzima (geralmente ligado a
peroxidase) para se ligar ao anticorpo primario. O substrato produz uma coloragao e

sua intensidade € mensurada (LIN, 2015).

Figura 5: ELISA indireto
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Fonte: Adaptado e traduzido de Shah; Maghsoudlou, 2016.

E um ensaio amplamente utilizado para a deteccdo e/ou quantificacdo de
anticorpos em amostras de soro, com destaque em estudos soroepidemioldgicos. A
especificidade dessa prova € garantida principalmente pela qualidade do antigeno
adsorvido a placa (MADRUGA et al., 2001). Neste utilizam-se duas IgG, uma para
reconhecer o antigeno e outra (anti-lgG) produzida em diferentes espécies de animal
que reconhece a primeira IgG, com a qual se ligara (ALMEIDA; LIMA, 2001,
DANTAS, 2004).
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ELISA sanduiche

A técnica foi desenvolvida em 1977 por Kato e colaboradores. Neste método
ELISA, os pogcos sao revestidos com um anticorpo e um bloqueio. A amostra é
adicionada aos pogos da microplaca revestida com o anticorpo; entdo, a placa é
incubada por algum tempo e lavada. A lavagem remove os antigenos nao ligados.
Quando o antigeno especifico para o anticorpo ligado € encontrado, esses antigenos
ndao podem ser removidos. Apds a etapa de lavagem, os anticorpos que sao
marcados com a enzima especifica para o antigeno s&o adicionados e incubados.
Apoés a incubagao e lavagem, se houver antigenos no meio, estes ndo podem ser
removidos porque os anticorpos estao ligados a eles. A fim de revelar a atividade
enzimatica, um substrato de enzima é adicionado ao meio e a coloragao € aparente.
A coloragao mostra um resultado positivo, enquanto a falta de coloracéo indica falta
de enzimas ou um resultado negativo. Como a proteina relevante esta presa entre
duas moléculas de anticorpo, este método é chamado de ELISA sanduiche. O ELISA
sanduiche foi relatado como 2 a 5 vezes mais sensivel do que todos os outros tipos
(AYDIN, 2015; KATO et al., 1977).

Figura 6: ELISA sanduiche
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Fonte: Adaptado e traduzido de Shah; Maghsoudlou, 2016.

O ELISA duplo sanduiche é utilizado para detectar antigenos. Envolve
primeiramente o revestimento de placas de poliestireno com anticorpos de captura.
Acrescenta-se entao a solugcédo de antigenos, de forma que o antigeno se conjugue

com o anticorpo de captura. Isso é seguido, apds uma lavagem, pela adicao de um
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anticorpo especifico, uma antiglobulina marcada com enzima e um substrato. Neste
teste, a intensidade da reacg&o de cor se relaciona diretamente com a quantidade de
antigeno conjugado (DANTAS, 2004; TIZARD, 1998).

ELISA competitivo
Figura 7: ELISA competitivo
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Fonte: Adaptado e traduzido de Shah; Maghsoudlou, 2016.

A técnica foi desenvolvida em 1976 por Yorde e colaboradores. Neste método,
a superficie dos pogos é revestida com o anticorpo especifico do antigeno ou
antigeno especifico do anticorpo. A amostra a ser medida e o antigeno ou anticorpo
marcado com enzima sao colocados no pogo simultaneamente. O antigeno marcado
e nado marcado (antigeno do paciente) ou moléculas de anticorpo competem uns
com os outros para se ligar ao anticorpo ou antigeno nos pogos. Apos a lavagem
dos pocos e adicdo do substrato enzimatico, a coloragdo resultante permite
quantificar a concentragado. Existe uma proporgao inversa entre a concentragao do
analito e a intensidade da coloracdo resultante. Em outras palavras, quando a
quantidade do antigeno ou do anticorpo analisado no soro € baixa, obtém-se alta
absorbancia, enquanto quantidades maiores produzem baixa absorbancia (YORDE
et al., 1976).



29

Entre as principais vantagens do ELISA estdo a estabilidade e o pequeno
volume de reagentes, resultados de natureza quantitativa, possibilidade de rapida
execugao diagnéstica, apresenta baixo nivel de risco biolégico, e pode ser também
usada para estudos epidemiologicos, dentre outras vantagens (DANTAS, 2004;
TIZARD,1998).

Imunoensaios in house

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de acordo com a RDC
n°® 302 de 13 de outubro de 2005, define a metodologia in house como reagentes ou
sistemas analiticos produzidos e validados pelo proprio laboratério clinico,
exclusivamente para uso préprio, em pesquisa ou em apoio diagnostico, devendo
ser documentado, no minimo, todas as etapas descritas do procedimento, as
especificagdes dos insumos, reagentes e equipamentos, além da validagdo desse
método (BRASIL, 2005).

Os ensaios denominados in house sédo aqueles desenvolvidos em laboratorios
de pesquisa, sendo que cada grupo de pesquisadores utiliza técnicas e protocolos
diferentes para sua execucgdo. Devido ao tempo e custo relativamente baixos e a
facilidade de execucéao, os ensaios in house tém se destacados nesses aspectos em
relagdo aos kits disponiveis no mercado para aplicagdo aos inumeros tipos de
doengas (FONSECA-COSTA et al., 2003).

2.4 PADRONIZACAO E VALIDAGAO DE UM TESTE

Para a padronizagdo e validacdo de um teste, torna-se necessario a
realizacdo de um estudo amplo onde o0 mesmo é comparado a um teste de
referéncia em conjunto a um numero expressivo populacional significativo para
determinar a prevaléncia da doenca utilizando esse teste, além de parametros
estatisticos descritivos como a sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade,
reagao cruzada, acuracia, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e raz&o de
verossimilhanga (/ikelihood ratio) (FLETCHER; FLETCHER, 2006; SOARES et al.,
2007).

A sensibilidade indica a capacidade de um teste detectar corretamente as
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pessoas com a doencga/condigdo, enquanto que a especificidade indica a
capacidade de um teste excluir corretamente as pessoas sem a doenga/condigao
(GREENBERG, 2005; SOARES et al., 2007).

A acuracia (A) avalia a propor¢cado de todos os testes corretos (verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos), sobre todos os resultados obtidos. O Valor
preditivo positivo (VPP) indica qual a probabilidade de uma pessoa com teste
positivo realmente tenha a condigado. Ja o valor preditivo negativo (VPN) indica qual
a probabilidade de uma pessoa com teste negativo realmente ndo tenha a condigao
(FLETCHER; FLETCHER, 2006).

Por fim, a razdo de verossimilhancga para teste positivo (likelihood ratio), indica
qual é a probabilidade de encontrarmos um teste positivo em uma pessoa com a
doenga, comparado a uma pessoa sem a doenca. Neste caso, o resultado pode
variar de 1 ao infinito e quanto mais préximo de zero, maior é a probabilidade do
teste ser positivo para pessoas doentes e ndo doentes ser a mesma, mostrando sua
inutilidade. Se superior a 1, indica uma alta probabilidade que o teste seja positivo
apenas para pessoas doentes. Se a probabilidade for infinita, indica que o teste s6 é
positivo para essas pessoas (FLETCHER; FLETCHER, 2006; SOARES et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e validar um ensaio imunoenzimatico quantitativo indireto para

diagnéstico e acompanhamento da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentragdo adequada do antigeno (proteina N) para a
sensibilizagdo das microplacas, a diluicdo do anticorpo primario e
concentragado do anticorpo secundario do ensaio imunoenzimatico;

e Estabelecer o limiar de reatividade (Cut off) e curva padrao a ser utilizada no
ensaio;

e Validar o ensaio imunoenzimatico para detec¢cdo de anticorpos IgG anti-
SARS-COV-2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais de estudo, aspectos éticos e obtencao das amostras

Este estudo faz parte do Projeto em andamento “Evolugdo da Prevaléncia de
Infeccdo por COVID-19 em Sergipe — EpiISERGIPE” aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Sergipe sob parecer de niumero 4.645.771
(Anexo A), atendendo aos dispositivos legais estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Saude (Resolugdo CNS 466/12), e foi realizado no Laboratério de Hematologia e
Toxicologia (Hematox) do Departamento de Farmacia do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Sergipe Campus Sao Cristévao
(DFA/CCBS/UFS).

As amostras de soro foram obtidas através da soroteca do projeto
EpiSERGIPE. Apo6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A) foram coletadas cerca de 5 mL de amostras de sangue periférico
obtidas por pungdo venosa de cada participante da pesquisa com teste
imunocromatografico positivo (teste rapido) para realizagéo das analises soroldgicas.

Para o ensaio imunoenzimatico, as amostras em que foram detectados os
anticorpos 1gG anti-SARS-CoV-2, pela técnica de imunofluorescéncia (FIA), foram
utilizadas como controle positivo. Para o controle negativo, foram utilizadas amostras
de soro da soroteca de outro projeto de pesquisa associado ao laboratério Hematox,
denominado “EFEITOS DO TREINAMENTO FUNCIONAL SOBRE PARAMETROS
IMUNOLOGICOS E  INFLAMATORIOS, COMPOSICAO CORPORAL E
FUNCIONALIDADE EM IDOSAS COM SOBREPESQ”, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sergipe sob parecer de numero
3.225.938 (Anexo B).

Para obtengdo dos soros, as amostras de sangue periférico coletadas em
tubo a vacuo sem anticoagulante foram submetidas a centrifugagdo de 3.500 rpm
por 15 minutos para separagao do soro, em seguida, distribuidos em aliquotas e
armazenados a temperatura de -80°C até utilizacao.

A selecdo dos controles positivo e negativo foi realizada por meio de
Imunoensaio Fluorescente (FIA), para a determinagédo qualitativa de anticorpos 1gG
contra SARS-CoV-2 em equipamento Ichroma™ (Bodytech, Gangwon-do, Coreia do
Sul) (Valores de referéncia: < 1,0 ndo reagente; 1,0 — 1,1 indeterminado; > 1,1
reagente. Especificidade: 92,8%. Sensibilidade: 88,8%).
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4.2 Obtencao da proteina recombinante “N”

A proteina recombinante “N” do SARS-CoV-2, especificamente a porgao C-
terminal (Nc) produzida em E. coli, purificada com his-tag (poli-histidina) e
desenhada com base na cepa de Wuhan, China, foi cedida através da empresa
DELTALYS BIOTECHNOLOGY LTDA, uma Spin-off do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP), criada recentemente diante
da necessidade de comercializagdo de produtos imunobiolégicos proteicos
aplicaveis ao desenvolvimento de diagnosticos e estudos vacinais, especializada na
producdo e comercializacdo de proteinas recombinantes produzidas em sistema
procarioto e eucarioto. Todas as etapas da producdo da proteina recombinante

foram realizadas pela empresa.

4.3 Padronizagao do ensaio imunoenzimatico quantitativo indireto para
deteccao de anti-lgG do SARS-CoV-2

No presente estudo, foi desenvolvido e padronizado um teste
imunoenzimatico quantitativo indireto in house para deteccao de anticorpos IgG
especificos contra a proteina N recombinante do SARS-CoV-2. Bula do teste

(apéndice C).

Sensibilizacdo das microplacas: microplacas de poliestireno de fundo chato (Global
Plast®, Brasil) de 96 pogos foram sensibilizadas e incubadas com 200 uL da
proteina N, a partir de uma solugdo contendo 300 pg/mL diluida em tamp&o sob

temperatura de 4°C por 18h ou overnight.

Bloqueio das ligagcbes inespecificas: para a etapa de bloqueio foi utilizada uma
solugdo PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,4 + BSA (Bovine Serum Albumin)
(Inlab, Brasil) (avaliou-se BSA 0,5% e 2% e BSA + leite desnatado). Apos o periodo
de incubacgao por 2h, foi desprezado o volume contido nas microplacas e adicionado
200 pL da solugao de bloqueio em cada pogo. Incubou-se em estufa de secagem a
37 °C por 2 horas, armazenadas em camaras umidas para evitar a evaporacao da

solugado nas microplacas. Em seguida, apenas nessa etapa, realizou-se 5 lavagens
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com 200 uL de PBS. Para as demais lavagens, foi utilizado PBS/BSA + Tween™ 20
a 0,05% diluigao 1:25.

Determinagdo do volume da diluicdo das amostras (anticorpos primarios): Apds o
bloqueio, foram pipetados 100 yL de amostra diluida (1:25, 1:100 e 1:500) nos
respectivos pogos. Para o pogo determinado como branco, foi adicionado apenas
PBS/BSA 2%. Incubou-se a 37 °C por 90 minutos. Realizou-se o célculo do volume

necessario das amostras de acordo com a quantidade de pogos e diluigbes.

Determinagdo da concentragdo do anticorpo secundario: Anticorpos anti-IgG
humana conjugados a peroxidase (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) foram utilizados
em diferentes titulos de diluicbes em PBS+BSA. Apds a incubacio, desprezou-se
todo o volume e lavou-se 5 vezes com solugédo de lavagem. Pipetou-se 100 uL da
solucao de diluigdo em seus respectivos pogos. A microplaca foi incubada a 37 °C

por 90 minutos e depois lavada novamente por 5 vezes.

Preparo do reagente colorimétrico para revelagdo: A solugdo reveladora foi
preparada da seguinte forma (apéndice B): acido citrico (CsHsO7), OPD (ortho
phenylenediamine), fosfato de sddio (NazHPOa), perdoxido de hidrogénio (H202),
agua destilada, e pipetou-se 100 uL da solugdo em cada pogo e depois foi incubada
a temperatura ambiente, ao abrigo de luz por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se
50 pyL de acido sulfurico (H2SO4 1M) em cada pogo, para interromper a reagao

enzimatica.

Leitura das absorbancias: realizou-se a leitura das absorbancias em comprimento de
onda de 450 nm em espectrofotdmetro de microplacas Multiskan™ (Thermo Fisher
Scientific™, Massachusetts, EUA).

4.4 Determinagao do cut off e da curva padrao do ensaio

Limiar de reatividade (Cut off): Para definicdo do limiar de reatividade, foram

escolhidos 10 soros de amostras obtidas em marco de 2019, antes da circulagdo do

coronavirus no Brasil, nomeados como soros controle negativos. O limiar de
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reatividade (cut off) da reagao foi calculado pela média das concentragdes de 10

soros controles negativos adicionado de dois desvios padrdes.

Cut off = m + (2x dp)

m = média das concentragdes dos soros controles negativos.

dp = desvio padrao.

Elaboragdo da curva padrdo e calculo das concentragbes de anticorpos: Apods a
otimizagcao das condi¢des de trabalho do ensaio imunoenzimatico, as concentragoes
da proteina N foram utilizadas como referéncia para a construgdo de uma curva
padrao utilizando paréametros de regressao linear. A construgdo da curva padrao foi
realizada pelo calculo da média dos valores das absorbancias das diferentes
diluicdes da proteina (1:2.000, 1:3.000, 1:5.000, 1:8.000, 1:10.000, 1:13.000,
1:16.000, 1:20.000; 1:5.000, 1:8.000, 1:12.000, 1:16.000, 1:20.000, 1:24.000,
1:28.000, 1:30.000; e 1/10.000, 1/20.000, 1/40.000, 1/60.000, 1/80.000, 1/100.000,
1/140.000, 1/200.000). A analise de regressao linear proporciona um indice de
correlagao entre os dados (R), o qual deve ser o mais préximo possivel de 1,0, o que

indica uma boa correlagao entre os dois dados analisados.

4.5 Validacao do ensaio imunoenzimatico quantitativo indireto para detecgao
de anti-lgG do SARS-CoV-2

Sensibilidade e Especificidade
O caélculo da sensibilidade e especificidade do ensaio imunoenzimatico
quantitativo indireto para detecgdo de anti-lgG do SARS-CoV-2 foi realizado da

seguinte forma:

Sensibilidade: Define-se como a fracdo dos resultados positivos no teste entre
aqueles que possuem a doencga, é calculada através da expressédo: S = VP / VP +
FN, onde S é a sensibilidade, VP (Valor positivo) corresponde ao numero de soros
de pacientes infectados com COVID-19 que apresentaram valor de absorbéancia

acima do cut off determinado para a proteina recombinante, e FN (Falso Negativo)
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corresponde ao numero de soros de pacientes infectados com COVID-19 que

apresentaram reatividade abaixo do cut off determinado para o antigeno.

Especificidade: Define-se como a fragdo dos soros nao infectados com COVID-19
que obtiveram resposta negativa no teste, é calculada através da expresséao: E =
VN/VN+FP, onde E é a especificidade, VN (Valor Negativo) corresponde ao numero
de soros de individuos nao infectados com COVID-19 que n&o possuem reatividade
acima do cut off e FP (Falso Positivo) corresponde ao numero de soros de individuos
nao infectados com COVID-19 que se encontraram acima do valor de cut off.

Além da sensibilidade e especificidade, foram calculados a acuracia, o valor
preditivo positivo (VPP), o valor preditivo negativo (VPN) e a razdo de
verossimilhangca para teste positivo (likelihood ratio) utilizando a ferramenta de
abordagem diagnéstica disponibilizada pela Biblioteca Virtual em Saude (BVS) do

Ministério da Saude (https://aps.bvs.br/apps/calculadoras/?page=1).

Determinacgédo das reagbes cruzadas

A fim de verificar a reatividade cruzada do virus SARS-CoV-2 com as
arboviroses mais comuns no Brasil, foram realizados testes com amostras de soro
reagentes para os virus da dengue (dengue virus — DENV), zika (zika virus — ZIKV)
e chikungunya (virus Chikungunya — CHIKV), obtidas da soroteca do Laboratoério
Central de Saude Publica de Sergipe (LACEN/SE). Todas as amostras foram

testadas por testes sorologicos anti-IgG realizados no proprio LACEN/SE.

4.6 Analises estatisticas

Os programas GraphPad Prism 8.0.1 e Microsoft Excel 2010 foram utilizados
para a realizagdo das analises dos dados. Para cada duplicata de cada amostra de
soro utilizada em todos os experimentos dos ensaios imunoenzimaticos, foram
calculados os valores das médias e desvios-padrao. Foram aplicados o teste F e o
teste t de Welch para comparar as variantes ndo paramétricas e ANOVA para
comparagao entre as médias dos grupos estudados. Resultados com valor de p

menor ou igual a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

Para a padronizacdo da técnica, foi necessario realizar experimentos pilotos
para determinar o protocolo, nos quais foram testadas variagdes nas etapas de
execucao do teste:

e Variagbes na concentragao do antigeno adsorvido as microplacas (proteina N
recombinante);

e Variagdes na etapa de bloqueio, apds a sensibilizagdo das microplacas com o
antigeno;

e Variagdes na diluigdo dos anticorpos primario e secundario;

e \Variagdes nas concentragcdes da curva-padrao.

5.1 Caracteristicas das amostras obtidas

Foi utilizado um total de 144 amostras de soro obtidas de coleta de sangue
periférico, 43 para a primeira etapa de padronizagdo do ensaio imunoenzimatico e
101 para a etapa de validagao do teste (90 amostras positivas para SARS-CoV-2 e
54 negativas para SARS-CoV-2). A faixa etaria média foi de 64 anos de idade, com
71% das amostras pertencentes a pacientes do sexo feminino e 29% do sexo
masculino. As caracteristicas dos pacientes e os resultados prévios obtidos pelo

ensaio qualitativo imunofluorescente (FIA) estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes testados no estudo.
Anti-SARS-CoV-2 Anti-SARS-CoV-2

(IgG) POSITIVAS (lIgG) NEGATIVAS | TOTAL

Idade (em anos) 62 66
Sexo masculino 24 17 41
Sexo feminino 66 37 103
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5.2 Determinagao da concentragao do antigeno e bloqueio da sensibilizacao

A concentracdo definida inicialmente para padronizar a sensibilizacdo das
microplacas no primeiro teste foi de 50 ng/pogo do antigeno proteina recombinante
“N”, com bloqueio da sensibilizagao da placa por 2 horas com BSA 0,1% em PBS.

As analises demonstradas na Figura 8, comparando os resultados obtidos
pelo método de FIA com o ensaio imunoenzimatico quantitativo, em amostras
reagentes (controle positivo) e ndo reagentes (controle negativo) na concentragao de
50 ng da proteina N por poco, ndo demonstrou diferenga estatistica significativa p =
0,8423. Além disso, esses resultados demonstraram uma provavel ocorréncia de
ligacbes inespecificas observadas em virtude das elevadas absorbancias médias
obtidas dos controles negativo e positivo: 1,532 e 1,826, respectivamente.

Alterando-se a concentragcdo do antigeno proteina N recombinante para 100
ng/pog¢o, também ndo demonstrou diferenga estatistica significativa sendo o valor
de p = 0,7283. As absorbancias dos controles negativo e positivo também
permaneceram elevadas. Estes resultados corroboraram para uma provavel
ocorréncia de ligagdes inespecificas na etapa do bloqueio, o qual foi ajustado no

terceiro e quarto testes.

Figura 8: Padronizac&o da concentragéo da proteina N

Concentragao da proteina N = 50ng Concentragao da proteina N = 100ng

2.0 2.0

-
[==]
1
="
wn
1

T

=
:

abs (450 nm)
=
|

abs (450 nm)
T

-
L
1

. 0.5
1.2 ! ! 0.0
~ . Y 1
CN CpP cN cp
Controles
Controles

A 0= 08423 B p=07283



39

Comparagéo entre os resultados obtidos pelo método de FIA com o ensaio imunoenzimatico
quantitativo, em amostras reagentes (controle positivo) e ndo reagentes (controle negativo) nas
concentragbes de 50ng e 100ng da proteina N por poco, filtro de 450 nm. Realizado teste F e o teste t
de Welch. A: concentragdo da proteina N: 50ng/pog¢o; probabilidade de significancia de p = 0,8423; B:
concentracdo da proteina N: 100ng/poco; probabilidade de significancia de p = 0,7283; absorbéancia
(abs): 450 nm; controle negativo (CN); controle positivo (CP). Autoria propria.

A partir disso, em um terceiro teste, foram aplicadas algumas modificagdes no
bloqueio para tentar reduzir as ligagdes inespecificas: aumento da concentragédo da
solugao de blogueio para BSA 0,5% + leite desnatado Molico® 3% (Nestlé, Brasil) em
PBS e manutengdo da concentracdo da proteina recombinante “N” para 100
ng/pogo, em duplicatas, resultando em absorbancias semelhantes de médias de
1,022 e 1,739, entre os grupos controle negativo e controle positivo,
respectivamente, e sem diferenca significativa p = 0,7144 (Figura 9A).

Em seguida, foi testada outra forma de bloqueio modificada por GAO e
colaboradores (2020): bloqueio da sensibilizagcdo de 2 horas com BSA 2% em PBS e
manutencdo da concentragdo da proteina recombinante “N” para 100 ng/poco,
resultando em absorbancias medias de 0,145 e 0,326 dos grupos controle negativo
e positivo, respectivamente (Figura 9B).

Figura 9: Efeitos de diferentes bloqueios na redugéo de liga¢des inespecificas

Solucao de bloqueio de sensibilizagdo: BSA Solugio de bloqueio de sensibilizagao:
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Comparacéo entre os resultados obtidos pelo método de FIA com o ensaio imunoenzimatico
quantitativo, em amostras reagentes (controle positivo) e ndo reagentes (controle negativo) na
concentragao da proteina N de 100 ng/pogo e bloqueio com BSA 0,5% e leite 3%, e BSA 2% em PBS;
filtro de 450 nm. Realizado o teste t. A: solugdo de bloqueio de sensibilizagdo BSA 0,5% + leite 3%
probabilidade de significancia p = 0,7144; B: solugdo de bloqueio de sensibilizacdo BSA 2%
probabilidade de significAncia de p = 0,0005; concentragao da proteina N: 100ng/pogo; absorbéancia
(abs): 450 nm; controle negativo (CN); controle positivo (CP); Autoria propria.
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5.3 Determinacgao da diluicao da amostra

Na tabela 2 podem-se observar diferengas entre os valores da leitura de
absorbancias obtidas entre as diluicbes avaliadas: 1:25, 1:100 e 1:500, do anticorpo
primario (amostras reagentes no FIA para anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2) na
concentracdo de 100ng/pogco no ensaio imunoenzimatico quantitativo anti-SARS-
CoV-2.

Na diluicdo de 1:100, observou-se que a leitura das absorbancias se
apresentou mais elevada do que as esperadas comparando-a aos controles
negativos (CN). Depois, avaliando-se a diluicdo de 1:25, foram observados
resultados relativamente adequados na leitura das absorbancias, porém ainda nao
estava padronizada a diluigdo do anticorpo secundario conjugado a peroxidase em
que foi utilizada a diluicdo de 1:10.000. Por fim, apds ajustes na sensibilizagao,
bloqueio e também na diluicdo do anticorpo conjugado para 1:20.000, avaliou-se a
diluicdo do anticorpo primario em 1:500 e logo, obteve-se uma otimizagdo dos
resultados de absorbancia comparados aos resultados das amostras controle

negativo entre as diluicdes avaliadas por ANOVA (p = 0,0022) (Figura 10).

Tabela 2: Leituras das absorbancias do ensaio imunoenzimatico quantitativo para
anti-SARS-CoV-2, de amostras controles positivo e negativo, utilizando 100 ng de
proteina N com diferentes titulos do anticorpo primario e anticorpo secundario na
diluigdo 1:10.000, filtro de 450 nm.

DILUIGOES 1125 11100 1/500
1,399 1,654 0,784

1,080 3,198 1,493

2, 1,579 3,888 2,610
;2: 2,011 3,261 1,623
@ 1,411 1,428 0,699

% 1,657 3,954 2,794

< 1,826 2,813 1,135
1,325 2,366 0,890

Médias 1,536 2,820 1,503
CN i 1,024 0,567

Concentragdo da proteina N: 100ng/pogo; absorbancia: 450 nm; controle negativo (CN).
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Figura 10: Determinagao da diluigdo da amostra
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Comparacgdo entre os resultados obtidos no ensaio imunoenzimatico quantitativo para anti-SARS-
CoV-2, de amostras controles positivo e negativo, utilizando 100 ng de proteina N com diferentes
titulagbes do anticorpo primario (amostras) e anticorpo secundario na diluicdo 1:10.000, filiro de 450
nm. Concentragdo da proteina N: 100ng/poco; absorbancia (abs): 450 nm; controle negativo (CN);
probabilidade de significancia de p = 0,0022. Autoria propria.
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5.4 Determinacgao da diluicao anticorpo secundario e curva padrao

A concentracdo do anticorpo secundario anti-lgG ligado a peroxidase (anti-
IgG-Perox) de fabrica € de 1 mg/mL e foi diluido para melhor rendimento. De acordo
com as orientagdes do fabricante, a diluicdo inicial do anticorpo conjugado foi de
1:10.000, porém com os ajustes da concentragdo de adsorgédo, bloqueio e do
anticorpo primario descritos anteriormente, foi testada a diluigdo 1/20.000 o que
resultou em uma otimizagdo dos resultados quando comparados ao resultados

obtidos entre as duas dilui¢des aplicando-se o teste t (p = 0,0046).

CONCENTRAGAO: 5 x 10 mg/mL

Figura 11: Determinacao da diluicdo do anticorpo secundario
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Comparagéo entre os resultados obtidos no ensaio imunoenzimatico quantitativo para anti-SARS-
CoV-2, de amostras controle positivo, utilizando 100 ng de proteina N com diferentes diluicdes do

anticorpo secundario conjugado (1:10.000 e 1:20.000), filtro de 450 nm. Realizado teste t. Autoria
propria.

A primeira curva padrao para calculo da concentracdo das amostras foi
realizada a partir de um pool de amostras (diluigdo 1/25) obtidas por meio de teste
FIA reagente para IgG anti-SARS-CoV-2, em uma diluicdo seriada de anticorpo
secundario anti-lgG ligado a peroxidase (anti-lgG-Perox), iniciando em 1/2.000 e

finalizando em 1/20.000 (Tabela 3), resultando em absorbancias muito préximas e
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elevadas, uma delas acima da linearidade do equipamento, e com distribuicdo

inadequada para os pontos de elaboracéo da curva.

Tabela 3: Leituras das absorbancias obtidos na primeira curva padrédo do ensaio
imunoenzimatico com a concentragao da proteina recombinante “N” de 100 ng/pogo.

Absorbéancia (450 nm)

Curva 100 ng/pogo
1:2.000 3,323
1:3.000 2,688
1:5.000 4.040*
1:8.000 1,984
1:10.000 2,268
1:13.000 1,326
1:16.000 1,335
1:20.000 0,979

*leitura maior que a linearidade do equipamento

Posteriormente, foram realizadas outras variagdes da diluicdo do anticorpo
primario (pool de amostras obtidas por meio de teste FIA reagente para IgG anti-
SARS-CoV-2): 1/100, 1/200 e 1/500 em uma diluicdo seriada de anticorpo
secundario anti-IgG ligado a peroxidase (anti-lgG-Perox), iniciando em 1/5.000 e
finalizando em 1/28.000 (tabela 4), resultando em absorbancias com distribuicao
inadequada para os pontos de elaboragédo da segunda curva padrao, sem

apresentar boa correlagédo (R?=0,601), observadas na Figura 12.
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Tabela 4: Valores das absorbancias em duplicata obtidos na terceira curva padrao
do ensaio imunoenzimatico na concentragcdo de 100 ng/pogo da proteina
recombinante “N”, e diluigdes de 1/100, 1/200 e 1/500 de anticorpo primario (pool de
amostras).

CURVA 1/100 1/200 1/500

1:5.000 3,296 3,381 3,205 3,185 2,727 2,786
1:8.000 3,628 3,487 3,364 3,558 2951 3,129
1:12.000 3,716 3,883 3,799 3,729 3,329 3,409
1:16.000 0,913 0,865 0,854 0,841 0,685 0,713
1:20.000 0,665 0,674 0,638 0,616 0,493 0,506
1:24.000 0,585 0,607 0,522 0,538 0,456 0,503
1:28.000 0,492 0,468 0,429 0,444 0,409 0,379
1:30.000 0,409 0,393 0,357 0,308 0,310 0,322

Figura 12: Curva padrdao numero 2 do anticorpo secundario anti-lgG ligado a
peroxidase utilizando diluigdo de 1/500 de anticorpo primario (pool de amostras).
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Por fim, utilizando a diluigdo do anticorpo primario (poo/ de amostras obtidas
por meio de teste FIA reagente para IgG anti-SARS-CoV-2) 1/500, foram realizadas
variagdes na diluicdo seriada do anticorpo secundario anti-lgG ligado a peroxidase
(anti-lgG-Perox), iniciando em 1/10.000 e finalizando em 1/200.000, resultando em
valores de absorbancias ideais apresentados na tabela 5, e a terceira curva padrao
indicando a boa correlagao obtida (R?=0,9815) (Figura 13).

Tabela 5: Valores das absorbancias obtidos na terceira curva padrdo do ensaio
imunoenzimatico quantitativo para SARS-CoV-2 na concentragdo de 100 ng/pogo da
proteina recombinante “N”, e diluicdo de 1/500 de anticorpo primario (pool de
amostras positivas para IgG anti-SARS-CoV-2).

CURVA Absorbancias (450 nm) Xm
1/10.000 2,495 2,192 2,450 2,520 2,414
1/20.000 1,595 1,542 1,533 1,500 1,543
1/40.000 0,944 0,939 0,883 0,897 0,916
1/60.000 0,583 0,556 0,574 0,532 0,561
1/80.000 0,485 0,509 0,487 0,495 0,494
1/100.000 0,411 0,402 0,384 0,386 0,396
1/140.000 0,302 0,307 0,286 0,292 0,297
1/200.000 0,243 0,272 0,230 0,235 0,245

Figura 13: Curva padrédo numero 3 do anticorpo secundario anti-IgG ligado a
peroxidase utilizando diluigdo de 1/500 de anticorpo primario (pool).
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5.5 Determinacgao do cut off

Para definigdo do limiar de reatividade (cut off), foram utilizadas 10 amostras
de individuos participantes de outro projeto do grupo de pesquisa, coletadas em
margo de 2019, antes da existéncia do novo coronavirus. Estas amostras foram
testadas pela técnica de FIA, apresentando resultados nao reagentes para IgG anti-
SARS-CoV-2. As concentragdes das amostras controle negativo para SARS-CoV-2
obtidas no ensaio imunoenzimatico quantitativo (Tabela 6) apresentaram uma
concentracdo media de 3,59 ng/mL, que foi utilizada para o calculo do cut off,

conforme descrito abaixo:

Figura 14: Distribuicdo grafica dos resultados de absorbancia em duplicata obtidos
no ensaio imunoenzimatico quantitativo de amostras obtidas antes da pandemia com
teste FIA ndo reagente (controle negativo).
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Calculo do cut off: média (m) das concentragdes do anticorpo primario em
duplicata utilizando amostras controle negativo para SARS-CoV-2, adicionados dois

desvios-padrao (dp) e menos o valor do branco utilizado no teste de ELISA.

Cut off =m + (2x dp)

Cut off = 3,69 + (2x 3,90)

Cut off = 11,49 ng/mL
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Tabela 6: Valores das concentragdes de amostras obtidas antes da pandemia com
teste FIA ndo reagente (controle negativo) obtidas através do ensaio
imunoenzimatico quantitativo para IgG anti-SARS-CoV-2.

~ ABSORBANCIAS CONCENTRACAO
IDENTIFICACAO (450 nm) (ng/mL) G

Al 0,437 5,68
A2 0,281 -0,79
A3 0,368 2,14
A4 0,457 6,41
A5 0,396 4,20
A6 0,310 1,10
A7 0,391 4,01
A8 0,359 2,87
A9 0,435 5,63
Al10 0,321 1,50
All 0,424 5,21
Al2 0,455 6,35
Média 0,386 3,69
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5.6 Validacdao do ensaio imunoenzimatico quantitativo indireto para detecc¢ao
de anti-lgG do SARS-CoV-2

5.6.1 Analise da Sensibilidade e Especificidade

Utilizou-se como referéncia a analise de 124 amostras de soro humano para
calcular a sensibilidade e especificidade do ensaio imunoenzimatico anti-SARS-CoV-
2 considerando a reatividade de todas as amostras. A Tabela 7 mostra os resultados

de sensibilidade e especificidade do ensaio.

Tabela 7. Sensibilidade e especificidade para IgG do ensaio imunoenzimatico anti-
SARS-CoV-2 x FIA.

IgG

Sensibilidade (%) Especificidade (%)
ELISA

53 94

Avaliando-se que o Imunoensaio de Fluorescéncia (FIA) utilizado é um teste
qualitativo, avaliamos a precisdo desse ensaio soroldgico por sua sensibilidade por
apresentar um numero elevado de falsos negativos entre as amostras estudadas e
considerou-se a comparagao com outro teste. Para isso, foi realizada outra analise
com 101 amostras de soro humano para calcular a sensibilidade e especificidade do
ensaio imunoenzimatico anti-SARS-CoV-2 considerando a reatividade de todas as
amostras com o teste de anticorpos neutralizantes anti-RBD-S1. A Tabela 8 mostra

os resultados de sensibilidade e especificidade do ensaio.

Tabela 8. Sensibilidade e especificidade para IgG do ensaio imunoenzimatico anti-
SARS-CoV-2 x anti-RBD-S1.

IgG

Sensibilidade (%) Especificidade (%)
ELISA

94 91
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No total, foram 78 amostras positivas e 23 negativas para IgG pelo FIA,

enquanto 60 amostras foram positivas e 41 negativas para IgG pelo ensaio

imunoenzimatico (ELISA) anti-SARS-CoV-2 e comparadas ao ensaio anti-RBD-S1,

66 amostras foram positivas e 35 negativas (Tabela 9).

Tabela 9. Total de amostras positivas e negativas para os testes de FIA, do ensaio

imunoenzimatico anti-SARS-CoV-2 e anti-RBD-S1

IgG (+) 19G (-) Total
FIA 78 23
ELISA 60 41 101
RBD-S1 66 35

FIA: imunoensaio de fluorescéncia; ELISA: ensaio imunoenzimatico quantitativo

5.6.2 Acuracia, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e razdao de

verossimilhanga

Tabela 10. Acuracia, VPP, VPN e raz&o de verossimilhanga para teste positivo (RV)

do ensaio imunoenzimatico anti-SARS-CoV-2 x anti-RBD-S1.

Ensaio imunoenzimatico anti-SARS-CoV-2 x anti-RBD-S1

Teste

Acuracia

VPP

VPN

RV

ELISA

93%

95%

89%

1

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

O presente trabalho apresentou 11,0 de likelihood ratio indicando maior

probabilidade dos

resultados positivos obtidos pelo ensaio

imunoenzimatico

quantitativo anti-SARS-CoV-2 serem verdadeiro em pessoas com a COVID-19.
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5.6.3 Reagao cruzada SARS-CoV-2, dengue, zika e chikungunya

Para a investigacdo de reacdo cruzada foram utilizadas 100 amostras de
soro. Dentre elas, 40 foram excluidas na triagem apos serem submetidas ao teste
FIA anti-SARS-CoV-2 e apresentarem reatividade para anticorpos anti-IgG do
SARS-CoV-2. As 60 amostras remanescentes foram testadas para os virus da
dengue, zika e chikungunya no ensaio imunoenzimatico anti-SARS-CoV-2.
Nenhuma amostra positiva para dengue ou chikungunya (6 e 4, no total,
respectivamente) foi positiva no ensaio imunoenzimatico quantitativo anti-SARS-
CoV-2, entretanto 2 amostras positivas para o zika virus foram positivas no ensaio
imunoenzimatico quantitativo anti-SARS-CoV-2.

Dentre as amostras negativas, apenas uma amostra negativa para dengue e
trés para zika foram positivas no ensaio imunoenzimatico quantitativo anti-SARS-
CoV-2.
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6 DISCUSSAO

Desde o inicio da pandemia da COVID-19 inumeros testes diagnésticos foram
desenvolvidos rapidamente, e muitos ainda aguardam validagao clinica e aprovagao
final, nos quais se avaliam de forma rigorosa o projeto de elaboragéo,
desenvolvimento, validacdo e a implementagdo desses testes por um grande
numero de fabricantes (VANDENBERG et al., 2020).

O diagndéstico da COVID-19 pode ser realizado de forma direta e indireta. Nos
métodos de detecgao direta, sdo analisadas partes do virus, como os acidos
nucléicos via amplificacao pela técnica de RT-PCR, ou pela detec¢gdo de uma ou
mais de uma de suas proteinas, denominado de “teste do antigeno”, ou ainda por
meio de culturas virais, sendo esta ultima técnica mais amplamente empregada na
pesquisa. Os métodos indiretos sdo testes imunolégicos que se baseiam na
deteccao de anticorpos especificos para o virus, demostrando as consequéncias da
infec¢ao pelo virus no hospedeiro (OH et al., 2020; ZHU et al., 2020).

O teste designado como “padrao ouro” ou gold standard para o diagnéstico da
COVID-19 se baseia na deteccdo do material genético do virus por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Porém, o custo desse teste é ainda muito alto e exige
equipamentos mais complexos e treinamento da equipe executora. Vandenberg e
colaboradores em um estudo realizado em 2020 enfatizaram a dificuldade que o alto
custo do diagnéstico da COVID-19 causou um problema significativo na primeira
onda da pandemia, e sugeriu uma otimizagdo das ferramentas de diagndstico e a
necessidade da rapida implementacédo de novos testes.

Diante disso, a OMS solicitou pesquisas sobre testes diagndsticos para locais
com recursos limitados como a saude publica brasileira, por exemplo, pois a
implementacéo dessas tecnologias € um desafio em relagéo a falta de infraestrutura,
insumos, reagentes, equipe técnica especializada treinada e equipamentos de ultima
geracao (WHO, 2020).

Atualmente, a maioria dos ensaios soroldgicos para IgG disponiveis para o
SARS-CoV-2 sao qualitativos ou semiquantitativos. A disponibilidade de ensaios
sorolégicos quantitativos é necessaria por ser uma ferramenta de melhor
desempenho comparada aos disponiveis na atualidade do diagndstico da COVID-
19, sendo uteis no ponto de vista académico e de gestao e saude publica.

Estudos que detectaram as proteinas do SARS-CoV-2 permitiram o



52

desenvolvimento de outros métodos diagndsticos que fossem mais viaveis
economicamente e de mais facil execugdo, ndo necessitando equipamentos
especificos e que possam ser desenvolvidos pelos profissionais habilitados a
realizar técnicas semelhantes. Um estudo realizado por Liang et al. (2013),
demonstrou que algumas regides da proteina de nucleocapsideo “N” apresentaram
maior reatividade em amostras de soro de coelho, sendo um bom resultado quanto
ao estimulo da resposta imune, mostrando a necessidade de mais estudos com
amostras de soro humano utilizando esta proteina, que € encontrada
abundantemente na estrutura viral.

Como a estrutura do novo coronavirus € semelhante aos outros virus da
mesma familia, um estudo coordenado por Leung et al. em 2004, direcionado a
resposta de anticorpos ao nucleocapsideo dos coronavirus, enfatizou a alta resposta
do sistema imune na produgdo de anticorpos IgG, revelando um bom desempenho
quanto a antigenicidade apresentada pela proteina N, sendo um estimulo a novas
pesquisas com sua utilizagao.

Quanto ao estimulo do sistema imune a produgédo de imunoglobulinas, um
estudo chinés coordenado por Hsueh et al. (2004) fez a avaliagado das respostas de
anticorpos IgM e IgA em pacientes infectados com o SARS-CoV e mostrou que
essas duas classes de anticorpos ndo forneceram evidéncias relevantes de
infeccdo, ndo sendo recomendadas a utilizacdo pelas sociedades cientificas,
diferentemente em comparagao com anticorpos IgG.

Dados preliminares de um estudo de Long et al. (2020) sugere que as
imunoglobulinas do tipo IgG produzidas contra diferentes antigenos do SARS-CoV-2
tornam-se detectaveis apds pelo menos 8 dias em pacientes imunocompetentes,
embora algumas pessoas possam demorar mais para soroconverter ou podem
nunca converter, dependendo de seu sistema imunologico.

Um ensaio imunoenzimatico para detectar IgG anti-SARS-CoV-2
desenvolvido por Amanat et al. (2020) utilizando a proteina N recombinante obteve
resultados com especificidade bastante alta (>95%) e taxa de falsos positivos de
2,5%, embora com limitacbes em relacdo ao numero de amostras e ainda nao
revisado, assim como nosso trabalho. A amplitude de um estudo com um numero
maior populacional de pessoas com a doenga/condigdo e pessoas saudaveis torna-
se essencial para as etapas no processo de validagdo de um novo teste.

Os resultados do nosso estudo mostraram uma alta sensibilidade e
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especificidade (>90%) e estda em conformidade a alguns dos demais ensaios com os
mesmos principios e objetivos. Por exemplo, o ensaio desenvolvido por Zhao et al.
(2020) também utilizando a proteina N recombinante, a especificidade foi de 99%
em 173 amostras de plasma humano. Um detalhe importante para atingir niveis
significativos nesses testes de abordagens diagnosticas e que foi atribuida a esse
trabalho é a distribuicdo dos condicionantes de uma populagdo como a idade e sexo,
principalmente.

Outro trabalho semelhante ao nosso estudo, realizado na Universidade
Federal do Parana por Conzentino e colaboradores (2021), desenvolveu um ensaio
imunoenzimatico indireto com a proteina de nucleocapsideo purificada do SARS-
CoV-2 para a identificagdo da soroconversao de anticorpos em humanos ao virus da
COVID-19. O ensaio resultou em 90% de sensibilidade, 98% de especificidade e
precisdao semelhante a um kit comercial e também ao nosso trabalho. Essas
caracteristicas sado fundamentais para avaliar o desempenho de um ensaio
sorologico. Assim como a realizagdo da comparagao do nosso imunoensaio in house
com o ensaio comercialmente disponivel (anti-RBD-S1) que mostrou uma melhor
sensibilidade quando comparada a sensibilidade obtida ao teste de
imunofluorescéncia (FIA).

Geralmente o0s ensaios imunoenzimaticos ELISA apresentam alto
desempenho analitico comparado as outras metodologias e em outras doengas,
porém os testes disponiveis atualmente apresentam alguns indicadores de validagao
com menor desempenho, como, por exemplo, o valor preditivo negativo inferior a
50% na fase inicial da COVID-19, semelhante a comparagéo que realizamos com
amostras por FIA (24%) e diferentemente da segunda comparacéo utilizando o anti-
RBD-S1 (89%) (SBPCML, 2020).

Além disso, o estudo de den Hartog (2020) mostrou que a proteina do
nucleocapsideo do SARS-CoV-2 pode ser usada como antigeno para detectar casos
de COVID-19 sem reatividade cruzada significativa com outros coronavirus, sendo
esses o foco principal da maioria dos estudos para avaliar a interacdo com outros
anticorpos. Contudo, n&do ha estudos que analisam diretamente a rea¢ao cruzada do
SARS-CoV-2 com os arbovirus assim como analisados no nosso trabalho. Apenas
um estudo em Singapura de Yan et al. de 2020, relatou a possibilidade de reagéo
cruzada entre os virus SARS-CoV-2 e DENV logo apdés um paciente apresentar

testes rapidos IgM/IgG para dengue e RT-PCR para o SARS-CoV-2 positivos e
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posteriormente ndo detectado por testes moleculares para dengue na urina e
sangue.

Vale ressaltar que estudos com proteinas virais permitem que as mesmas
sejam candidatas para o desenvolvimento ou aprimoramento de testes diagndsticos
ou mesmo de vacinas. A proteina N recombinante foi selecionada neste trabalho
devido a sua elevada antigenicidade e imunogenicidade, multipotencialidade
funcional, relagdo com a patogénese viral, e que a maioria dos testes
imunoenzimaticos atualmente comercializados baseiam-se em estudos com a
proteina spike (S). Os testes in house utilizam metodologia prépria com reagentes
ou sistemas analiticos produzidos e validados pelo proprio laboratério clinico,
exclusivamente para uso proprio, em pesquisa ou em apoio diagnaostico.

O ensaio imunoenzimatico indireto quantitativo anti-lgG para o SARS-CoV-2
realizado in house é um teste tecnicamente simples e rapido, possui melhor
rendimento e seus resultados sao de facil leitura e interpretagcdo. Em contrapartida a
maioria dos testes soroldgicos comerciais atualmente utilizados que empregam
metodologias qualitativas, este teste tem a grande vantagem de ser um teste
quantitativo, fornecendo resultados mais robustos e com maior especificidade. A
aplicacao deste ensaio fornece informagdes importantes para o diagndstico, manejo
terapéutico e acompanhamento da recuperagao dos pacientes com a COVID-19 e

consequentemente, para o planejamento do controle epidemioldgico da doenca.
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7 CONCLUSOES

O ensaio imunoenzimatico quantitativo indireto in house para a detecgao de
anticorpos anti-IgG do SARS-CoV-2 foi padronizado e validado, determinando-se
assim, as etapas para execugao do teste como a concentracdo adequada do
antigeno (proteina N), as diluicées ideais do anticorpo primario e secundario, além
de seu limiar de reatividade (cut off) e curva padréo gerando assim, um novo teste
de boa qualidade, alta sensibilidade, alta especificidade e de baixo custo para o

diagnéstico ou acompanhamento da COVID-19.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO — TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE),
RESOLUGAO CNS N° 466/2012, MS

Prezado (a), o senhor (a) esta sendo convidado a participar do projeto
EVOLUGCAO DA PREVALENCIA DE INFECCAO POR COVID-19 EM SERGIPE
(EpiSERGIPE). Este estudo tem como objetivo principal, realizar testes rapidos
para SARS-Cov-2 IgG elgM na populagéo, com a finalidade de contribuir para a
avaliacdo da evolugéo dos casos de COVID-19 na populagéo de Sergipe. E um
estudo da Universidade Federal de Sergipe (UFS) em parceria com a Secretaria
de Estado da Saude (SES), que esta sendo realizado em 15 municipios de
Sergipe, séo eles: Aracaju, Barra dos Coqueiros, Nossa Senhora do Socorro, Sao
Cristovao, Capela, Esténcia, Itabaianinha, Propria, Tobias Barreto, Sim&o Dias,
Lagarto, Itabaiana, Nossa Senhora da Gléria, Canindé e Porto da Folha. A
participagdo do senhor (a) € VOLUNTARIA E GRATUITA, para a realizagéo do
teste rapido para COVID-19 e para o preenchimento de um questionario de
avaliacdo, que sera feito pelo profissional que também ira realizar o seu teste.
Nas perguntas que serao feitas, o senhor (a) podera responder somente aquelas
que nédo lhe causem desconforto, nem constrangimento. Caso o senhor (a) ndo
consiga ler e assinar esse termo, outra pessoa responsavel e autorizada por vocé
podera assina-lo. Nesse caso, a pessoa responsavel pela sua assinatura, tera que
ler o termo para que vocé possa ouvi-lo e esperara sua aprovagao para assina-lo.
Se depois de aceitar fazer o teste e responder as perguntas, ou em qualquer
momento da coleta, o senhor (a) desistir de continuar participando, vocé tem o
direito e a liberdade de avisar a equipe que nao deseja mais participar, sem
nenhuma penalidade ou despesa para o senhor (a). Nesse caso o0s seus dados
nao utilizados para a pesquisa. A equipe estara a disposi¢cao a todo momento
para tirar qualquer duvida que vocé tenha a respeito desse estudo ou caso prefira,
também podera fazer questionamentos sobre esse estudo ao CEP (Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos), esse 6rgdotem a funcdo de aprovar e
acompanhar de forma legal os estudos com seres humanos. Além disso, nenhum
dado ou informacgéao pessoal do senhor (a) sera fornecido a nenhumoutro setor ou
pessoa, que nao esteja responsavel por esse estudo. Todas as informagdes aqui
coletadas séao mantidas em segredo, e serdo utilizadas para os numeros do
estudo, sem revelagcdo da sua identidade pessoal. Para garantir isso, cada
participante desse estudorecebera um cédigo de identificacdo, de modo a garantir
que a identidade do mesmo sera preservada. E importante destacar que essa
pesquisa envolve riscos minimos e por se tratar de um estudo que esta sendo
feito nos domicilios, pode ocorrer algum imprevisto durante a realizagéo da coleta
para o exame. No entanto, todos os profissionais que estado presentes no estudo
sao devidamente capacitados para evitar qualquer imprevisto nesse momento.
Mas caso aconteca algo nesse momento, o senhor (a) tera toda assisténcia
médica gratuita necessaria. Além disso, todas as medidas de prevengéo
necessarias serdo adotadas para a sua protecdo e para a protecdo dos
profissionais envolvidos. O principal beneficio desse projeto € a ampliagdo do
numero de testes aplicados na populagao visando contribuir para as medidas de
prevencao e controle do COVID-19 no estado de Sergipe. Devido a isso, caso o
resultado do seu teste seja positivo, outros testes serdo realizados de forma
gratuita para confirmagdo dos resultados por meio da UFS, e depois estes
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resultados serdo enviados aos municipios, que fardo o acompanhamento dos
participantes durante o tempo necessario. Diante disto, gostariamos de convidar o
senhor(a) a participar dessa pesquisa. O senhor(a) tem todo o tempo que achar
necessario para decidir, consultar seus familiares e/ou outras pessoas que
possam te ajudar a tomar essa decisdo e entdo nos dar a resposta. Caso aceite
participar, por favor assine este documento nos campos indicados e caso tenha
alguma duvida ou necessidade, pode nos avisar antes de assinar. Gostariamos
de deixar claro que uma via deste documento assinada ficara com o senhor (a) e
outra via com o pesquisador responsavel pelo contato no seu domicilio. Além
disso, o pesquisador e o senhor deverao rubricar todas as paginas desse termo.

Local e data:

Assinatura do voluntario ou responséavel

Assinatura do Pesquisador (a):

PESQUISADORES RESPONSAVEIS

Prof. Dr. Adriano Antunes de S. Araujo
(email: adriasa2001@yahoo.com.br)
Profa. Dra. Renata Grespan
(email: grespanrenata@gmail.com)
Profa. Dra. Tatiana R. de Moura
(email: tmoura.ufs@gmail.com)
Profa. Dra. Cristiane Bani Correa
(email: crisbani@gmail.com)
Profa. Dra. Dulce Marta Schimieguel Mascarenhas Lima
(email: dulcemarta@hotmail.com)

Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Sergipe
(Contato: 3194-6319)
Contato CEP:

Endereco: Rua Claudio Batista, s/n - Cidade Nova, Aracaju — SE,
HospitalUniversitario da Universidade Federal de Sergipe,

Telefones: (79) 3194 -7208



APENDICE~ B — PREPARO DO REAGENTE COLORIMETRICO PARA
REVELACAO (ENSAIO IMUNOENZIMATICO)

Reagentes

10g de acido citrico (CeHsO7)
0,5g de OPD (ortho phenylenediamine)
14,5¢g de fosfato de sddio dibasico (Na2HPO4)

Misturar bem e aliquotar 0,5g em microtubo
Manter a 4 °C até o momento de uso

Reagente colorimétrico (solu¢cdo de uso para 2 microplacas de 96 pogos):

Para cada aliquota de 0,5g do preparo:
Misturar 20 mL de agua destilada
+ 10 pL de peroxido de hidrogénio 30%
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APENDICE C - Bula ensaio imunoenzimatico (QUANTCOV IgG)

QUANTCOV IgG
INSTRUGCOES DE USO
FINALIDADE

Teste para determinagdo quantitativa de anticorpos I1gG
anti- SARS-CoV-2 em soro por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Uso exclusivo para diagnéstico in vitro.

PRINCIiPIO DE AGAO
Metodologia: ensaio imunoenzimatico indireto.

O teste baseia-se na detecgao e quantificagcéo in house e
indireta de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2, por meio do
antigeno (proteina N). A proteina N recombinante foi
selecionada pois apresenta elevada antigenicidade e
imunogenicidade, multipotencialidade funcional e relagao
com a patogénese viral. Durante a incubacgéo inicial, os
anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2, presentes na amostra,
ligam-se aos antigenos aderidos nos respectivos pogos
da microplaca formando o complexo antigeno-anticorpo.
Apds essa etapa a microplaca é lavada para remogao
das particulas ndo ligadas. Posteriormente, sao
adicionados anticorpos anti-lgG humano conjugados a
peroxidase, e a microplaca &€ novamente incubada,
nessa etapa esses anticorpos conjugados ligam-se aos
anticorpos IgG presentes na amostra e ligados aos
antigenos aderidos aos pogos. A microplaca é lavada, e
com adicdo do substrato e mais uma incubacdo ha a
revelacdo da reagdao. A adicdo de solucdo de parada
interrompe a reagdo e podem ser observadas alteragdes
na coloragdo do meio, sendo diretamente proporcionais a
quantidade de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2
presentes nas amostras, determinada pela medida da
absorbancia em um espectrofotdmetro de microplacas.

METODOLOGIA

Reagentes

1. Microplaca de poliestireno de fundo chato com 96
pocos.

2. Solugédo para sensibilizagdo: proteina N na
concentragdo de 100ng/poco diluida em PBS 1X.

3. Solugdo para bloqueio das ligagdes inespecificas: PBS
(Phosphate Buffered Saline) + BSA 2% (Bovine Serum
Albumin)

4. Solucao de lavagem concentrada (10X)

5. Diluente de amostra: PBS/BSA 2%

6. Anticorpos anti-lgG-humano conjugados a peroxidase
7. Solugdo reveladora: acido citrico (CeHsO7), OPD (ortho
phenylenediamine), fosfato de sédio (Na2HPOa),
peroxido de hidrogénio (H202), agua destilada.

8. Controle positivo

7. Controle negativo

8. Solucdo de parada: acido sulfurico (H2SO4 1M)

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Materiais necessarios:

1. Micropipetas para volumes de 5 a 300 L.

2. Lavadora de microplaca (opcional).

4. Espectrofotometro com capacidade de leitura de
absorbancias em comprimento de onda de 450 nm.

5. Papel absorvente para secar os pogos.

6. Crondémetro ou relégio.

7. Frasco para estocar a Solugdo de Lavagem apods
diluida.

8. Agua destilada ou deionizada.

9. Ferramentas de Controle de Qualidade.
10. Incubadora de 37°C £ 2°C.

11. Selador de microplacas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO

A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a
8°C. Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

AMOSTRAS
Soro.

Amostras hemolisadas ou altamente lipémicas nao
devem ser utilizadas. As amostras podem ser
conservadas sob refrigeracdo, entre 2 e 8°C, pelo
periodo maximo de 5 dias. Se as amostras ndo puderem
ser analisadas dentro de 5 dias, podem ser estocadas
por até 30 dias a temperatura de -20°C.

DESCRICAO DO PROCESSO
PREPARO DOS REAGENTES DE TRABALHO
Preparo da solugéo de lavagem:

Diluir o conteudo (100mL) do reagente concentrado
(solucdo de lavagem concentrada) em 900 mL de agua
destilada ou deionizada. Apés o preparo a solugao pode
ser estocada entre 2 a 30°C até a data de validade
impressa no frasco original. Em caso de cristalizacao, a
solugdo podera ser aquecida a 37°C até dissolugéo.

Preparo da solugcé@o para bloqueio das ligagées
inespecificas:

PBS (Phosphate Buffered Saline) + BSA 2% (Bovine
Serum Albumin)

Preparo do reagente colorimétrico para revelagéo:

Misturar 10g de acido citrico, 0,5g de OPD e 14,5g de
fosfato de sédio dibasico, armazenar aliquotas de 0,5g
em microtubos. Manter a 4 °C até o momento de uso.

Para cada aliquota de 0,5g dessa mistura deve-se
dissolver, no momento do uso, em 20 mL de agua
destilada e adicionar 10 pyL de perdxido de hidrogénio
30%.

TECNICA

Antes do inicio das reagdes, todos os reagentes devem
ser colocados em temperatura ambiente.

1. Separar e identificar os pogos a serem utilizados.
Inclusive os pogos para os controles e para o Branco.

2. Sensibilizar as placas pipetando 200 pL da solugéo de
sensibilizagdo em cada pocgo.

3. Incubar a 4 °C overnight.

4. Descartar o conteudo dos pogos por aspiragao
(Lavadora) ou por inversdo da microplaca (Manual).

5. Pipetar em cada pogo 200 uL da solucao de bloqueio.
6. Cobrir os pogcos com selador de microplacas.
7. Incubar a 37 °C por 2 (duas) horas.

8. Retirar o selador.
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9. Descartar o conteudo dos pogos por aspiragao
(Lavadora) ou por inversdo da microplaca (Manual).

10. Lavar a microplaca com 200 pL aproximadamente de
solugcdo de lavagem, previamente preparada, totalizando
5 (cinco) ciclos de lavagem. Para secagem da placa, ao
finalizar a lavagem, bater a placa por alguns segundos
em papel absorvente.

11. Pipetar 100 pyL das amostras e controles previamente
diluidos na proporgcao de 1:500, nos respectivos pocos.
Nos pogos Brancos pipetar apenas 100 uL de PBS/BSA
2%.

12. Cobrir os pogos com selador de microplacas.
13. Incubar a 37 °C por 90 minutos.
14. Retirar o selador.

15. Descartar o conteido dos pogos por aspiragao
(Lavadora) ou por inversao da microplaca (Manual).

16. Repetir o item 10.

17. Pipetar 100 pyL da solugdo contendo anticorpos anti-
IgG humana conjugados a peroxidase diluidos na
propor¢éo de 1:20.000 (concentracdo 1mg/mL) em todos
0s po¢os, inclusive no pogo do Branco e homogeneizar.

18. Cobrir os pogos com selador de microplacas.
19. Incubar a 37 °C por 90 minutos.
20. Retirar o selador.

21. Descartar o conteudo dos pogos por aspiragao
(Lavadora) ou por inversdo da microplaca (Manual).

22. Repetir o item 10.

23. Pipetar 100 pyL da solugdo reveladora em todos os
pocos, inclusive no pogo do Branco e homogeneizar.

24. Cobrir os pogos com selador de microplacas.

25. Incubar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
por 20 minutos.

26. Retirar o selador.

27. Adicionar 50 pL da solugédo de parada em cada pogo,
para interromper a reagdo enzimatica, inclusive no pocgo
do Branco.

28. Realizar a leitura das absorbancias, utilizando um
espectrofotdmetro de microplacas, em comprimento de
onda de 450 nm.

VERIFICACAO DA TECNICA

Verifique se os resultados obtidos para leitura dos

Controles estdo compativeis com os valores
apresentados abaixo:
Absorbancia
Controle Negativo <0,777
Controle Positivo > 0,823

Caso os valores se encontrem fora dos valores
esperados, deve-se repetir a técnica.

CALCULOS
Curva padrao
Preparo da Curva de Calibragdo

Registrar as absorbancias obtidas na leitora de
microplaca, como apresentado no exemplo 1. Calcular as
médias das quadriplicatas (caso sejam realizadas
quadriplicatas). Desenhar a curva de calibragéo,
colocando as diluigdes dos anticorpos primarios (padrao)
no eixo das x e a absorbancia obtida para cada
calibrador no eixo y. As concentragbes (ng/ml)
correspondentes a cada amostra sdo obtidas por
interpolagdo as absorbancias de cada diluicido do
padrao.

Exemplo 1:

CURVA Absorbancias (450 nm) Xm
1/10.000 2,495 2,192 2,450 2,520 2414
1/20.000 1,595 1,542 1,533 1,500 1,543
1/40.000 0,944 0,939 0,883 0,897 0916
1/60.000 0,583 0,556 0,574 0,532 0,561
1/80.000 0,485 0,509 0,487 0,495 0,494
1/100.000 0,411 0,402 0,384 0,386 0,396
1/140.000 0,302 0,307 0,286 0,292 0,297
1/200.000 0,243 0,272 0,230 0,235 0,245

CURVA PADRAO 3
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INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS

As amostras com valores de IgG embaixo de 11,49
ng/mL devem ser consideradas ndo reativas para
anticorpos IgG anti- SARS-CoV-2.

As amostras com valores de IgG acima de 11,49 ng/mL
devem ser consideradas reativas para anticorpos 1gG
anti- SARS-CoV-2.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE CLINICA

Em um estudo realizado com 101 amostras testadas
previamente em que 66 apresentaram resultado positivo,
indicando a presenca de anticorpos IgG anti- SARS-CoV-
2, e 35 apresentaram resultados negativos. A partir
desses dados foi obtida uma sensibilidade de 94% e
especificidade de 91%.

Avaliou-se a possibilidade de reatividade cruzada por
meio da analise de 60 amostras, para os virus da
dengue, zika e chikungunya no ensaio imunoenzimatico
anti-SARS-CoV-2. Nenhuma amostra positiva para
dengue ou Chikungunya foi positiva nesse teste,
entretanto 2 (duas) amostras positivas para o zika virus
foram positivas no ensaio imunoenzimatico quantitativo
anti-SARS-CoV-2. Dentre as amostras negativas, apenas
uma amostra negativa para dengue e 3 (irés) para zika
foram positivas nesse teste.




Tabela 11:

MATERIAL SUPLEMENTAR: TABELAS

Comparagédo entre os
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resultados das absorbancias do ensaio

imunoenzimatico quantitativo de amostras com teste FIA reagente (controle positivo)

e nao reagente (controle negativo), utilizando 50ng de antigeno e filtro de 450 nm.

Tabela 12: Comparacdo entre os

50ng
CN CP

1,561 1,557

1,432 1,701

1,356 2,095

1,658 2,306

1,513 1,603

1,691 1,701

1,495 1,890

1,549 1,757

MEDIA 1,532 1,826
DP 0,110 0,257

resultados das absorbancias do ensaio

imunoenzimatico quantitativo de amostras com teste FIA reagente (controle positivo)
e nao reagente (controle negativo), utilizando 50ng e 100ng de antigeno filtro de 450

nm.
50ng 100ng
CN CP CN CP
1,561 1,557 0,869 1,399
1,432 1,701 0,984 1,080
1,356 2,095 1,008 1,579
1,658 2,306 1,382 2,011
1,513 1,603 1,393 1,411
1,691 1,701 1,717 1,657
1,495 1,890 1,644 1,826
1,549 1,757 1,668 1,325
MEDIA 1,532 1,826 1,333 1,536
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Tabela 13: absorbancias do anticorpo primario (duplicata) utilizando amostras

controle negativo para SARS-CoV-2, adicionados dois desvios-padrédo e menos o

valor do branco utilizado no ensaio imunoenzimatico quantitativo.

Absorbancia 450 nm

CNO1
CNO2
CNO3
CNO4
CNO5
CNO6
CNO7
CNO8
CNO9
CN10

0,501
0,515
0,461
0,363
0,455
0,414
0,499
0,388
0,530
0,532

0,484
0,510
0,442
0,369
0,438
0,416
0,483
0,366
0,429
0,490

MEDIA+DP

0,398




Tabela 14. Dados das amostras da analise de reagao cruzada.

1 RC1 KDO ZIKA NEGATIVO 0,0 6,53
2 RC5 MCM ZIKA NEGATIVO 0,0 -1,33
3 RC6 LFSN ZIKA NEGATIVO 0,0 -3,13
4 RC7 AMSM ZIKA NEGATIVO 0,0 -1,19
5 RC8 AO ZIKA NEGATIVO 0,0 -2,94
6 RC9 GOG ZIKA NEGATIVO 0,0 5,08
7 RC10 JAA ZIKA NEGATIVO 0,0 5,00
8 RC13 ES ZIKA POSITIVO 0,0 10,40
9 RC17 LS ZIKA POSITIVO 0,0 6,71
10 RC 18 ABMC ZIKA POSITIVO 0,0 -2,68
11 RC 22 LKMC CHIKUNGUNYA NEG 0,0 2,45
12 RC 23 DJP CHIKUNGUNYA NEG 0,0 3,34
13 RC 24 MSR CHIKUNGUNYA NEG 0,0 -4,55
14 RC 27 MLG CHIKUNGUNYA NEG 0,0 -2,82
15 RC 29 JAC CHIKUNGUNYA NEG 0,0 0,51
16 RC 30 AMSC CHIKUNGUNYA NEG 0,0 2,00
17 RC 32 GO CHIKUNGUNYA POSIT 0,0 -8,94
18 RC 34 RAS CHIKUNGUNYA POSIT 0,0 -4,96
19 RC 36 RCS CHIKUNGUNYA POSIT 0,0 3,55
20 RC 38 JEJ CHIKUNGUNYA POSIT 0,0 2,91
21 RC41 VM DENGUE NEGATIVO 0,0 -5,37
22 RC 42 ELMA DENGUE NEGATIVO 0,0 -1,17
23 RC43 AVR DENGUE NEGATIVO 0,0 0,40
24 RC 44 AJS DENGUE NEGATIVO 0,1 -0,96
25 RC 45 LAS DENGUE NEGATIVO 0,2 -2,64
26 RC 48 MS DENGUE NEGATIVO 0,0 7,04
27 RC 49 vvC DENGUE NEGATIVO 0,0 -1,92
28 RC 50 GCF DENGUE NEGATIVO 1,0 0,93
29 RC 52 GTO DENGUE POSITIVO 0,0 -4,11
30 RC53 CAM DENGUE POSITIVO 0,4 -6,68
31 RC 57 BEM DENGUE POSITIVO 0,0 -8,45
32 RC 58 1C DENGUE POSITIVO 0,2 -1,90
33 RC59 JPS DENGUE POSITIVO 0,0 -6,90
34 RC 60 JBND DENGUE POSITIVO 0,0 -6,13
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EVOLU CAOQ DA PREVALENCIA DE INFEC ﬂ;.na.'i'.'l POR COVID-18 EM SERGIPE -
EpiSERGIPE

Pesquisador: LUCINDO JOSE QUINTANS JUMNIOR

Area Tematica:

Versao: §

CAAE: 33005120 4.0000.5548

Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNNERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Patrecinador Principal: FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 4845771

Apresentagio do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “ApresentagSo do Projeto”, “Objetive da Pesquisa”™ e “Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios™ foram retiradas de arquive “Informagdes Basicas da Pesguisa”
{F'E-_INFCIFI:MM;E!IES_EI.iSICAS-_DD_F'FtDJETDJEEEIEEIE.pdf}. postados em 20/01/2021.

INTRODUGAD:

A COVID-12, do Inglés “Cononavinus disease 20127, € uma doenga causada por um Novo coronavirus, cujos
primeiros casos foram identificados na provincia de Hubei, cidade de Whuan na China, tendo oficialmente
sido comunicada pela Organizagdo Mundial da Salde (OMS) em 31 de dezembro de 2019. O wirus
causador foi chamade inicialmente de 2019-nCovw e posteriormente repomeado como SARS-CoV-2. A
expenéncia prévia dos paises asiaticos com a SARS, causada por um coronavirus similar nos anos de 2002
& 2003 auxibiou na descoberta & no enfrentamento da doenga declarada como pandemia pela mesma OMS.
Apds mortes iniciais, a doenca se espakhou pelo mundo. provecando no momento atual mais de 16.000
maortes no Brasil @ mais de &0 mortes no Estado de Sergipe. no que ainda consideramos “fase de
aceleragdo” da curva. A estratégia de testagem nao previu, inicialmente, a busca ativa de individuos
portadores assintomaticos ou que ainda ndo apresentaram manifestagbes da Cowid-18. Ne entanto, j3 & de
conhecimento o importante papel de assintomatices como transmissores da doenga, em processo de
passagem silenciosa do vires & que pode chegar a grupos de risco sem a percepcio dos agentes de
vigildncia
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ANEXO B - TCLE E PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA
(EFEITOS DO TREINAMENTO FUNCIONAL EM IDOSAS COM SOBREPESO)

Universidade Federal de Sergipe

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Pesquisador Responsavel: José Carlos Aragdo Santos (CREF:003467-G/SE)
Endereco: Avenida Perimetral |, Bairro Taicoca, N° 2016

CEP: 49.160-000 — Nossa Senhora do Socorro — SE

Fone: (79) 99900-4690

E-mail: carlosaragao.18@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa EFEITOS DO
TREINAMENTO FUNCIONAL SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS E INFLAMATORIOS,
COMPOSICAO CORPORAL E FUNCIONALIDADE EM IDOSAS COM SOBREPESO. Neste estudo
pretendemos avaliar a influéncia do treinamento funcional sobre parametros relacionados a
imunossenescéncia (envelhecimento do sistema imune) e inflamm-aging (inflamagéo crénica de baixo
grau e ndo especifica), composigdo corporal (massa magra, massa gorda, massa livre de gordura) e
funcionalidade (testes que se assemelham as atividades cotidianas) em mulheres idosas com
sobrepeso.

A razao que nos motiva a estudar tal tematica & baseada nos beneficios que o exercicio fisico
regular promove para a terceira idade. No entanto, o treinamento funcional ainda possui muitos pontos
ndo esclarecidos com relagcdo ao seu potencial efeito sobre parametros bioquimicos e aumento da
massa muscular. Neste sentido, ao tratar do treinamento funcional, que € um método relativamente
novo, mas que vem sendo bastante estudado, a literatura cientifica ainda ndo oferece muitas
informagbes em relagdo aos beneficios imunoldgicos, inflamatérios, relacionados a hipertrofia e
composic¢ao corporal associados a funcionalidade em mulheres idosas com sobrepeso.

Para este estudo adotaremos os seguintes procedimentos: Realizaremos um protocolo de
exercicios fisicos com a duragao de vinte e trés semanas em individuos da terceira idade (2 60 anos),
visando analisar o efeito do treinamento funcional sobre pontos especificos em idosas com sobrepeso,
controlando a agdo de fatores externos e descrevendo o comportamento das variaveis observadas a
partir da intervengdo que tera duragdo de aproximadamente seis meses. Além disso, vale ressaltar que
um dos grupos do estudo nao realizara exercicios fisicos e sera aconselhado a manter suas atividades
cotidianas e para diminuir a evasao realizara atividades em grupo de carater ludico nas dependéncias
da instituicao.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. O pesquisador ira tratar a sua identidade de forma sigilosa, ou seja,



vocé ndo sera exposta. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu
nome ou o material que indique sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permissao.

A Sra. ndo sera identificada em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Este
termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, no Programa de Pés-Graduacdao em Ciéncias Fisiolégicas e a outra sera
fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumira a responsabilidade
pelos mesmos. Por exemplo, durante os testes antropométricos é possivel que haja um desconforto
em se expor perante o sexo oposto. Para evitar essa situagdo, os testes antropométricos serdo
realizados por uma profissional do sexo feminino objetivando um maior conforto e tranquilidade para
vocé participante. Além disso, a avaliagdo nutricional sera conduzida por um nutricionista habilitado
para evitar qualquer inconveniente,

Nesta mesma linha de raciocinio, durante os testes fisicos & possivel que haja desconforto
devido ao esforgo fisico realizado, caso isso aconteca havera uma fisioterapeuta de plantdo para o
primeiro acompanhamento e médico capacitado. Em caso de necessidade, vocé sera conduzida ao
centro médico mais préximo, a saber Hospital de Urgéncia de Sergipe. No que diz respeito aos testes
bioquimicos, vocé pode sentir um leve desconforto devido a coleta sanguinea e o periodo de jejum
necessario, nesse sentido, havera um enfermeiro capacitado fazendo a coleta e sera disponibilizado
um lanche para o desjejum apods a coleta.

As avaliagbes referentes a composicao corporal serdo realizadas por dois aplicadores, um do
sexo feminino e outro do sexo masculino para garantir a integridade da avaliagcdo e oferecer mais
conforto a vocé participante durante esse momento no qual pode sentir desconforto por utilizar roupas
leves.

No que abrange o treinamento fisico, 0 mesmo pode ocasionar desconforto devido ao esforgo
e possivelmente alguma lesédo fisica. Para evitar isso, profissionais de educacgéao fisica capacitados
acompanharao vocé durante todo o treinamento para orientar e garantir sua seguranga. Caso ocorra
algo inesperado, os primeiros cuidados seréo realizados por uma fisioterapeuta com capacitagdo para
realizar os primeiros socorros e vocé sera conduzida ao Hospital de Urgéncia de Sergipe.

Ja no grupo que néo realizara treinamento, as atividades ludicas podem gerar algum tipo de
desconforto por estar em contato com outras idosas realizando atividades que visam a interagdo. Nesse
sentido, havera uma psicéloga e fisioterapeuta acompanhando todas as interagdes realizadas para
garantir a execugdo segura e saudavel das atividades. Desse modo, oportunizando um momento de
lazer e mantendo vocé em contato com o projeto.

Como beneficios diretos do projeto, vale destacar o aumento da forga, poténcia e massa
muscular. Além disso, melhora da autonomia e independéncia na realizagao das atividades cotidianas.
Como beneficios indiretos, havera aumento da socializagdo (novas amizades), melhora da autoestima,
melhora do humor, mudanga no estilo de vida. Além disso, melhora da composigao corporal, aumento
da forga muscular, maior autonomia e independéncia. Portanto, esse projeto objetiva a promogéo da
saude e qualidade de vida para a populagédo da 32 idade.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui infformado (a) dos objetivos do estudo EFEITOS DO
TREINAMENTO FUNCIONAL SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS E INFLAMATORIOS,
COMPOSICAO CORPORAL E FUNCIONALIDADE EM IDOSAS COM SOBREPESO, de maneira
clara, detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacgdes e modificar minha decisédo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Sao Cristévao de de 2019.

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Séo Cristévao SE, 2019
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DO TREINAMENTO FUNCIONAL SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS
E INFLAMATORIOS, COMPOSICAO CORPORAL E FUNCIONALIDADE EM IDOSAS
COM SOBREPESO

Pesquisador: Marzo Edir da Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 06970919.0.0000.5546

Instituigdao Proponente: Departamento de Educagéo Fisica

Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.225.938

Apresentacgao do Projeto:

O envelhecimento é acompanhado por uma série de alteracdes a nivel fisico e fisiolégico que podem afetar
a autonomia e independéncia de idosos, como o aumento da adiposidade e reducdo da forga. Dentre as
possiveis formas de atenuar tais mudancgas, o treinamento funcional se destaca por englobar diversas
capacidades fisicas numa unica sessao e ser especifico para as necessidades do praticante. Entretanto,
ndo esta claro se o mesmo é capaz de promover alteragdes na imunidade, perfil inflamatério e composigao
corporal de idosas com sobrepeso e se essas respostas podem ser acompanhadas por alteragdes na
funcionalidade.

Hipdtese: O treinamento funcional promovera uma redugéo do numero de células T senescentes, aumento
de citocinas anti-inflamatérias, reducéo das citocinas inflamatérias, reducéo do tecido adiposo, aumento da
massa muscular e aumento no desempenho em testes funcionais de idosas com sobrepeso.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Verificar a influéncia do treinamento funcional sobre os parametros imunolégicos e inflamatérios,
composigao corporal e funcionalidade de idosas com sobrepeso.

Objetivos Secundarios:

Endereco: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro: Sanatorio CEP: 49.060-110
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« Identificar o perfil de células T CD4 e CD8 senescentes, bem como moléculas expressas em sua superficie
(KLRG1+, CD57+, CD28-) em resposta ao treinamento aplicado;

« Investigar as respostas de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, CRP, TNF-) e anti inflamatérias (IL-4, IL-10) ao
treinamento proposto;

« Analisar o efeito do treinamento sobre a area de secgéo transversa do vasto lateral;

*Verificar as modificagdes na composi¢édo corporal;

* Avaliar as adaptagdes na funcionalidade;

* Mensurar as alteragdes na qualidade de vida percebida.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- Possibilidade de mal-estar e desconforto durante a realizagdo do exercicio, visto que o treinamento fisico
consiste na aplicagdo de um esforgo controlado;

- Algum tipo de constrangimento em decorréncia das atividades em grupo;

Beneficios:

- Melhora da aptidao fisica e do estado geral de saude;

- Aumento das relagdes interpessoais;

- Aumento da autonomia, independéncia e autoestima

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um ensaio clinico controlado, randomizado por blocos, composto por trés bragos
experimentais,com duragdo de 23 semanas das quais duas serdo destinadas a familiarizagao, 16 a
aplicacéo do protocolode exercicios e as demais para avaliagdes. Um grupo realizara treinamento funcional
(grupo experimental),outro treinamento concorrente (controle positivo) e um grupo nao realizara nenhuma
atividade fisica regular (controle negativo) e sera aconselhado a manter suas atividades habituais. As
variaveis dependentes

(parametros imunolégicos e inflamatérios, composigédo corporal e funcionalidade serdo mensuradas através
de testes padronizados e confiaveis para detectar as variagdes em resposta a intervencdo e minimizando os
efeitos de fatores intervenientes como aspectos nutricionais (recordatério alimentar). A amostra sera
composta por 90 idosas

sedentarias em estado de sobrepeso que serdo aleatoriamente distribuidas por 3 grupos:
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treinamento funcional (TF-30); treinamento concorrente (TC-30); ou grupo controle (CG-30). Para alcancgar o
numero de participantes necessario, a amostra sera recrutada por meio de panfletagem nos arredores da
universidade e divulgacdo em midias digitais.

O peso corporal e a estatura serdo obtidos por meio de uma balancga digital com estadidmetro acoplado
(Lider®, P150C, Séao Paulo, Brasil. A relagéo cintura-quadril sera obtida através da mensuragdo com fita
métrica.

O Acompanhamento nutricional Sera por meio de recordatério alimentar de trés dias ndo consecutivos (dois
dias da semana e um dia do final de semana) acompanhando os

momentos de avaliagéo. A quantificacdo do consumo de macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios)
e consumo energético serdo avaliados através do software (Avanutri Processor Software, Rio de Janeiro,
Brasil; Versao 3.1.4). As participantes serdo orientadas a manter os seus habitos alimentares durante toda a
intervencdo. No treinamento de Hipertrofia muscular sera utilizada a area de secgdo transversa do vasto
lateral da coxa direita mensurada através de ultrassonografia (US) com base no método utilizado por
Lixandréo et al. (2016). A Composigéo corporal sera aferida por meio do sistema para obtencao de dados de
bioimpedancia elétrica (TANITA BC-108, TOQUIO, JAPAO). A Funcionalidade sera aferida por meio de
testes que se assemelham as atividades cotidianas, sendo estes: Gallon-Jug Shelf-Transfer (SIGNORILE
et al., 2007); Sentar e Levantar do Solo (BRITO et al., 2014); Sentar e Levantar em 5
Repeticées(GURALNIK et al., 1994); levantar e Caminhar (BISCHOFF et al., 2003); Tirar e Colocar a
Camisa (DANTAS e VALE, 2004); Velocidade de 10 metros (NOVAES et al., 2011); Counter Movement
Jump(MARKOVIC et al., 2004). Sera aplicado o Questionario de Qualidade de Vida(FLECK et al., 2000). A
Coleta sanguinea realizada para obtencdo de hemograma completo e perfil lipidico,células T senescentes e
as moléculas expressas serdo analisadas através de citometria de fluxo, e os niveis de citocinas serdo
analisadas por ensaio imune enzimatico. O Protocolo de Treinamento envolvera trés sessdes de
treinamento por semana com duragdo de aproximadamente 45 minutos, contabilizando um total de 48
encontros separados entre si por um intervalo minimo de 48 horas. Além disso, os exercicios serdo
realizados a maxima velocidade concéntrica visando estimular a melhora da poténcia muscular. Nesse
sentido, cada sessao de treinamento sera constituida por quatro blocos separados entre si por um intervalo
de 2 minutos, supervisionados por profissionais experientes, buscando integrar diversas capacidades fisicas
e diminuir a concorréncia entre as mesmas pela sistematizacdo da sesséo e controle da intensidade a partir
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da escala OMINI-GSE (DA SILVAGRIGOLETTO et al., 2013.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- Pendéncia referente a descri¢do dos riscos e beneficios no TCLE atendida.
- Cronograma atualizado, indicando a coleta de dados para posterior a provagéo.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nao foram observados ébices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1283405.pdf 22:12:58
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 18/02/2019 | JOSE CARLOS Aceito
Brochura 22:12:25 | ARAGAO SANTOS
Investigador
Orgamento orcamento.jpg 18/02/2019 | JOSE CARLOS Aceito

22:11:44 | ARAGAO SANTOS
Cronograma cronograma.png 18/02/2019 | JOSE CARLOS Aceito
22:04:42 | ARAGAO SANTOS
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 18/02/2019 | JOSE CARLOS Aceito
Assentimento / 22:04:18 | ARAGAO SANTOS
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhadeRostoAssinada.pdf 25/01/2019 [JOSE CARLOS Aceito
14:46:05 | ARAGAO SANTOS

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

ARACAJU, 27 de Margo de 2019

Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza

(Coordenador(a))
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