UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

SERGIO PEDRO CARPEGGIANI JUNIOR

Avaliacdo de um imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) padronizado utilizando proteina recombinante de
nucleocapsideosy_;sp) de SARS-CoV-2 como ferramenta de avaliacao
de resposta imune humoral em individuos vacinados com CoronaVac.

Florianopolis
2022



{UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

SERGIO PEDRO CARPEGGIANI JUNIOR

Avaliacdo de um imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) padronizado utilizando proteina recombinante de
nucleocapsideosy_;sp) de SARS-CoV-2 como ferramenta de avaliacio
de resposta imune humoral em individuos vacinados com CoronaVac.

Trabalho de Conclusdo do Curso de Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito para a obtengao do titulo de
Licenciado em Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Daniel Santos Mansur.
Coorientador: Me. Juliano Custodio Vieira Junior.

Floriandpolis
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automética da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Pedr o Car peggi ani Juni or, Sergio

Aval i agdo de um i munoensai o ELI SA (enzyne-|inked
i mmunosor bent assay) padroni zado utilizando proteina
reconbi nante de nucl eocapsi deo(50-350) de SARS-CoV-2 conp
ferranenta de avaliacdo de resposta i nune hunoral em
i ndi vi duos vaci nados com CoronaVac. / Sergio Pedro
Car peggi ani Junior ; orientador, Daniel Santos Mansur
coorientador, Juliano Custédio Vieira Junior, 2022.

53 p.

Trabal ho de Concl usdo de Curso (graduacédo) -
Uni ver si dade Federal de Santa Catarina, Centro de G éncias
Bi ol 6gi cas, Graduagdo em Ci énci as Bi ol 6gi cas, Florianoépolis,
2022

Inclui referéncias.

1. C éncias Bioldgicas. 2. SARS-CoV-2. 3. |nunoensaio
4. CoronaVac. |. Santos Mansur, Daniel . Il. Custddio
Vieira Junior, Juliano . Ill. Universi dade Federal de
Santa Catarina. Graduacdo em Ci éncias Biol 6gicas. |IV. Titulo.




Sergio Pedro Carpeggiani Junior

Avaliacdo de um imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
padronizado utilizando proteina recombinante de nucleocapsideosy.;sg) de
SARS-CoV-2 como ferramenta de avaliacio de resposta imune humoral em
individuos vacinados com CoronaVac.

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtencao do Titulo
de Licenciado em Ciéncias Biologicas e aprovado em sua forma final pelo Curso de

Ciéncias Biologicas.

Florianopolis, 08 de julho de 2022.

Profa . Dra. Daniela Cristina de Toni
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Daniel Santos Mansur Me. Juliano Custodio Vieira Junior
Orientador Coorientador
MIP/UFSC MIP/UFSC
Prof. Dr. Aguinaldo Roberto Pinto Prof. Dra. Patricia Hermes Stoco
Avaliador titular Avaliadora titular
MIP/UFSC MIP/UFSC

Dr. Daniel de Oliveira Patricio
Avaliador suplente
MIP/UFSC



AGRADECIMENTOS

De modo geral, agradecerei “oportunidades” aqui, todas que permitiram trilhar o meu
caminho e que me fizeram ser quem sou hoje.

A primeira delas eu devo aos meus pais e irmaos que tanto me incentivam a estudar.
Desde o meu ensino médio conto com o apoio, palavras de conforto, puxdes de orelha e
diversos momentos de construcao da relacdo que temos hoje. Sem vocés, eu com toda certeza
nao estaria aqui.

Agradego a oportunidade de ter colegas de trabalho tdo especiais, principalmente
Paula, Taciany e Vanessa que me acompanharam desde o inicio e sempre estiveram do meu
lado quando eu precisei. Esse apoio sempre foi fundamental.

Serei eternamente grato a UFSC que me forneceu a oportunidade de uma educacao
publica e de qualidade. Estarei sempre em defesa do acesso a educagdo da mesma forma que
eu tive.

Obrigado a todos meus amigos, especialmente a duas pessoas: Luiz que percorreu
esses quase 5 anos juntos comigo, na amizade, dividindo laboratorio, momentos de felicidades
e frustragdes. A Marianna, por estar do meu lado o tempo todo, me dando suporte em todos os
aspectos, me dando for¢as quando eu ndo tinha mais e com certeza por colocar o Sansdo na
minha vida, estando presentes em todos os momentos. Amo vocés. Agradeco a oportunidade
de ter vocés na minha vida e levarei vocés para sempre comigo.

Agradego ao meu coorientador, amigo e companheiro de experimentos, Juliano,
primeiramente pelo convite para ser seu IC e ter a oportunidade de fazer parte deste projeto,
mas principalmente por todas as conversas, conselhos, planejamentos. Vocé me ensinou
muito.

A minha mae de laboratdrio, Ruth (mainha), serei eternamente grato a vocé pela sua
docgura e carinho ao ensinar. Obrigado pela oportunidade de ser mais um dos seus filhos de lab
e aprender uma pequena parte daquilo que vocé sabe. Vocé merece o mundo.

Ao time LIDI como um todo, Eduarda, Nika, Mendes, Carol, Greicy, Aline, Fabi,
Luci, Mariana, Daniel (Filho), Dina, Dai, Bianca, Pri, Natana, Klein Giovana e Diego pela
oportunidade de conhecé-los profissionalmente e pessoalmente, agradego a paciéncia e
oportunidade de acompanha-los nos experimentos, mas principalmente, agradego por vocés

serem quem sdo, por construirem ciéncia de qualidade e por se apoiarem, nos momentos de



paz e de guerra. Vocés sdo fodas.

Agradeco aos professores André Bafica e Daniel Mansur por todas as discussodes sobre
ciéncia, conselhos, puxdes de orelha, mas principalmente agradego a oportunidade de fazer
parte deste laboratério. Além disso, fago um agradecimento em especial ao Mansur por ser
um orientador prestativo e que sempre disponibilizou o seu tempo para conversarmos. Vocés
me ajudaram a evoluir muito como cientista.

Por fim agradego a CAPES e MCTIC que financiaram o projeto.



RESUMO

Introducao: A Covid-19 ¢ a doenga causada pelo virus SARS-CoV-2 que foi identificado no
inicio do ano de 2020 como o responsavel por um quadro de infec¢do respiratoria grave que
primeiramente atingiu pessoas da cidade de Wuhan na China, mas que acabou se
disseminando pelo restante do planeta, levando a um estado de pandemia. Dentre as proteinas
estruturais do SARS-CoV-2, a proteina de nucleocapsideo (N) que estd associada ao RNA do
virus destaca-se por possuir uma alta conservacdo entre os diferentes virus da familia
Coronoviridae, além de ser capaz de gerar uma resposta imune humoral, havendo a
possibilidade de uso desta proteina como alvo para producdo de testes de vigilancia
epidemiologica. Nesta mesma linha, o imunoensaio ELISA se mostra uma importante
ferramenta de avaliagdo epidemioldgica, principalmente por ser pratico, possuir baixo custo e
ndo necessitar de uma grande infraestrutura ou investimento para ser realizado. Neste
trabalho, utilizamos um ELISA indireto para avaliar a presenga de IgG anti proteina N
padronizado utilizando um fragmento (50-350 aa) da proteina de nucleocapsideo em uma

coorte de voluntarios vacinados com CoronaVac. Metodologia: A proteina N(50-350) foi
expressa utilizando a bactéria Escherichia coli BL21-Codon Plus, sendo purificada por
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). A coorte foi recrutada
durante 0 més de margo de 2020 dentro do Laboratério de Imunobiologia (LIM) da
Universidade Federal de Santa Catarina. As amostras de soro foram analisadas utilizando o
ELISA indireto utilizando como antigeno o fragmento (50-350 aa) da proteina N do

SARS-CoV-2. Resultados: O fragmento de proteina N(50_3 50) ¢ expresso pela E. Coli
BL21-Codon Plus, sendo purificado por uma coluna de afinidade de ions metalicos. O ELISA

indireto anti N(50-350) foi otimizado, sendo sensibilizado com 3ug/ml de proteina para
sensibilizar a placa, solucdo de PBS + 5% de leite em po para o bloqueio durante 2 horas,
incubacdo com o soro diluido 1/100 em solucdo de bloqueio PBS + 5% de leite em p6 +
0,05% de Tween20 por 16 horas seguida por incubag¢dao durante 1 hora e 30 min com
anticorpo secundario IgG Goat anti-Human HRP com a dilui¢do 1/5000 na solucdo de
bloqueio, iniciando a reacdo enzimatica com tetrametilbenzidina (TMB) e parando a reagao
com HCI 1N apo6s 7 min. Foram recrutadas 23 pessoas para a coorte estudada, sendo 14
mulheres e 9 homens. O ELISA apo6s a otimizacao apresentou uma sensibilidade de 95% para
a coorte estudada para a deteccdo de IgG anti-proteina N do SARS-CoV-2. Conclusido: A
vacina CoronaVac ao ser aplicada gera uma resposta imune humoral moderada para a proteina

N do SARS-CoV-2. O ELISA indireto contendo o fragmento de proteina N(50-350) ¢ capaz
de diferenciar amostras de pessoas que nunca tiveram o contato com o virus (pré-pandémicas)
de pessoas vacinadas com CoronaVac ao se avaliar a presenga de IgG. Além disso, este
imunoensaio foi capaz de diferenciar as amostras de soro de pessoas vacinadas com
CoronaVac que tiveram contato anterior a vacinagdo com o virus SARS-CoV-2 de pessoas
vacinadas com CoronaVac que ndo tiveram contato com este virus.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, ELISA indireto, CoronaVac, fragmento de proteina
recombinante.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pandemia e SARS-CoV-2

Nos ultimos anos algumas epidemias causadas por coronavirus surgiram, dentre elas
MERS (Middle East Respiratory Syndrome) e a SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome)
(FEHR, PERLMAN, 2015), e mais recentemente, entre o final de 2019 e o inicio de 2020, um
novo tipo de coronavirus, com uma grande capacidade infecciosa surgiu e se disseminou pelo
mundo, sendo denominado Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2),
causando a doenca denominada Covid-19 (Wu et al, 2020). O SARS-CoV-2 pertencente a
familia dos coronavirus que possuem RNA de fita simples, sentido positivo sdo capazes de
infectar os humanos, causando diversas complicacdes, como por exemplo a sindrome
respiratdria aguda grave (SRAG) e outras complicagdes (Di Wu et al, 2020).

Como demonstrado na Figura 1, o SARS-CoV-2 ¢ formado por quatro proteinas
estruturais, sendo elas: a proteina spike, conhecida como S, e que ¢ a responsavel pela
interacdo virus-hospedeiro, permitindo a adesdo celular, além de dar o aspecto de coroa ao
virus; a proteina do nucleocapsideo, denominada como N, que ¢ responsavel pela constru¢ao
do capsideo que envolve o material genético; proteina M, conhecida como proteina de
membrana e a proteina E (envelope), responsavel pelo processo de montagem do virus

(PERLMAN:NETLAND, 2009).
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Figura 1: Estrutura do virus SARS-CoV-2. Representacdo grafica das 4 proteinas estruturais. Percebe-se o
aspecto de coroa devido a presenga da proteina Spike na sua superficie e também o destaque para a proteina de
nucleocapsideo associado ao material genético do virus, sendo este um RNA de senso positivo. Adaptado de
FLORINDO et al, (2020).
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No dia 11 de margo de 2020, a Organizagao Mundial da Saude (OMS), declarou o
estado de pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, uma vez que a disseminagdo estava em

processo de aceleramento (BRASIL, 2020).

1.2 Caracterizacio da proteina N

O gene que codifica para a proteina de nucleocapsideo, localiza-se na por¢ao 3’ do
genoma do virus (ZHU et al, 2005), sendo a proteina alvo deste trabalho. Possui 419
aminoacidos que formam a sua estrutura, sendo que as regides N e C terminais ndo possuem
interacdes entre si. Porém, como demonstrado na Figura 2, sdo ligadas por uma regido central
rica em serina (SRD), responsavel pela oligomerizagdo da proteina. Além disso, ligada a
porcao N-terminal existe uma regido rica em serina, glicina e arginina (SGRD) (OLIVEIRA,

MAGALHAES, HOMAN, 2020.)
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Figura 2: Estrutura da proteina de nucleocapsideo (N). Estrutura linear, diferenciando através dos aminoacidos o
inicio e fim de cada porcio da proteina. (OLIVEIRA; MAGALHAES; HOMAN, 2020.)

50 178 247 419

SGRD NTD SRD CTD

45 175 229 370

Conforme descrito por Oliveira, Magalhaes, Homan (2020), através de analises
computacionais, a proteina N possui a grande maioria de seus epitopos entre os aminoacidos
50-350. Embora alguns estudos mais recentes tenham demonstrado a presen¢a de variagdes
genéticas no gene associado a producdo da proteina N entre diferentes variantes do
SARS-CoV-2 (KIRYANOV et al, 2022), a proteina N apresenta uma conservacao na sua
sequéncia de aminodcidos de cerca de 90% entre os diferentes virus da familia Coronaviridae.
A proteina de nucleocapsideo ¢ a mais abundante do virus, além de ser altamente

imunogénica (OLIVEIRA, MAGALHAES, HOMAN, 2020, ZENG et al, 2020).

1.3. Resposta imune humoral

A resposta imune humoral, ocorre em secregdes das mucosas e também no sangue,
sendo mediada pelos linfocitos B através da produgdo de anticorpos circulantes. Esses
anticorpos possuem a capacidade de impedir a infeccdo de novos agentes patologicos ao
identificar antigenos, neutralizando-os, de modo que ocorra também uma sinalizagdo para a
eliminagdo destes (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2019; MURPHY, TRAVERS,
WALPORT, 2010).

Os anticorpos sdo proteinas capazes de neutralizar estruturas consideradas estranhas
ao corpo. Sao constituidos pela ligagao de duas cadeias pesadas, onde cada cadeia desta ainda
possui ligagdo com uma cadeia leve. As imunoglobulinas (Ig) sdo divididas em 5 classes: IgA,
IgD,IgE, IgG e IgM, cada uma com sua especificidade e local de agdo. A IgA fica localizada
preferencialmente nas mucosas, IgD assim como IgM esté presente na superficie de linfocitos

virgens, embora a segunda apresente uma fun¢do de defesa nos primeiros dias apds uma
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infeccdo. Enquanto isso, a IgE atua em alergias e também contra parasitas. Por fim, a IgG,
objeto de estudo deste trabalho, sdo as mais abundantes do nosso corpo, presentes na corrente
sanguinea e vinculadas a uma resposta tardia do nosso sistema imunologico (ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2019; MURPHY, TRAVERS, WALPORT, 2010).

As moléculas reconhecidas pelo sistema imune acabam gerando as mais diversas
respostas que sdo conhecidas como antigenos. Estes, por sua vez, possuem regides especificas
de ligagdo denominadas de epitopos, local onde ocorre a ligacao do antigeno com o anticorpo.
Antigenos maiores, apresentam mais epitopos, permitindo assim a ligagdo de mais de um
anticorpo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; MURPHY, TRAVERS, WALPORT, 2010).
Desta forma, ao identificar uma regido do microrganismo com mais epitopos, estamos

identificando o local onde h4 maior probabilidade do nosso sistema imune adaptativo agir.

1.4. Vacinas contra COVID-19

Assim que essa pandemia causada pelo SARS-CoV-2 se instaurou, diversas pesquisas
foram iniciadas na tentativa de produzir possiveis vacinas para esse novo virus. Até entao,
diversas tecnologias foram empregadas para produzir as vacinas, entre elas, pode-se citar o
uso de virus inativados, vetores virais ¢ também vacinas de mRNA (CREECH, WALKER,
SAMUELS, 2021). Dentre os objetos de estudo para o desenvolvimento das vacinas, o uso da
proteina S foi o que mais se destacou, principalmente pelo fato desta ser altamente
imunogénica. Entretanto, alguns pontos negativos foram identificados, como por exemplo o
fato desta proteina sofrer mais mutagdes, além de que, em casos menos graves de infec¢ao
muitas vezes ndo ha a apresentagdo de respostas de anticorpos (OLIVEIRA, MAGALHAES,
HOMAN, 2020).

Para a producdo da vacina contra o virus da Covid-19 algumas tecnologias foram
utilizadas. Destaca-se aqui as vacinas com o maior uso dentro do Brasil que utilizam
diferentes plataformas. Desde mais recentes, com o0 mRNA, caso da vacina Pfizer/BioNTech
(BNT162b2), como tecnologias mais consolidadas, com o uso de vetores virais a exemplo da
AstraZeneca (ChAdOx1 nCoV-19) ou de virus inativados, como a vacina alvo deste estudo,

Sinovac Biotech (CoronaVac) (FILHO, et al., 2021). E importante frisar que toda tecnologia
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tem suas vantagens e desvantagens, porém todas elas seguem um protocolo de seguranga que
¢ estipulado pela OMS (LIMA, MORALIS, OLIVEIRA, 2022).

O desenvolvimento de vacinas € um excelente caminho para diminuir o nimero de
casos e consequentemente de mortes pela Covid-19. Sendo assim, o entendimento de como
nosso sistema imune reage frente ao uso de vacinas ¢ extremamente importante, por isso
estudar pessoas vacinadas e tentar verificar se essas apresentam um aumento da resposta
imune através da produgdo de anticorpos anti-proteina N do SARS-CoV-2, pode auxiliar na
compreensdo das necessidades de melhoramento das vacinas existentes ou no

desenvolvimento de novas vacinas.

1.5. Descri¢ao do imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

O método enzimatico conhecido como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
foi desenvolvido no inicio da década de 1970 por pesquisadores da Universidade de
Estocolmo. Por ser um imunoensaio simples e pratico, acaba sendo bastante utilizado até os
dias de hoje, principalmente por apresentar diversas caracteristicas atrativas, como a
praticidade, baixo custo, boa sensibilidade, entre outros fatores. Esse método pode ser
empregado utilizando véarios insumos bioldgicos como sendo os alvos de pesquisa,
podendo-se citar sangue, extratos de células e afins, de modo que se estude anticorpos e
antigenos (MINEO et al, 2016; VAZ et al, 2018).

Este imunoensaio, de modo geral, consiste em uma pratica que pode ser dividida em
trés etapas, que estio representadas na Figura 3: a) adsor¢@o de estruturas em fase sélida, b)
uso de conjugados ligados a enzimas, ¢) uso de um substrato cromogénico associado a uma
solucdo de parada de reacdo. Deste modo, pode-se relacionar de forma direta a quantidade da
substancia alvo da pesquisa com a intensidade da coloracdo gerada (MINEO, et.al, 2016;

VAZ, et.al, 2018).
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Figura 3: Representag@o do imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) indireto. Utilizado para a
detecgdo de anticorpos ou antigenos. Elaborado pelo autor (2022) através do site BioRender.com.
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O imunoensaio ELISA pode ser subdividido em dois grupos: ELISA competitivo e
ELISA ndo competitivo, esse ultimo ¢ subdividido em trés tipos: sanduiche, direto e indireto,
sendo este ultimo a metodologia adotada neste trabalho, no qual na fase solida ¢ depositado o
antigeno, em seguida, o anticorpo primario e por fim o anticorpo secundario associado a uma

enzima (MINEO, et.al, 2016; VAZ, et.al, 2018).

1.6. Justificativa

Desenvolvimento de uma ferramenta de avaliagdo da resposta imune humoral

populacional que seja pratico, com baixo custo e de facil reprodugao.

1.7. Hipétese

Ao utilizar o imunoensaio ELISA ndo competitivo indireto como ferramenta de
deteccao quantitativa, hipotetiza-se que este seja capaz de detectar se a populagdo vacinada
com CoronaVac apresenta uma resposta imune adaptativa humoral contra a proteina N do
SARS-CoV-2, quando comparada as amostras pré-pandémicas, onde os individuos ndo
tiveram contato com o virus, sendo possivel também identificar se as pessoas tiveram contato

prévio com o virus ou nao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar se o imunoensaio ELISA anti Ns350) € capaz de detectar a resposta imune humoral

apos a vacinagdo com CoronaVac em humanos.

2.2. Objetivos especificos

1)Expressar e purificar a proteina de nucleocapsideo de SARS-CoV-2;
2) Otimizar a padronizacdo de um teste ELISA para individuos vacinados com CoronaVac;
3) Avaliar a produ¢do de IgG de individuos vacinados com CoronaVac utilizando o ELISA

anti N(50-350).



20

3. METODOLOGIA

3.1. Descri¢cao das amostras

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFSC (CAAE #36944620.5.1001.0121), conforme mostra o Anexo A.

O recrutamento dos voluntarios foi feito dentro do Laboratério de Imunobiologia
(LIM) da Universidade Federal de Santa Catarina, local da realizacao desta pesquisa durante o
més de marco de 2020.

Os voluntarios vacinados com CoronaVac foram acompanhados durante um periodo
de 24 semanas, a partir do dia 05 de abril de 2020, efetuando-se o acompanhamento semanal
por RT-qPCR, realizados pelo LIM para a verificacdo de possiveis infecgdes pelo novo
coronavirus, além disso testes de soroneutralizacdo foram feitos para identificacdo de
possiveis contaminagdes pelo SARS-CoV-2 antes no periodo das coletas. Todas as pessoas

receberam codigos numéricos para ndo haver associacdo com os seus respectivos nomes.

3.2. Transformacao de bactérias

As bactérias transformadas utilizadas para a produg@o da proteina de nucleocapsideo
de SARS-CoV-2 foram adquiridas por meio de parceria com a Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os plasmideos utilizados para expressar a proteina foram pET-28a resistente

a kanamicina.

3.3. Expressao e purificacio

A proteina foi expressa pela bactéria Codon Plus transformada, onde foi selecionada
uma cultura de coldnia (Figura 4A) para a produgao de pré-indculo (Figura 4B) com 20 ml de
meio L.B. (Luria Bertani), adicionando-se 50 pg/ml de cada antibidtico (cloranfenicol e
kanamicina). Este pré-indculo foi incubado por 16 horas a 37°C numa rota¢do de 150 rpm

(rotacdes por minuto). Posteriormente foi produzido um in6culo (Figura 4C) utilizando-se
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garrafas autoclavadas de 1 1, adicionando-se 250 ml de meio L.B. juntamente com 250 pl de
cada antibiotico (cloranfenicol e kanamicina) e 5 ml do pré-indculo. Nesta etapa foram
separadas duas aliquotas de 1 ml cada, a primeira referente ao pré-inoculo, ja a segunda foi do
meio liquido L.B. para ser utilizado como branco. O indéculo foi incubado durante uma hora e
meia a 37°C, em rotacdo de 150 rpm até atingir uma densidade dtica (D.O.) entre 0,4 ¢ 0,8,
que foi medida em um espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm, utilizando-se a
aliquota do meio de cultura como branco.

Apbés o indculo atingir a densidade oOtica desejada, adicionou-se 1 mM de
isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) como forma de induzir a expressdo de proteinas
durante o tempo de 5 horas numa temperatura de 28 °C por 150 rpm, sendo retirada uma
aliquota do in6culo sem IPTG. Apds este tempo foram retiradas duas aliquotas, uma para ser
utilizada no Western Blot e a segunda foi destinada para medir a densidade 6ptica, sendo que
o valor obtido nesta leitura foi utilizado num calculo que consiste em dividir o valor da D.O.
sem IPTG pelo valor da D.O. com IPTG. O resultado desta divisdo ¢ utilizado como
referéncia no volume que se deve colocar em cada pogo na técnica de Western Blot, de modo
que se adicione tanto no pogo “sem IPTG” e no pogo “com IPTG” uma quantidade parecida
do extrato proteico.

O in6culo com IPTG apds o tempo transcorrido de 5 horas foi centrifugado a 12.000
G numa temperatura de 4°C, durante 20 min. Foi descartado o sobrenadante apos a finaliza¢do
do processo, sendo que o pellet foi congelado a - 20°C até o dia seguinte.

No dia seguinte, os precipitados foram suspendidos em tampao de lise (Figura 4D)
Tris(hidroximetil)aminometano-HCI (Tris-HCI) 50mM, NaCl 500 mM, acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 1 mM), onde em cada tubo foi adicionado 5 ml de tampao,
suspendendo-se com o auxilio de uma pipeta até¢ a dissolugdo completa do precipitado
presente, além disso nesta solu¢do adicionou-se 1 mM de PMSF - fluoreto de
fenilmetilsulfonila em cada tubo, como inibidor de proteases. Finalizado esta etapa,
adicionou-se 50 pl por tubo de lisozima (50 mM), deixando agir por 30 min. Apds este tempo,
os tubos foram levados para o processo de sonicacao (Figura 4F) em cama de gelo. O
sonicador foi configurado para realizar o processo numa amplificagdo de 60%, durante 5 min,
sendo que configurou-se para que durante o tempo de sonicacdo, a cada 30 segundos de lise
celular fosse feito uma pausa de 30 segundos, até completar o tempo total.

As amostras entao foram centrifugadas por 30 min, a 12.000 G e a uma temperatura de
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4°C, objetivando-se com isso preservar a estrutura proteica. ApoOs isso, coletou-se duas
aliquotas, uma de 1 ml do sobrenadante e uma do precipitado, para verificar-se a expressao da
proteina recombinante N5 ).

Separou-se o sobrenadante do precipitado e realizou-se um tratamento deste ultimo
com tampao ureia 8M, durante um periodo de duas horas, de modo que os corpos de inclusdo
fossem desestruturados, obtendo-se pequenas fragdes da proteina, permitindo assim a sua
purificacao

A etapa de purificacdo foi realizada utilizando-se o equipamento AKTA (Figura 4Q),
através da técnica de afinidade por ions metalicos, conforme estabelecido por Upadhyay et al.
2014, realizando-se algumas adaptagdes, método que também foi descrito por Zuniga e
colaboradores (2003). A leitura do equipamento foi ajustada para 280 nm e a coluna foi
equilibrada, utilizando-se o tampao A (Tris-HCI 50 mM, Ureia 4 M, NaCl 500 mM e Imidazol
10 mM pH 8,0), além de ser carregada com Ni*?. Para a eluigdo da proteina foram utilizadas 3
concentragdes do tampao B (Tris-HCI 50 mM, Uréia 2 M, NaCl 500 mM e Imidazol 300 mM
pH 8,0), sendo elas de 3.5, 9 e 100%. Coletou-se algumas aliquotas para a realiza¢do do
procedimento de Western Blot, para a verificagdo do perfil de purificagdo da proteina alvo.

Por fim, realizou-se o procedimento de Refolding, utilizando o tampao (Tris-HCI
50mM, NaCl 250 mM, Glicerol 10%, pH 8,0), durante um periodo de 16 horas. Ressalta-se
que durante o tratamento com ureia algumas ligacdes da proteina se desfazem, devido ao
estresse quimico, desta forma o Refolding teve como objetivo tentar recuperar a conformagao

da proteina.
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Figura 4: Esquema simplificado de expressdo e purificacdo da proteina recombinante Nsossp. A: bactéria
transformada. B: pré-inoculo. C: indculo. D: tratamento com tampao de lise. E: centrifugagdo. F: sonicagdo. G:
purificagdo utilizando o AKTA. H: separagdo do purificado em aliquotas. *: retirada de aliquotas para a
realizagdo do Western Blot. Elaborado pelo autor (2022) através do site BioRender.com.
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Por fim a proteina foi concentrada utilizando-se um concentrador de proteinas
Amicon, Merck Millipore 10 kDa, onde a amostra foi submetida a uma rotagdo de 3220 G,
numa temperatura de 4°C, até que todo o volume resultante do processo de reconformagado

fosse centrifugado.

3.4. Quantificacio de proteina

Apos a purificagdo foi realizada a quantificacdo da proteina Nso35 € para isso o
protocolo do fabricante (Thermo Scientific®) foi utilizado. Esse método utiliza acido

bicinconinico (BCA Protein Assay Kit).

3.5.Realizacio do Western Blot
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Para verificar a expressdo e purificagdo da proteina alvo, utilizou-se a técnica de
Western Blot, sendo que o protocolo seguido foi padronizado por Vieira (2022).

A primeira etapa deste método consiste na preparacao das amostras coletadas durante
a expressdo e purifica¢do, sendo realizada a dilui¢do das mesmas em tampao de amostra
(Tris-HCI 50 mM pH 6.8; 2-Mercaptoethanol (BME) 2,5%; Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
2%; Glicerol 10% e Azul de Bromofenol 0,2%), na proporcao de 20 pl de amostra para 20 pl
de tampao de amostra 2X. Ressalta-se que as amostras por estarem em um precipitado foi
necessario a diluicdo prévia das mesmas em dgua milliQ. Apds isso, as amostras foram
levadas para o termociclador, ficando por 10 min a uma temperatura de 99°C.

Para a realizagdo da eletroforese, preparou-se dois géis 10% de poliacrilamida (Figura
5A), um para a tranferéncia das proteinas para uma membrana e outro para a coloragdo das
proteinas utilizando Comassie R-250. As amostras foram submetidas a um “short spin” de 7
segundos e em seguida pipetaram-se as mesmas dentro dos pogos dos géis, adicionando-se
até o limite da cuba o tampao de corrida SDS-PAGE Tris 1M, SDS 1M, Glicina IM (Figura
5B), iniciando-se a eletroforese a 70 volts e quando as amostras atingiram a por¢ao separadora
do gel, aumentou-se a voltagem para 120 volts, deixando o experimento ocorrer até que as
amostras chegassem proximas ao final do gel, como demonstrado pela ilustracdo da Figura
5C.

Em seguida os géis foram retirados do sistema de eletroforese, sendo que para um
deles realizou-se o preparo da solucdo Coomassie, deixando o mesmo sob agitagdo com esta
solucdo durante 16 horas e o outro foi colocado no sistema de transferéncia.

Utilizou-se a membrana de nitrocelulose Amersham Protran 0.45 NC (GE Healthcare)
com tampao de transferéncia para a realizacao desta etapa. O sistema de transferéncia (Figura
5D) foi montado conforme a seguinte sequéncia de baixo para cima: quatro mantas no fundo,
dois papéis filtros em seguida, o gel, a membrana de nitrocelulose, dois papéis filtros, e por
fim mais quatro mantas, ressaltando-se que as mantas e os papéis filtros estavam molhados
com o tampdo de transferéncia e que apos cada adicdo de uma camada era realizado o
procedimento de retirada de bolhas do sistema, pressionando-se a camada com o auxilio de
um pequeno rolo ou espatula. Apos a montagem do sistema, adicionou-se na parte interna do
sistema o tampao de transferéncia e na parte externa agua. A transferéncia ocorreu durante 2
horas e 30 minutos, a 25 volts, confirmando-se que a membrana havia recebido as proteinas

através da marcagdao com Ponceau 1% (Figura 5E) sob agitacdo por 5 minutos, enxaguando-se
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as membranas com agua destilada até o surgimento das marcagdes das proteinas.

Em relagdo a membrana de nitrocelulose que passou pela transferéncia, elaborou-se
uma solucdo de bloqueio contendo TBS (solucgdo salina Tris-tamponada), Leite em pd 5%, de
modo que a membrana ficou envolvida nessa solu¢do por 45 minutos sob agitagdo. Apos este
tempo, lavou-se a membrana com TBS Tween 20 (TBST), por cinco minutos sob agitacdo,
repetindo esse procedimento durante trés vezes. Logo apos a realizagdo da lavagem a
membrana foi incubada durante 16 horas a 4°C com anticorpo monoclonal primario
Anti-HisTag 6x (1:10000), que foi diluido em uma solu¢do de TBST + BSA 5%, como
demonstrado na Figura 5F1.

No outro dia, realizou-se a lavagem da membrana novamente com TBST por 5
minutos, repetindo o procedimento 3 vezes para em seguida incubar a mesma com o anticorpo
secundario (Figura 5F2) anti-mouse IgG HRP-1 (1:5000) diluido em solugdao de TBST + BSA
5% durante o periodo de 1 hora sob agitacdo a temperatura ambiente. Transcorrido este
tempo, lavou-se a membrana 3 vezes por cinco minutos com TBST e mais duas vezes,
também por cinco minutos com TBS para entdo, realizar-se a revelacdo da membrana, que
ocorreu no Laboratorio multiusuarios (LAMEB) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB),
utilizando-se o kit de revelagdo Thermo Fisher Pierce ECL Western Blot Substrate e o

Fotodocumentador ChemiDoc BioRad, conforme a Figura 5G.
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Figura 5: Esquema simplificado de Western Blot da proteina recombinante Nsq3s0. A: Pipetagem das amostras
no gel. B: Eletroforese das amostras C; Gel de poliacrilamida marcado por solugdo de Comassie. D: Etapa de
transferéncia para a membrana de nitrocelulose. E: Membrana de nitrocelulose marcada com Ponceau. F1:
Bloqueio da membrana com solugdo (TBS 1X, Leite 5%). F2: Incubagdo da membrana com anticorpo
secundario. G: Revelagdo de membrana. Elaborado pelo autor (2022) através do site BioRender.com.

c

F2

Created in BioRender.com bio

3.6.0timizacao do teste ELISA

Foi utilizado o modelo descrito por Martins et al. (2005) como modelo para a
produgdo e otimizagao do teste ELISA, levando em consideracdo os trabalhos feitos por Heck
(2021) e Vieira (2022).

Utilizou-se uma placa de fundo “U” de alta adsor¢do para a sensibilizagdo com a
proteina Nso350) na concentra¢do de 3 pg/ml, utilizando como diluente a solu¢do de PBS
(tampao fosfato-salino), como apresentado pela Figura 6A. Adicionou-se 50 pl por pogo,
retirando-se as bolhas quando presentes, apos isso a placa foi vedada e incubada por 16 horas,
em uma camara umida, a 4°C (Figura 6B). Passado esse tempo, a placa foi lavada por uma
solucdo PBS + 0,05% de Tween20, essa lavagem foi repetida trés vezes, onde os pogos foram
cobertos pela solugdo de lavagem deixando agir por 1 minuto agindo, sendo que entre as

lavagens as placas foram batidas manualmente para a retirada do excesso de liquido dos
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pocos. Apds essa etapa verificou-se a presenca de bolhas, retirando-as quando presentes sendo
adicionado em seguida a solucdao de bloqueio contendo PBS + Leite em pd 5% + 0,05 % de
Tween 20, sendo incubada durante 2 horas a 4°C.

Durante esse periodo de tempo, as amostras de soro do grupo de individuos
vacinados com CoronaVac foram preparadas numa placa de dilui¢do, onde foram adicionadas
na diluicdo de 1/100 de amostra e solugdo PBS + Leite em p6 5% + 0,05 % de Tween 20,
respectivamente (Figura 6C), sendo preparadas em triplicata. Passado as duas horas de
bloqueio, a placa foi entdo lavada novamente com solucdo PBS + 0,05% de Tween20,
realizando o procedimento em 4 ciclos (adi¢do da solucdo e retirada da solugdo com batidas
na placa) por 1 minuto da solugdo de lavagem na placa e um ciclo de 5 min. Apds as etapas de
lavagem, passaram-se 50 ul da placa de dilui¢do contendo as amostras para a placa
sensibilizada, lacrando-se novamente com o plastico de cobertura, deixando a amostra durante
16 horas a 4°C.

Decorrido esse tempo, a placa foi novamente lavada com PBS + 0,05% de Tween20,
por 4 vezes, deixando a solugdo agir por 1 minuto e mais uma vez por 5 minutos,
realizando-se batidas para a retirada do excesso de liquido entre cada etapa de lavagem. Apos
isso, adicionaram-se 50 pl de anticorpo secundério, na dilui¢do de 1/5000 de anticorpo IgG
Goat anti-Human HRP e solugdo PBS + Leite em p6 5% + 0,05 % de Tween 20,
respectivamente (Figura 6E), em cada poco, incubando durante 1 hora e meia. Em seguida,
lavou-se a placa novamente com 4 lavagens onde a solucdo agiu por 1 minuto seguidas de
uma lavagem onde a solucdo agiu por de 5 minutos conforme descrito anteriormente.
Adicionou-se 150 pul de tetrametilbenzidina (TMB), em cada poco, deixando agir por 7
minutos e entdo bloqueou-se a reacdo adicionando 150 pl de acido cloridrico IN em cada
poco (Figura 6F). Por fim, a placa de ELISA foi levada até a leitora de placas, ajustando-se a

leitura para a frequéncia de 450 nm, como demosntrado na Figura 6G.
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Figura 6: Esquema simplificado do imunoensaio ELISA. A: sensibilizagdo da placa. B: incubac@o overnight na
geladeira. C: adigdo do soro das amostras na concentra¢do 1/100. D: incubagdo por 24 horas na geladeira. E:
Adicao do anticorpo secundario IgG Goat anti-Human HRP na proporg¢éo 1/5000. F: Adi¢cdo de TMB com 7 min
para a viragem e interrup¢do com HCI 1 N. G: Leitura da placa em 450 nm. Elaborado pelo autor (2022) através
do site BioRender.com.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de expressao e purificacdo foram produzidos em colaboragao com o

trabalho de Vieira (2022), por este motivo partilhamos os mesmos resultados.

4.1 Caracteristicas da coorte estudada

Conforme ¢ demosntrado no Quadro 1, a coorte ¢ composta por 23 pessoas, sendo 14
do sexo feminino e 9 do sexo masculino, sendo que a distribuicao de idade ¢ : 3 pessoas
(20-24 anos), 7 pessoas (25-29 anos), 3 pessoas (30-34 anos), 6 pessoas (35-39 anos) ¢ 4
pessoas (40-45 anos), de modo que apenas um homem que possui entre 35-39 anos possui
comorbidade, sendo esta relatada como asma. Além disso, dos medicamentos continuos

utilizados por essas pessoas, tem-se que todas as pessoas do sexo feminino usam algum tipo
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de contraceptivo hormonal ou DIU, sendo que uma delas ainda faz uso dos medicamentos
venvanse 45mg e desvenlafaxina 100mg. Entre as pessoas do sexo masculino ha duas pessoas
que usam medicamentos de forma constante, sendo que uma delas estd na faixa etaria de

24-29, utilizando PrEP e Sertralina, enquanto outro utiliza de forma constante lamotrigina.

Quadro 1: Descrigdo das caracteristicas gerais da coorte.: O “n” representa o numero de pessoas atribuidas a
caracteristica em questdo. Os dados aqui apresentados foram disponibilizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Imunobiologia (LIM) da UFSC. Elaborado pelo autor (2022)

Caracteristica Participantes Comorbidades Uso de medicamentos
n % n % n %
Total 23 100 1 4,35 6 26,1
Sexo biologico
Feminino 14 60,87 0 4 17,4
Masculino 9 39,13 1 4,35 2 8,7
Anos
20-24 3 13,04 0 2 8,7
25-29 7 30,42 0 2 8,7
30-34 3 13,04 0 1 4,35
35-39 6 26,1 1 4,35 0 0
40-45 4 17,4 0 1 4,35

A data da primeira dose da vacina CoronaVac foi aplicada entre os dias 05 e 06 de
abril de 2021, sendo o dia 05 a data que corresponde também a primeira coleta de Swab nasal
para a realizacdo do teste qPCR e também neste dia foi realizada a primeira coleta de sangue,
que foi intitulada de T,. A segunda dose foi administrada 21 dias apds a primeira, ocorrendo
no dia 26 de abril de 2020, com excegdo para as duas pessoas, com os codigos 19 e 20 que
tiveram a segunda dose administradas nos dias 04 e 13 de maio de 2021, respectivamente.

Como descrito anteriormente, as coletas para o teste qPCR foram realizadas
semanalmente enquanto que a coleta de sangue foi realizada semanalmente até o dia 4 de
maio de 2021 (T4), em seguida o T5 foi coletado quinze dias apds o T4. As coletas T6 e T7
foram com intervalos de trés semanas entre si e finalmente a coleta T8, sendo realizada no dia

21 de setembro de 2021 (aproximadamente 5 meses € meio apds a vacinagao).
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4.2 Expressio, purificacio e quantificacio da proteina recombinante N 5.5,

Para expressdo do fragmento proteina recombinante N de SARS-CoV-2 utilizou-se a
linhagem de Escherichia coli, BL21-Codon Plus, conforme descrito por Vieira (2022). Apds a
expressao e coletas das aliquotas, percebeu-se uma banda préxima a marca de 35 kDa, como
¢ apresentado na Figura 7, principalmente nas canaletas 1, 3, 6 e 7, podendo ser visualizado
tanto com o gel corado por Comassie, como na membrana de nitrocelulose apds ser marcada e
revelada.

Através dos dados obtidos, pode-se perceber uma diferenca significativa entre as
canaletas 2 e 3 devido a acdo do IPTG, sendo que a proteina de interesse ficou em sua grande
maioria concentrada no precipitado, em estruturas conhecidas como corpos de inclusdo. Essas
estruturas eram esperadas e sd3o comuns em sistemas onde ha uma inducgdo a expressao de
proteinas, uma vez que ha uma sobrecarga do sistema, resultando num mal dobramento das
proteinas, fazendo com essas acabam se agregando, tornando-as insoltuveis (Carrio, et al,
2005).

Utilizou-se o tratamento com uréia 8M para desestrutura¢do desses agregados, para
que as proteinas se tornassem soluveis, concentrando-se no sobrenadante. Situagdo que de
fato foi observada ao analisarmos a Figura 7, onde nas canaletas 4 ¢ 5, sem o tratamento de
ureia vemos a proteina concentrada no precipitado, enquanto que ao analisar-se as canaletas 6
e 7, j4 com o tratamento de ureia, percebe-se um grande aumento na concentracdo das

proteinas do sobrenadante.
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Figura 7: Expressdo da proteina N(50-350) utilizando E. Coli BL21-Codon Plus. M: Peso molecular. 1:
Pré-inéculo. 2: Indculo sem indug@o com IPTG. 3: Inoculo com inducdo com IPTG. 4: Sobrenadante apds
sonicacdo. 5: Pellet apds sonicag@o. 6: Sobrenadante apds tratamento com ureia. 7: Precipitado apos tratamento
com ureia. A: Gel 10% poliacrilamida corado por Comassie. B: membrana de nitrocelulose revelada com
marcagao primaria com Anti-HisTag (1:10000) e secundaria com Anti-IgG mouse HRP (1:5000). VIEIRA, 2022.
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Apds a verificagdo de que a proteina Nsq3s0, havia sido expressa, a purificagdo foi
realizada por IMAC (Cromatografia de Afinidade por fons Metalicos), também utilizada por
Djukic et al. (2021), sendo que a proteina foi eluida da coluna a partir de concentragdes
crescentes de Imidazol 300mM, que comegaram em 4,5%, passando em um segundo
momento para 9% e por fim chegando em 100%, podendo ser visualizado na Figura 8C,

através da linha tracejada que representa a concentracao do tampao de Imidazol.
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Figura 8: Cromatograma da purificagdo e marcagdes de Western Blot e SDS-PAGE. M: Peso molecular. FT:
Flow through. 1: primeiro ponto de coleta. 2: segundo ponto de coleta. 3-5: terceiro ponto de coleta. 6: pds
concentragdo 7-8: pos Size-exclusion chromatography - SEC. A: Gel de poliacrilamida marcado com Comassie.
B:Western Blot utilizando anticorpo primario anti-His Tag (1:10000). C: Resultado da purificagao utilizando a
técnica IMAC; a linha verde refere-se a leitura de absorbancia realizada pelo equipamento a 280 nm, enquanto a
linha tracejada descreve a concentracdo de imidazol na solug@o que foi injetada no sistema. VIEIRA, 2022.
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Amostras em diferentes volumes de elui¢do foram coletadas ¢ analisadas através de
Western Blot, como pode ser visualizado nas imagens A e B da Figura 8. Percebe-se que no
flow through (FT) ha uma grande presenca de proteina e outras estruturas que sao marcadas
ao longo de quase todo gel. As canaletas entre 1 e 5 mostram diferentes coletas do material
purificado, apresentando o mesmo peso molecular demonstrado na Figura 8.

Apos a purificacdo, realizou-se o processo de recuperagdo da conformagdo da proteina

durante 16 horas, para que a proteina recuperasse sua estrutura tridimensional, uma vez que
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esta passou por um processo de estresse quimico ao ser realizado o tratamento com uréia 8M
(CARRIO, et al, 2005). Em seguida a proteina foi concentrada e quantificada, obtendo-se 22
mg de proteina Nsq3s0) para um litro de indculo produzido. Ao compararmos com outros
trabalhos que utilizaram a mesma técnica, percebe-se que a quantidade de proteina obtida
chegou a representar mais do que o dobro do que nos purificamos (LI, Guang et al., 2021),
embora seja importante ressaltar que sdo proteinas recombinantes diferentes. Especula-se
algumas situagdes que podem ter contribuido para isso, como por exemplo o fato de que o
tamanho da coluna utilizada para a purificagcdo pode ter influenciado, como também a questao
de que como demonstrado na Figura 8 (imagens A e B) o flow through ainda possuia uma
quantidade expressiva de proteina recombinante, sendo que esta coleta ndo foi purificada

novamente, representando assim perdas.

4.3. Otimizac¢ao do ELISA

Para o desenvolvimento do ELISA primeiramente passamos pela etapa de otimizagao
da metodologia. Para isso testamos a quantidade de proteina (3, 4.5 ¢ 6 nanogramas por
mililitro), que foi utilizada para sensibilizar a placa e a diluicao do anticorpo primario, que foi
adicionado, sendo elas 1/40 e 1/100, de soro em solugdo de diluicdo PBS + Leite em p6 5% +
0,05 % de Tween 20.

Ressalta-se que para a realizagdo desta etapa, utilizou-se a mesma coorte de
voluntarios do projeto IMUNOVIDA que foram utilizados para o desenvolvimento e
padroniza¢do do ELISA indireto por Vieira (2022). Das amostras utilizadas para a otimizagao,
as positivas sao identificadas pelos numeros: 204, 211, 248 e 393, enquanto as negativas estao

identificadas pelos numeros: 4, 7,9, 10 e 11.
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Figura 9: Otimizacdo de teste ELISA para detec¢do de anticorpos IgG anti N. A: representacdo das diferentes
concentragdes de Nsq.3s0) utilizada para sensibilizar as placas. B: concentra¢des de anticorpo primario diluido em
solugdo de amostra. Amostras positivas: 204, 211, 248¢ 393. Amostras negativas: 4, 7, 9, 10 e 11 Elaborado
pelo autor (2022).
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Na Figura 9A, percebe-se que ao aumentarmos a concentragdo de proteina na etapa de
sensibilizacdo da placa, mantendo todas as outras etapas do teste iguais ocorreu uma
diminui¢do da D.O. em quase todas as amostras utilizadas. Isso se explica, pois ao
aumentar-se a quantidade da proteina ocorreu uma sobreposi¢do, criando camadas da mesma,
desta forma ao adicionarmos o anticorpo primdrio este interagiu com a camada mais exposta,
como mostrado na Figura 10 e ao realizar-se a lavagem da placa esta camada foi retirada,
restando apenas a camada que esta de fato retida na fase solida, diminuindo assim a resposta
(ZIVKOVIC; MINIC, 2020).

Ja na Figura 9B, percebe-se que ao diminuirmos a diluicdo do soro (anticorpo
primario), utilizando 3pg/ml de proteina para sensibiizar a placa e mantendo todos os outras
etapas sem alteragcdes hd um aumento da D.O. na maioria das amostras, com exce¢ao das
amostras positivas 204 e 211.

Sendo assim, ao terminarmos de realizar os testes para a otimiza¢do do ELISA,
optou-se por manter a sensibilizacdo da placa com 3pg/ml de proteina para evitarmos o
problema de sobreposi¢ao de camadas relatado acima e demonstrado na Figura 10. J& em
relacdo a diluicdo do soro como o aumento da D.O foi percebido em todas as amostras
negativas, enquanto nem todas as amostras positivas apresentaram essa caracteristica optou-se
por manter a dilui¢do em 1/100, levando em consideragdo ainda o uso do recurso e a sua

disponibilidade, uma vez que diluindo mais o soro, o uso do mesmo diminui.
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Figura 10: Demonstracdo de sensibilizagcdo com proteina excedente no ELISA. A: Pogo onde percebe-se duas
camadas de proteina (representadas pelos circulos rosas) com anticorpo primario ligado. B: Apoés a etapa de
lavagem as proteinas da segunda camada acabam sendo eliminadas pela solucdo de lavagem e com elas os
anticorpos que estavam associados a elas, fazendo assim que ocorra uma diminui¢do da D.O. final. Elaborado
pelo autor (2022) através do site BioRender.com.
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4.4. Analise da coorte

Todas as amostras sorologicas usadas neste trabalho foram testadas em triplicata, de
modo que possiveis erros na homogeneidade das amostras e erros de pipetagem em diferentes
etapas do experimento fossem minimizados, além de que, podemos levar em consideracao a
propria natureza das amostras analisadas, que possuem por si proprias variagdes.

Como apresentado no Quadro 2, nota-se que de modo geral, ndo ha altos valores de
variacdo entre as triplicatas das amostras e os valores do coeficiente de variacao, utilizado
para avaliar a reprodutibilidade do teste ELISA de modo geral sdo baixos. Por outro lado os
trés maiores valores de C.V. (34,77%, 27,67% e 24,87%) estdo associados a amostras que
apresentaram uma menor D.O.. Deste modo, erros, como pipetar volumes a mais de amostras,
mesmo que pequenos, podem representar um impacto muito maior do que em outras amostras
que naturalmente possuem uma D.O. maior.

¢ 9

As lacunas marcadas pelo simbolo na tabela estdo descrevendo eventos que
impossibilitaram a coleta de dados da coorte naquele momento em especifico e que por isso
ndo houve como fazer a analise. Das 23 pessoas analisadas, 16 delas tiveram amostras
coletadas em todas as semanas, enquanto apenas 7 apresentaram algum problema, variando
entre si a quantidade de semanas faltantes, tendo amostras sem apenas uma coleta, como ¢ o

caso das amostras 8, 11 e 22 e casos onde varias amostras ndo foram coletadas, chegando ao
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extremo da amostra 15, onde ha apenas uma coleta, referente ao Ts.

Ao analisar-se individualmente as amostras, pode-se inferir que ao realizar este
imunoensaio ELISA padronizado, utilizando os mesmos insumos e equipamentos, a
replicacdo dos dados se mostra eficaz dando assim uma maior seguranga ao resultado em si e
também as interpretacdes que derivam dele, uma vez que estdo baseados em dados que

apresentam, de modo geral uma baixa variacao.

Quadro 2: Apresentacdo dos dados obtidos a partir dos imunoensaios realizados. O coeficiente de variacao foi
calculado levando em considera¢do os dados amostrais e ndo os populacionais. CV; coeficiente de variagdo. “-:
representacdo grafica para a falta de dados em relagdo a amostra e tempo de coleta. A primeira coluna da
esquerda apresenta o nimero que cada voluntario recebeu. A primeira linha apresenta os tempos de coleta e
abaixo delas os valores das triplicatas. Elaborado pelo autor (2022)

Amostra TO Tl T2 T3 T4 TS T6 T7 T8
0,24 0,206 0,205 0,181 0,197 0,215 02 0215 0,176
1 0,17 0,189 0,174 0,172 0,186 0,198 0,173 0,195 0,193
0,184 0,207 0,193 0,193 0,169 0,182 0,187 0,186 0,197
C.V. 1527%  4,12% 6,69% 4,73% 6,26% 6,79% 5,91% 6,10% 4,83%
0,329 0,423 0,382 0,472 0,454 0,477 0,516 0,482 0,477
2 0,278 0,289 0,403 0,368 0,513 0,45 0,456 0,481 0,429
0,285 0,353 0,48 0,375 0,581 0,474 0,463 0,483 0,437
C.V. 7,59%  1542%  999%  1L,72% = 10,06%  2,59% 5,60% 0,17% 4,69%
0,143 0,171 0,136 0,147 0,207 0,241 0,199 0,203 0,159
3 0,129 0,127 0,126 0,129 0,159 0,248 0,19 0,234 0,16
0,128 0,139 0,152 0,134 0,156 0,245 0,185 0,183 0,14
C.V. 514%  12,75%  7,76% 555%  1343%  1,17% 3,03%  10,15% 6,01%
0,137 0,155 0,134 0,129 0,193 0,161 02 0,201 0,162
4 0,13 0,146 0,134 0,145 0,161 0,16 0,158 0,18 0,172
0,143 0,141 0,144 0,136 0,154 0,172 0,149 0,196 0,149
C.V. 3,89%  3,93% 3,43% 4,79% | 10,03% = 331%  1315%  4,66% 5,85%
0,109 0,107 0,099 0,099 0,154 0,161 0,157 0,122 0,166
5 0,102 0,103 0,101 0,104 0,151 0,169 0,154 0,141 0,166
0,1 0,102 0,103 0,104 0,157 0,152 0,159 0,103 0,176
C.V. 3,72%  2,08% 1,62% 2,30% 1,59% 4,32% 131%  12,12% 2,78%
0,137 0,134 0,134 0,129 0,158 0,211 0,159 0,208 0,161
6 0,136 0,134 0,14 0,133 0,157 0,163 0,129 0,176 0,157
0,131 0,122 0,115 0,145 0,159 0,155 0,144 0,185 0,161
C.V. 1L95%  4,35% 8,22% 5,01% 0,52%  14,02% = 8,51% 7,10% 1,18%
0,097 0,106 0,154 0,182 0,139 0,187 0,127 0,117 0,088
7 0,082 0,11 0,143 0,125 0,108 0,137 0,112 0,089 0,081
0,079 0,098 0,159 0,132 0,135 0,127 0,127 0,084 0,047

C.V. 9,16% 4,77% 4,40% 17,35% 10,81% 17,46% 5,80% 15,02% 24,87%




- 0,117 0,13 0,148 0,223 0,285 0,151 0,144 0,152
8 - 0,105 0,144 0,143 0,258 0311 0,151 0,138 0,165
- 0,116 0,109 0,148 0,233 0,198 0,147 0,139 0,163
C.V. = 4,83% 11,27% 1,61% 6,18% 18,26% 1,26% 1,87% 3,57%
0,098 0,12 0,186 0,153 0,27 0,141 - - 0,148
9 0,106 0,146 0,168 0,138 0,136 0,103 - - 0,095
0,102 0,152 0,156 0,13 0,137 0,124 - - 0,125
C.V. 3,20% 9,97% 7,25% 6,79% | 3477%  12,67% = = 17,69%
0,124 0,131 0,137 0,134 0,122 0,162 0,151 0,124 0,128
10 0,124 0,12 0,115 0,124 0,127 0,133 0,136 0,145 0,141
0,127 0,122 0,117 0,123 0,123 0,141 0,125 0,143 0,142
C.V. 1,13% 3,85% 8,08% 3,91% 1,74% 8,41% 7,76% 6,89% 4,65%
- 0,088 0,084 0,077 0,09 0,085 0,091 0,053 0,093
11 - 0,08 0,082 0,078 0,086 0,081 0,101 0,1 0,073
- 0,078 0,077 0,087 0,082 0,081 0,094 0,107 0,083
C.V. 5 527% 3,63% 5,57% 3,80% 2,29% 4,40% | 27,67% 9,84%
0,095 0,101 0,098 0,1 0,172 0,169 0,189 0,186 0,134
12 0,087 0,101 0,098 0,092 0,152 0,137 0,144 0,131 0,114
0,092 0,094 0,102 0,09 0,159 0,144 0,143 0,132 0,105
C.V. 3,61% 3,34% 1,90% 4,60% 5,15% 9,16% 13,52%  17,17% = 10,30%
- - - 0,196 - 0,169 0,155 0,159 0,157
13 - - - 0,148 - 0,169 0,165 0,15 0,143
- - - 0,168 - 0,21 0,179 0,203 0,178
C.V. 5 5 = 11,54% = 10,58% 5,92% 13,57% 9,03%
0,121 0,128 0,13 0,131 0,128 0,152 0,155 0,168 0,142
14 0,13 0,127 0,143 0,119 0,131 0,168 0,155 0,155 0,155
0,137 0,137 0,149 0,139 0,145 0,161 0,163 0,172 0,151
C.V. 5,06% 3,44% 5,64% 6,34% 5,50% 4,08% 2,39% 4,40% 3,64%
- - - - - 0,256 - - -
15 - - - - - 0,274 - - .
- - - - - 0,236 - - -
C.V. = = = = 5 6,08% 5 = =
0,304 0,24 0,263 0,267 0,345 0,461 0,439 0,479 0,512
16 0,314 0,298 0,27 0,275 0,368 0,453 0,444 0,506 0,529
0,323 0,282 0,278 0,263 0,312 0,424 0,429 0,502 0,482
C.V. 2,47% 8,95% 2,27% 1,86% 6,73% 3,56% 1,43% 2,40% 3,83%
0,367 0,461 0,413 0,426 0,492 0,587 0,51 0,464 0,333
17 0,374 0,411 0,434 0,399 0,477 0,51 0,511 0,442 0,44
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0,339 0,375 0,43 0,412 0,523 0,557 0,48 0,442 0,41
C.V. 4,20% 8,48% 2,14% 2,67% 3,85% 5,75% 2,87% 2,31% 11,43%
0,115 0,135 0,152 0,121 0,159 0,193 0,139 0,169 0,281
18 0,134 0,134 0,128 0,13 0,153 0,157 0,145 0,16 0,206
0,129 0,144 0,152 0,137 0,151 0,151 0,139 0,185 0,212
C.V. 6,38%  327% 7,86% 5,06% 2,20% 11,11% 2,01% 6,03% 14,60%
0,094 0,101 0,096 0,109 0,109 0,289 0,261 0,232 0,147
19 0,089 0,099 0,1 0,11 0,098 0,342 0,288 0,227 0,202
0,102 0,101 0,09 0,101 0,109 0,314 0,314 0,23 0,155
C.V. 5,64% 0,94% 4,31% 3,78% 4,92% 6,87% 7,52% 0,89% 14,44%
0,225 0,236 0,284 0,341 0,248 0,332 0,55 0,472 0,301
20 0,235 0,265 0,277 0,281 0,263 0,323 0,456 0,448 0,242
0,236 0,251 0,255 0,319 0,298 0,248 0,42 0,458 0,261
C.V. 2,14% 4,712% 4,54% 7,90% 177% | 12,51%  1153%  2,14% 9,18%
0,126 0,136 0,145 0,145 0,162 0,208 0,152 0,19 0,14
21 0,144 0,14 0,139 0,137 0,145 0,182 0,17 0,171 0,157
0,147 0,151 0,137 0,136 0,151 0,237 0,164 0,162 0,167
C.V. 6,67% 4,46% 2,42% 2,89% 4,61% | 10,75% = 4,62% 6,69% 7,21%
0,094 0,104 0,091 0,098 0,121 0,14 0,109 0,138 -
22 0,1 0,101 0,1 0,102 0,107 0,136 0,121 0,111 -
0,099 0,096 0,094 0,1 0,117 0,121 0,115 0,141 -
C.V. 2,60%  3,29% 3,94% 1,63% 512% 6,18% 426%  10,38% =
- - - - - 0,09 0,089 0,097 0,083
31 - - - - - 0,084 0,086 0,095 0,088
- - - - - 0,077 0,084 0,092 0,085
C.V. = = = = = 6,35% 2,38% 2,17% 2,41%

Outro dado interessante ¢ que das 23 amostras estudadas, 5 delas (amostras 2, 9, 16,
17 e 20) apresentaram antes do estudo, soroneutralizagcdo ou teste PCR positivo, enquanto as
outras 18 ndo, fazendo assim com que com que imagina-se que a apds a aplicagao da vacina a
resposta imunologica seria diferente. Ao analisarmos os dados separando esses dois grupos
percebe-se que em apenas das amostras ocorreu divergéncia dos valores da D.O. em relagao
com o que era esperado levando em consideragdo a separacdo entre os grupos previamente,
onde uma amostra com soroneutralizacdo apresentou uma resposta imune humoral
equivalente as pessoas que ndo haviam sido contaminadas previamente. Em termos absolutos,
pode-se inferir entdo que 22 de 23 amostras (95%) analisadas pelo ELISA padronizado

corresponderam ao que era esperado, estando de acordo com o que foi demonstrado por Vieira
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(2022) durante a padronizacao do teste em relagdo a sua sensibilidade e especificidade.

Os graficos foram obtidos utilizando a média aritmética das triplicatas de cada ponto
de coleta de soro das 23 pessoas da coorte. Para a andlise desses graficos, optou-se por
dividi-los em dois grupos, sendo que o primeiro deles corresponde as pessoas que ndo tiveram
PCR positivo antes do inicio do estudo ou que ndo apresentaram soroneutralizacdo e o
segundo grupo como sendo as pessoas que tiveram contato com o virus, comprovado a partir
de testes de PCR ou soroneutralizacao.

Como controle negativo, utilizou-se amostras de soro de projetos do Laboratorio de
Imunobiologia (LIM) da UFSC que eram anteriores a pandemia, sendo que essas amostras
estdo apontadas no grafico como “pré-pandémicas”, ilustradas através de circulos vermelhos.
Ja o “Branco” se refere aos pogos de controle do teste que passaram por todas as etapas, com
exce¢do da adicdo do soro primdrio, sendo ilustrados no grafico pela linha tracejada que
representa a média dos valores.

Levando em consideracdo o momento das aplicacdes das duas doses da vacina
(primeira dose em TO e a segunda dose em T3) percebe-se de modo geral um leve aumento da
D.O. entre a primeira e a segunda semana pds primeira dose, seguidos de um declinio da
resposta entre a segunda e a terceira semana, sendo essas variagdes mais perceptiveis nos
graficos que apresentam as amostras 3, 4 ¢ 7 ¢ menos perceptiveis nos graficos que
demonstram a resposta das amostras 5, 10 e 19, por exemplo.

Nesta mesma linha, a partir da administra¢do da segunda dose, percebe-se novamente
um aumento da D.O. observada, entretanto aqui fica mais evidente o evento do aumento da
resposta imune, ocorrendo novamente no mesmo periodo de uma a duas semanas apos a
aplicacdo da vacina. Uma tendéncia observada ¢ que as pessoas tiveram um aumento da D.O.
com a aplicacdo da segunda dose, que nao foi observado apds a aplicacao da primeira, como
pode-se perceber ao analisar-se os graficos das amostras 3, 4, 5, 8, 12, 19, 21 e 22. Por outro
lado, algumas pessoas apresentaram um pequeno aumento aparente apos a aplicacdo da
segunda dose, como € o caso das amostras 1, 10 e 12.

Além disso, aumentos da D.O observados em tempos de coleta onde teoricamente nao
deveriam existir, podem representar um contato com o virus, como pode ser observado no
grafico da amostra 22, onde entre a nona e a décima segunda semana apds a administracao da
primeira dose ha um aumento repentino da resposta, neste caso a pessoa em questdo testou

positivo pelo método RT-qPCR entre as duas coletas. Por outro lado, a amostra 18 também
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apresentou um subito aumento entre a nona e a vigésima quarta semana, porém sem ter a
infeccao confirmada por PCR, neste caso, pode-se inferir que existe a possibilidade de erro ao

realizar o experimento ou até mesmo que o resultado dado pela PCR foi um falso negativo.

Figura 11: Analise dos dados das amostras da coorte de vacinados com CoronaVac sem contato prévio com o
virus. Amostras que ndo apresentaram nem teste PCR positivo nem soroneutralizagdo antes da vacinagao e das
coletas. “?”: simbologia utilizada para demonstrar que ndo houve coleta de Swab nasal, sendo assim ndo ha

dados para o determinado momento. Elaborado pelo autor (2022).
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O perfil da resposta imune humoral apresentado aqui esta de acordo com o que ja foi
relatado na literatura (BUENO et al, 2021), onde a resposta imune humoral apos a vacinagao
com virus inativado apresenta uma resposta moderada. Esse perfil ndo ¢ relatado apenas para
SARS-CoV-2, tendo em vista que em estudos envolvendo o virus Influenza, vacinas que
utilizam a tecnologia baseada em virus inativados também apresentam uma resposta com
menor eficacia (GRESSET-BOURGEOIS et al, 2017).

Por outro lado, ao analisar-se os graficos das pessoas que tiveram um contato prévio
com virus confirmado por testes, fica claro uma resposta logo nas primeiras duas semanas
apods a primeira dose com uma alta D.O, onde em quase todas as amostras ha valores acima de
0,2. Apos a aplicacao da segunda dose, ocorre um aumento ainda maior em relagdo as pessoas
que ndo tiveram o contato prévio com o virus, havendo a presenga de D.O. acima de 0,5.
Percebe-se também que a amostra 9 apresentou um perfil de resposta olhando apenas para os
valores das D.O. muito mais condizente com as outras pessoas que nao tiveram contato prévio
com o virus, onde o aumento da resposta, tanto apds a primeira, como a segunda dose, ndo sao

percebidos de modo tdo intenso como as pessoas que tiveram contato prévio com o virus.
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Figura 12: Analise dos dados das amostras da coorte de vacinados com CoronaVac com contato prévio com o
virus. Amostras apresentaram teste PCR positivo ou soroneutralizagdo antes da vacinagdo e das coletas. “?”:
simbologia utilizada para demonstrar que ndo houve coleta de Swab nasal, sendo assim ndo ha dados para o

determinado momento. Elaborado pelo autor (2022).
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Novamente os dados apresentados aqui estdo de acordo com o que ja estd publicado

na literatura por BUENO et al (2021), onde o grupo que teve o contato prévio com o virus
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apresentou uma resposta imune humoral mais acentuada quando comparado com o grupo da
coorte que nao teve este contato, sendo esses grupos analisados sob a mesma oOtica.

Por fim, ao analisar-se em um tunico grafico todas as amostras, dividindo nos dois
grupos (previamente infectados e sem contato prévio com virus) pode-se perceber de maneira
mais clara a diferenca da resposta imune humoral entre os dois grupos, ficando evidente a
interferéncia positiva nessa resposta com a aplicagdo da vacina utilizando virus inativado,
principalmente com a aplicacdo da segunda dose. Esses dados estdo de acordo com o que
também foi identificado por Heck (2022), com a mesma coorte, entretanto analisando os

dados para IgG anti-spike.

Figura 13: Comparativo entre as médias dos timepoints de coletas. Comparacgao entre os dois grupos da coorte

(ndo infectados e previamente infectados). “n”: numero de pessoas. Teste t student ndo pareado. p<0.0001.
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A partir de andlise estatistica, utilizando o teste 7" student, ndo pareado com o valor
de p<0,0001, tem-se que os dois grupos sao diferentes entre si, € que o grupo “nao-infectado”
também apresenta diferenca significativa em relagdo as amostras pré-pandémicas. Desta

forma, o teste ELISA utilizando a proteina recombinante N5, 350, € sensivel de modo que
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percebe uma diferenca entre vacinados ndo infectados e vacinados previamente infectados, e
também em relacdo a amostras que nunca tiveram contato com o SARS-CoV-2, indo ao
encontro do que foi estruturado pelo estudo de Vieira (2022).

De acordo com Bueno et al (2021), ainda se espera que a qualidade da resposta
imune humoral para a proteina de nucleocapsideo possa ser diretamente relacionada com a

resposta anti-spike, ou seja, quanto maior a resposta de uma, também sera assim para a outra.

5. CONCLUSAO

A vacina CoronaVac ao ser aplicada em seres humanos gera uma resposta imune
humoral anti proteina N do SARS-CoV-2 moderada. Como ferramenta de detec¢do, o ELISA
indireto anti N(s0350 mostrou ser capaz de diferenciar pessoas vacinadas de ndo vacinas ou
sem contato anterior com o virus, além disso também conseguiu diferenciar vacinados

previamente infectados de vacinados que nao tiveram contato anterior com o SARS-CoV-2.

6. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Ao pensar-se que a maioria das vacinas disponiveis no mercado possuem como alvo a
proteina Spike e que a resposta para a proteina de nucleocapsideo ¢ moderada para pessoas
que apenas tomaram a CoronaVac, presume-se que mediante a realizagcdo de outras pesquisas
seja possivel utilizar este imunoensaio como uma forma de estipular a quantidade de pessoas
que foram de fato contaminadas no nosso pais, uma vez que como demonstrado aqui, essas
pessoas apresentaram uma resposta imune humoral mais intensa referente a proteina N ao

serem infectadas pelo virus.
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ANEXO A - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Biologicas - Divisdo de Imunologia
88049-900, Campus Universitario, Florian6polis, SC, Brasil

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

A Universidade Federal de Santa Catarina estd empenhada em investigar as repercussdes da COVIDI19 no
organismo a curto e longo prazo, envolvendo as questdes inflamatorias e para tanto necessitamos de voluntarios
saudaveis para obter amostras de sangue para comparagao.

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

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

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

Populacdo de estudo
Nos recrutaremos 30 individuos adultos saudaveis entre 18 e 50 anos. Se vocé concordar em participar no

estudo, nos utilizaremos os globulos brancos que serdo separados do sangue doado.

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

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

Riscos/Desconfortos:

A retirada de sangue ¢ um procedimento padrdo rotineiro com riscos minimos envolvidos. Vocé pode
experimentar algum desconforto ligeiro no local da entrada da agulha e pode haver alguma les3o. Além disso, ha
um risco muito pequeno de vocé desmaiar ou ter infecgdo no local da entrada da agulha. Vocé tem a garantia de
plena liberdade de recusar-se a participar, ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo alguma. A participacio no estudo nio é obrigatoria e caso nio deseje participar ou se quiser
abandonar o estudo, receberd a mesma atencio da nossa equipe. Sempre existe a possibilidade remota da
quebra de sigilo, mesmo que involuntario e ndo intencional, cujas consequéncias serdo tratadas nos termos da lei.

Sarantia de sigil idencialidade:

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

Agradecemos a sua participago e colaboragao,

Profa. Dra. Rosemeri Maurici

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), HU/UFSC, Campus Universitario, Trindade,
Floriandpolis, Santa Catarina (SC) — CEP 88040-970.

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

Prof. Dr. André Bafica,

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

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

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

Enderego: Rua Desembargador Vitor Lima, n® 222, Prédio da Reitoria 11, 4° andar, sala 401, Trindade,
Floriandpolis, SC. Telefone: +55 (48) 3721-6094.

CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR

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



Nome do(a) Participante por Extenso

Assinatura do(a) Participante

Data

Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Data
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Nota: O presente Termo tera duas vias, uma ficara a guarda dos pesquisadores e a outra via sera de posse do(a)
proprio(a) participante da pesquisa.



	TCC_Sergio_Carpeggiani.docx
	Ficha Catalográfica - UFSC
	TCC_Sergio_Carpeggiani.docx

