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RESUMO 

 

A plataforma de ELISA (ensaio de imunoabsorção por ligação enzimática) tem sido 

amplamente utilizada para detectar anticorpos anti-SARS-CoV-2 gerados após a 

exposição ao vírus ou à vacinação. A amostra comumente utilizada para a 

realização do teste é o soro. Até o momento, nenhum estudo havia investigado a 

urina do paciente como amostra para detectar anticorpos específicos para o vírus 

SARS-CoV-2. A urina é um espécime biológico que traz vantagens significativas 

inerentes ao tipo de amostra, que compreende coleta não invasiva, de fácil 

manuseio e armazenamento. Neste trabalho, propomos um ELISA indireto in house 

baseado no uso de urina e proteínas recombinantes do Nucleocapsídeo (N) ou da 

Spike (S) do vírus SARS-CoV-2. As proteínas recombinantes (r) de SARS-CoV-2, N 

e as subunidades da proteína S (S-Glic, S1-NGlic e RBD-NGlic), foram avaliadas 

usando um painel composto por aproximadamente 200 amostras de urina e de soro. 

A presença de anticorpos anti-SARS-CoV-2 na urina foi detectada com sensibilidade 

e especificidade similares ou superiores ao soro, nas quais foram obtidos valores de 

sensibilidade de 94,0%, 75,0%, 81,38% e 89,66%, e especificidade de 100%, 96,0%, 

96,77% e 96,77%, frente às proteínas rSARS-CoV-2 N, S-Glic, S1-NGlic e RBD-

NGlic, respectivamente. Dessa forma, os dados apresentados sugerem que a urina 

poderia ser considerada como uma potencial amostra biológica para aplicação em 

plataformas de imunodiagnóstico para a infecção por SARS-CoV-2, trazendo 

benefícios tanto no contexto individual quanto populacional. 

       

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, imunodiagnóstico; urina; anticorpo; 

proteína do Nucleocapsídeo (N), proteína Spike (S). 

 

  



 
 

 

ABSTRACT 

 

The Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method has been widely used to 

detect anti-SARS-CoV-2 antibodies generated after exposure to the virus or 

vaccination. The sample usually used to perform the test is the serum. Thus far, no 

study has investigated the urine of patients as biological sample to detect specific 

SARS-CoV-2 antibodies. Urine is a biological specimen with significant advantages 

inherent to the type of sample, which comprises non-invasive collection, easy 

handling and storage. In this work, we propose an in house urine-based indirect 

ELISA using recombinant proteins from Nucleocapsid (N) and Spike (S) of the SARS-

CoV-2 virus. SARS-CoV-2 recombinant N and S protein subunits (Gly-S, NonGly-S1 

and NonGly-RBD) were evaluated in an ELISA platform with a panel composed 

about 200 urine and serum samples. The presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in 

urine was detected with similar or superior sensitivity and specificity to serum, in 

which sensitivity values of 94.0%, 75.0%, 81.38% and 89.66% were obtained, while 

specificity values were of 100.0%, 96.0%, 96.77% and 96.77%, respectively, against 

rSARS-CoV-2 N, S-Glic, S1-NGlic and RBD-NGlic proteins. In conclusion, the data 

presented suggest that urine could be considered as a potential biological sample for 

application in immunodiagnostic platforms for SARS-CoV-2 infection, with benefits to 

the individual and population context. 

 

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, immunodiagnostic; urine; antibody; 

Nucleocapsid protein (N), Spike protein (S). 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Esta tese é requisito parcial para obtenção do grau de Doutor em Ciências da 

Saúde pelo Programa de Pós-Graduação em Infectologia e Medicina Tropical (PPG-

IMT) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e está inserida dentro da 

linha de pesquisa ―Clínica, diagnóstico e tratamento das doenças infecciosas e 

tropicais‖, que propõe a avaliação de biomarcadores diagnósticos, assim como do 

tratamento e do seguimento terapêutico dos pacientes acometidos por doenças 

infecciosas e tropicais.  

Ao longo dos quatro anos de realização do doutorado, foram desenvolvidos 

dois projetos distintos. Durante os dois primeiros anos, foi realizado um estudo 

utilizando a tecnologia de Phage Display abordando o diagnóstico da leishmaniose 

visceral humana e coinfecção com HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana) e nos 

dois anos seguintes, foi realizado o estudo aqui apresentado, abordando o 

diagnóstico de COVID-19. 

O primeiro estudo gerou, em 2021, a publicação intitulada ―Diagnostic 

application of sensitive and specific phage-exposed epitopes for visceral 

leishmaniasis and human immunodeficiency virus coinfection‖, no periódico 

Parasitology, além do depósito da patente com código BR1020210152095. Este 

projeto foi apresentado em seminários e congressos, recebendo prêmios na XXX 

Semana de Iniciação Científica da UFMG e Ciência na prática pela Startup Análises 

Clínicas na Prática. O cumprimento da qualificação foi realizado dentro do período, 

em outubro de 2021, ainda dentro deste projeto.  

A emergência para o desenvolvimento de novas tecnologias que auxiliassem 

no diagnóstico e, consequentemente, no entendimento da situação pandêmica da 

COVID-19, atrelada à vontade de trabalhar em prol da ciência, foram fatores 

determinantes para darmos início a um segundo projeto neste doutoramento. O 

projeto foi desenvolvido no Laboratório de Infectologia e Medicina Tropical (LIMT) 

em parceria com o Centro de Tecnologia em Vacinas (CT-Vacinas), sob a 

coordenação da Dra. Fernanda Ludolf e colaboração dos professores Dr. Eduardo 

Antonio Ferraz Coelho, Dr. Flávio G. da Fonseca e Dr. Vandack Nobre Jr.. Este 

projeto gerou o artigo intitulado “Detecting anti-SARS-CoV-2 antibodies in urine 

samples: A noninvasive and sensitive way to assay COVID-19 immune conversion” 
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publicado em maio de 2022 no periódico Science Advances e outro artigo em 

submissão intitulado ―A urine-based ELISA with recombinant non-glycosylated 

SARS-CoV-2 Spike protein for detecting anti-SARS-CoV-2 Spike antibodies”, assim 

como o deposito da patente com código BR1020210140666, que se encontram 

anexados ao final deste documento. Este projeto apresentou ainda grande 

repercussão na mídia nacional, demonstrando o impacto social do mesmo.  

Optamos por defender a tese baseando neste segundo projeto, visto o impacto 

e cunho emergencial do tema. É fundamental a divulgação de estudos que busquem 

o desenvolvimento de diagnósticos que proporcionem a testagem dos indivíduos e o 

entendimento da circulação do vírus e dos índices de transmissibilidade da doença. 

Além disso, a aluna esteve envolvida durante todo seu doutoramento em 

colaborações em projetos de pesquisa em Leishmaniose visceral e tegumentar, com 

foco no desenvolvimento de novos diagnósticos, vacinas ou tratamento para as 

enfermidades; participou de projeto de extensão com acompanhamento de 

pacientes com leishmaniose tegumentar ou enfermidades associadas à doença 

mucosa, no Ambulatório São Geraldo/Hospital das Clínicas/UFMG; atuou como 

monitora de disciplinas ofertadas pelo PPG-IMT e no Colégio Técnico da UFMG; 

esteve como representante discente durante 2 anos apoiando a PPGIMT em 

trabalhos, como o preenchimento do Relatório Sucupira na Plataforma CAPES; 

contribuiu ainda na orientação técnica de alunos de Iniciação científica e mestrado. 

A apresentação deste documento foi realizada de acordo com a Resolução nº 

02/2013, de 18 de setembro de 2013, que regulamenta o formato dos trabalhos 

finais e de qualificação, estabelecendo condições para a marcação das defesas de 

teses e dissertações do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: 

Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. 
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Este volume contém:  

1. Introdução: contextualização da COVID-19 e importância do estudo. 

2. Revisão Bibliográfica: revisão de estudos publicados até julho de 2022 em 

periódicos indexados e relacionados à COVID-19, de forma que o volume retrate o 

momento pandêmico em que as amostras foram coletadas e o projeto foi 

desenvolvido (2020/2021): epidemiologia da doença; características estruturais do 

vírus SARS-CoV-2; patogenia e sintomatologia da doença; medidas de controle da 

doença com foco no diagnóstico; amostras biológicas utilizadas para diagnóstico e a 

problemática do estudo. 

3. Objetivos: objetivo geral da tese e os específicos que direcionaram o estudo. 

4. Metodologia: comitê de ética; coleta de amostras; obtenção dos antígenos 

utilizados; metodologia de ELISA e análises estatísticas. 

5. Resultados e Discussão: apresentados em dois capítulos, de acordo com o 

antígeno utilizado no teste: Proteína do Nucleocapsídeo e Proteína Spike. 

6. Considerações finais: apresenta aspectos relevantes da tese. 

7. Conclusão: conclusão dos resultados obtidos. 

8. Perspectivas: direcionamentos e ideias futuras para o projeto. 

9. Referências: bibliografia utilizada para o desenvolvimento desta tese. 

10. Anexos: aprovação do Comitê de Ética, patente e artigos publicados vinculados 

ao projeto, além de produções científicas realizadas ao longo do doutoramento. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença do coronavírus 2019 (COVID-19), causada pelo vírus SARS-CoV-2 

(coronavírus relacionado à síndrome respiratória aguda grave tipo 2), foi declarada 

pandemia em apenas três meses, quando se espalhou rapidamente pelo mundo 

após seu início na China (MURALIDAR et al., 2020; WHO, 2020; ZHU et al., 2020). 

Os primeiros casos de infecção foram relatados em dezembro de 2019, na cidade de 

Wuhan, província de Hubei, com o desenvolvimento de sintomas semelhantes à 

pneumonia (MURALIDAR et al., 2020; ZHU et al., 2020; ULLAH et al., 2021; WHO, 

2022) sendo, posteriormente, classificada como uma doença sistêmica devido ao 

acometimento de diversos sistemas do corpo humano (GUPTA et al., 2020). 

A identificação do patógeno pelos testes diagnósticos é a primeira linha de 

defesa contra a COVID-19, associada aos avanços nas estratégias de vacinação e 

tratamento, que proporcionam redução das taxas de hospitalização e mortalidade 

(KWOK, 2022). O SARS-CoV-2 permanece sob constantes pressões evolutivas, 

sendo alvo permanente de estudos que avaliem suas características e que busquem 

melhorias nas medidas de controle (ALENE et al., 2021; OPAS/OMS, 2022). Estudos 

que proponham tecnologias disponíveis, precisas e rápidas para o diagnóstico da 

doença são estrategicamente importantes no combate ao avanço da pandemia no 

mundo (HU et al., 2020; CDC, 2022; OPAS/OMS, 2022).  

O diagnóstico da COVID-19 pode ser feito por meio da detecção direta de RNA 

ou de antígenos do SARS-CoV-2, bem como pela detecção indireta de anticorpos 

específicos gerados pelo sistema imunológico humano após o contato com o vírus 

(AMANAT et al., 2020; WEISSLEDER et al., 2020; YANG et al., 2020; WHO, 2021). 

Cada estratégia desempenha papéis diferentes em ambientes distintos, sendo 

importante conhecer as características, vantagens e limitações de cada teste para 

sua melhor aplicabilidade e desempenho (ADAMS et al., 2020; WEISSLEDER et al., 

2020; FDA, 2022). 

Os testes imunológicos permitem estudar a resposta imune frente ao SARS-

CoV-2 de maneira qualitativa e quantitativa, sendo os mesmos importantes para 

definir a exposição anterior ao SARS-CoV-2 em populações, identificar potenciais 

doadores humanos reativos para terapia com plasma convalescente e investigar a 

proteção imunológica (AMANAT et al., 2020). O desenvolvimento de um teste 

diagnóstico com bom desempenho está intimamente relacionado à seleção de alvos 
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antigênicos adequados. A proteína recombinante N de SARS-CoV-2 pode ser 

expressa de forma eficiente através de um sistema procariótico de expressão, 

apresentando boa imunorreatividade (ZHANG et al., 2020; LI, D.; LI, 2021). 

Paralelamente, a proteína Spike, sendo uma glicoproteína de superfície 

transmembrana, vem sendo preferencialmente expressa em sistemas eucarióticos, 

gerando modificações pós-traducionais do antígeno muitas vezes requeridas. O 

sistema procariótico apresenta vantagens em relação ao custo-benefício, agilidade 

no processo e maior capacidade produtiva quando comparado aos sistemas 

eucarióticos (LI, D.; LI, 2021). 

Neste trabalho, abordamos um estudo inovador no qual amostras de urina de 

indivíduos que testaram positivo para SARS-CoV-2 por qRT-PCR foram avaliadas 

quanto à presença de anticorpos anti-SARS-CoV-2, em reação contra as proteínas 

recombinantes do Nucleocapsídeo (N) e Spike (S) de SARS-CoV-2, que foram 

expressas em sistemas procarióticos e eucarióticos. Como comparação, amostras 

de soros dos pacientes foram também utilizadas, haja vista serem aquelas 

tradicionalmente empregadas em imunoensaios. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA COVID-19 

A COVID-19 foi declarada, em 11 de março de 2020, como uma emergência de 

saúde pública pela Organização Mundial da Saúde (OMS), considerando-a como 

uma pandemia após seus altos índices de casos em todo mundo, desde seu 

primeiro relato à OMS em 31 de dezembro de 2019, em Wuhan, na China, quando 

se teve um surto da doença (ZHU et al., 2020; MURALIDAR et al., 2020; WHO, 

2020). 

De 09 de janeiro de 2020, quando foi relatada a primeira morte por COVID-19, 

até o fim do mesmo mês, momento em que a OMS divulgou seu relatório da 

pandemia, foram indicados 2.014 casos confirmados em dez países diferentes, além 

da China, e um total de 56 mortes em todo o mundo. Em pouco tempo, o número de 

casos confirmados aumentou drasticamente para 21.294.845 e os dados de mortes 

chegaram a 761.779, até agosto do mesmo ano (MURALIDAR et al., 2020; WHO, 

2020). 

Até 10 de julho de 2022, último relatório liberado pela OMS, houve em torno de 

553 milhões de casos confirmados e mais de 6,3 milhões de mortes no mundo por 

COVID-19 notificados (WHO, 2022a). E por atualização instantânea do sistema da 

OMS, temos relatos de 568.773.510 casos confirmados de COVID-19, incluindo 

6.381.643 mortes, até 26 de julho de 2022 (WHO, 2022b) (Figura 1). 

No Brasil, considerando todo o período da pandemia, de 03 de janeiro de 2020 

a 26 de julho de 2022, houve 33.591.356 casos confirmados de COVID-19, com 

676.964 óbitos relatados à OMS (Figura 1) (WHO, 2022b).  

Em relação à vacinação, até 19 de julho de 2022, 12.166.921.655 doses de 

vacina foram administradas na população mundial, e até 15 de julho de 2022, um 

total de 455.195.559 doses foram administradas na população brasileira (WHO, 

2022b).  
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Figura 1. Situação epidemiológica atual da COVID-19 (Brasil e Mundo). 

Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, 2022 (WHO, 2022b). 

A Figura 2 mostra os casos acumulados ao longo de todo período pandêmico 

através da estratificação por região continental, enquanto a Figura 3 traz os dados 

de mortes (WHO, 2022b). A OMS enfatiza que as tendências observadas devem ser 

interpretadas com cautela, já que as estratégias diagnósticas da infecção são 

escassas ou têm mudado progressivamente em vários países, gerando números 

gerais mais baixos de testes realizados e, consequentemente, subnotificações 

(WHO, 2022b). 

 

Figura 2. Situação epidemiológica mundial da COVID-19 estratificada por continente. 

Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, 2022 (WHO, 2022b). 
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Figura 3. Dados de mortalidade mundial pela COVID-19 estratificados por 

continente. 

Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, 2022 (WHO, 2022b). 

2.2. ESTRUTURA VIRAL 

Os coronavírus (CoVs) são vírus de RNA de fita simples (ssRNA) membros da 

família Coronaviridae e do gênero beta-coronavírus (β-CoV) (CSG, 2020; WANG et 

al., 2020; MURALIDAR et al., 2020). A classificação dos coronavírus é baseada em 

análises comparativas da sequência genômica dos vírus, diferentemente do 

passado, em que, até 2011, era realizada com base nas reatividades sorológicas à 

apenas a proteína Spike (CSG, 2020). Periodicamente, novas espécies de 

coronavírus aparecem devido à sua grande diversidade genética, rápida taxa de 

mutação, alta prevalência e ampla distribuição (CUI; LI; SHI, 2018).  

O vírus SARS-CoV-2 é considerado como um vírus pandêmico de rápida 

disseminação que teve origem por transmissão zoonótica, de um animal silvestre 

para o ser humano, sendo o morcego e o pangolim os animais atribuídos ao 

transbordamento para o ser humano e, subsequentemente, mantendo uma 

transmissão antroponótica, de humano para humano (LYTRAS, S. et al., 2021). 

Análises filogenéticas demonstraram que o SARS-CoV-2, inicialmente denominado 

nCoV (novo coronavírus), compartilha 96% de identidade do seu genoma completo 

com um CoV de morcego, o BatCoV RaTG13, 99% com o genoma do Pangolin-CoV, 

80% com o coronavírus da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV) e 50% 

de semelhança com o coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio 

(MERS-CoV), que causou surtos globais em 2002–2003 e 2011, respectivamente, 
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sugerindo a transmissão antropozoonótica para humanos após mutações (CDC, 

2020; MURALIDAR et al., 2020; ULLAH et al., 2021). 

O genoma do SARS-CoV-2 apresenta aproximadamente 30 quilobases (kb) 

(Figura 4). Dois terços do genoma do vírus codificam macro polipeptídeos 

pp1a/pp1b que geram 16 proteínas não estruturais, com diversas funções: 

enzimática, cofator, formação de vesículas, dentre outras, e o terço restante, codifica 

as proteínas estruturais e outros elementos (JAMISON et al., 2022). 

O vírus SARS-CoV-2, assim como outros vírus de RNA, é propenso à evolução 

genética ao longo de sua circulação, contribuindo para o desenvolvimento de 

mutações e o surgimento de múltiplas variantes. Isso pode acarretar em 

características diferentes se comparadas às cepas ancestrais e na melhor 

adaptabilidade e transmissibilidade entre os hospedeiros humanos (ALEEM; 

SAMAD; SLENKER, 2022).  

 

Figura 4. Representação esquemática do genoma do SARS-CoV-2 e proteínas 

correspondentes. 

Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022. 

Estruturalmente o SARS-CoV-2 possui quatro proteínas: Spike (S), Envelope 

(E), Membrana (M), e Nucleocapsídeo (N) (WANG et al., 2020; JAMISON et al., 

2022) (Figura 5). 
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Figura 5. Representação esquemática da estrutura do SARS-CoV-2. 

Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022. 

 

A proteína Nucleocapsídeo (N) (~45,6 kDa) consiste em dois domínios 

estruturais denominados domínio N-terminal (NTD) e domínio C-terminal (CTD), que 

se ligam ao RNA do genoma viral e, contribuem para a síntese viral, além de estar 

associada à inibição da sinalização de interferon (IFN) (MALIK, 2020; JAMISON et 

al., 2022; LI et al., 2022). Já o papel da proteína M é a montagem da partícula viral. 

A partir da interação com outras proteínas e com o RNA viral, a proteína M atua na 

regulação do tamanho e do formato da partícula, além de determinar o sítio de 

brotamento do vírus (MALIK, 2020; YOSHIMOTO, 2020). Já a proteína E, é a menor 

proteína estrutural e está presente em menor quantidade na estrutura viral, apesar 

de ser bastante expressa na célula hospedeira durante a replicação, atua 

desencadeando o processo de montagem da partícula viral e brotamento, e estudos 

demonstram que seu reconhecimento pelo organismo hospedeiro impulsiona o 

processo inflamatório (MALIK, 2020; JAMISON et al., 2022). A proteína S (Spike) é 

uma glicoproteína transmembrana grande (~140 kDa) que projeta do envelope para 

o meio externo, e aparenta formato de coroa, característica que deriva o nome 

coronavírus. A proteína S é fundamental para a interação vírus-hospedeiro. Ela 

contém duas subunidades, S1 e S2, que atuam na interação da partícula viral e na 

liberação do material genético do vírus no interior da célula (WANG et al., 2020). A 

subunidade S1 contém, principalmente, um domínio de ligação ao receptor (RBD) da 

superfície da célula hospedeira, que é a enzima conversora de angiotensina 2 

(ECA2) (Yuan et al., 2020; JAMISON et al., 2022). Já a região S2 é composta por 
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um peptídeo de fusão, um sítio de clivagem adicional responsável pela fusão das 

membranas do vírus e da célula humana (WANG et al., 2020). 

As proteínas S e N são as proteínas mais comumente utilizadas como 

antígenos para o diagnóstico de COVID-19 na sua forma recombinante ou como 

peptídeos e quimeras (WANG et al., 2020; ANVISA, 2022; JAMISON et al., 2022; LI 

et al., 2022; SCUSSEL et al., 2022). Em relação ao seu uso como antígeno para 

diagnóstico, a produção da proteína S completa apresenta alto custo e limitações de 

produção, sendo a S1 e seu domínio RBD os principais antígenos da proteína S 

usados para testes sorológicos, além de dados que a S1 possui menor reatividade 

cruzada quando comparado ao uso da proteína S completa, devido à menor 

similaridade da subunidade S1 entre os coronavírus humanos em comparação com 

a S2 (LEE et al., 2020; LI et al., 2021). A aplicação da proteína N para diagnóstico 

tem sido mais estudada, pois após uma compilação de mutações no SARS-CoV-2 

constatou-se que esta proteína é relativamente conservada, ou seja, sofreu menos 

alterações quando comparada às outras proteínas, reafirmando seu potencial para 

diagnóstico mesmo com o aparecimento de novas variantes do vírus (LI et al., 2022). 

O Centro de Controle de Prevenção de Doenças (CDC) e a OMS 

estabeleceram independentemente um sistema de classificação para distinguir as 

variantes emergentes do SARS-CoV-2 em variantes de interesse (do inglês variants 

of interest - VOIs), como Epsilon, Zeta, Eta, Theta, Iota, Kappa, Lambda e Mu e 

variantes de preocupação (do inglês, variants of concern - VOCs), como Alfa, Beta, 

Gama, Delta e Ômicron (ALEEM; SAMAD; SLENKER, 2022; OPAS/OMS, 2022). As 

VOIs são definidas como variantes com marcadores genéticos específicos, e as 

VOCs têm essa classificação devido ao seu impacto na saúde pública, e sua 

associação com maior capacidade de transmissão ou virulência, alteração na 

detecção do vírus, redução nos níveis de anticorpos neutralizantes e diminuição da 

eficácia terapêutica ou da vacinação (ALEEM; SAMAD; SLENKER, 2022). Em 26 de 

novembro de 2021, a OMS designou a variante Ômicron (B.1.1.529), como uma 

variante de preocupação mundial, devido ao grande número de mutações e sua alta 

transmissibilidade (OPAS/OMS, 2022). 

Suas características genéticas, que garantem alta transmissibilidade e elevado 

número de casos assintomáticos, associadas às pressões ambientais contínuas, alta 

exposição da população a portadores do vírus sem reclusão e à não utilização de 
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medidas protetivas, como máscaras de proteção, somadas a baixas taxas de 

vacinação em alguns países, permitiram ao SARS-CoV-2 acumular mutações em 

seu genoma (ALENE et al., 2021). 

2.3. MECANISMO DE INFECÇÃO 

O vírus SARS-CoV-2 pode ser transmitido de forma direta, por perdigotos ou 

em menor escala, por aerossóis e contato com objetos contendo partículas virais, 

sendo os principais determinantes do risco de transmissão a proximidade 

interpessoal e ventilação do ambiente (LIU et al., 2020; MEYEROWITZ et al., 2021; 

WHO, 2022). O pico de infectividade ocorre cerca de um dia antes do início dos 

sintomas e diminui dentro de uma semana após o início dos sintomas 

(MEYEROWITZ et al., 2021; WHO, 2022). Alguns estudos também sugeriram a 

transmissão fecal-oral, após encontrarem o vírus nas fezes de humanos infectados 

(XU et al., 2020), embora trabalhos recentes refutem a ideia ao demonstrarem que a 

capacidade replicativa do SARS-CoV-2 é nula ou muito limitada em amostras de 

fezes (CERRADA-ROMERO et al., 2022). 

Após o contato inicial, o SARS-CoV-2 infecta as células humanas através da 

enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Figura 6), com afinidade 10 a 20 

vezes maior do que o vírus SARS-CoV (ZHOU; YANG; et al., 2020). 

 

Figura 6. Representação esquemática da ligação do SARS-CoV-2 ao receptor ECA2 

e sua internalização na célula hospedeira. 

Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022. 
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A replicação do coronavírus inicia-se na etapa de adsorção, quando a região 

RBD da subunidade S1 da glicoproteína viral S interage com receptores de 

membrana da célula hospedeira, sendo a ECA2 para o SARS-CoV-2 (FEHR; 

PERLMAN, 2015; JAMISON et al., 2022). O receptor ECA2 é expresso em diversos 

tecidos, como células epiteliais dos alvéolos pulmonares, enterócitos do intestino 

delgado, células endoteliais venosas e arteriais, e células da mucosa oral (Xu, 2020). 

Após a ligação da partícula viral à célula-alvo, ocorre a clivagem da 

glicoproteína S de SARS-CoV-2, entre as subunidades S1 e S2, através da ação de 

proteases celulares, gerando uma mudança conformacional e a ativação do 

peptídeo de fusão, que mediará a fusão do envelope viral com a membrana celular 

(FEHR; PERLMAN, 2015; JAMISON et al., 2022). 

Posteriormente, ocorre o desnudamento do RNA, com a liberação do material 

genético no citoplasma celular e, o RNA de SARS-CoV-2, de polaridade positiva, é 

prontamente transcrito pela maquinaria celular, gerando um complexo favorável à 

produção do RNA genômico e subgenômico, atuante como RNA mensageiro 

(mRNA). Este será traduzido para produção de proteínas do vírus, seguido da 

montagem de novas partículas virais no Compartimento Intermediário Retículo 

Endoplasmático-Golgi (Ergic), do transporte para a superfície celular e liberação por 

exocitose (FEHR; PERLMAN, 2015; JACKSON et al., 2022; JAMISON et al., 2022). 

Os sítios virais S e RBD são importantes para infecção e propagação viral, 

afetando a transmissibilidade e a gravidade da doença. Assim, o acúmulo de 

mutações nesses locais acarreta no aumento da afinidade de S e RBD com a ECA2, 

como observado nas novas variantes do vírus (JAMISON et al., 2022). 

2.4. PATOGENIA E SINTOMATOLOGIA 

Inicialmente, pensava-se que a infecção por SARS-CoV-2 seria semelhante às 

doenças causadas por outros coronavírus, afetando principalmente o trato 

respiratório superior, com possibilidade de gerar danos ao trato respiratório inferior, 

até uma pneumonia grave; acometendo principalmente a população idosa e pessoas 

com comorbidades (MURALIDAR et al., 2020). 

Todavia, pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 podem apresentar diversas 

manifestações extrapulmonares, com afecções aos sistemas digestório, circulatório 

(danos endoteliais, síndromes coronarianas agudas, disfunção e arritmia miocárdica 
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e complicações trombóticas), urinário (lesão renal aguda) e sistema neurológico, por 

exemplo. Essa gama de sintomas pode-se explicar devido ao receptor ECA2 ser 

expresso em vários tecidos extrapulmonares (GUPTA et al., 2020; YANG; YANG; et 

al., 2020; CDC, 2022). A gravidade da COVID-19 está associada a sintomas como 

dificuldade em respirar, falta de ar, dores no peito, perda de fala ou confusão mental, 

sendo recomendado que procure atendimento médico imediato (WHO, 2022).  

O período médio de incubação do SARS-CoV-2 pode variar de 1 a 14 dias, 

sendo qualquer pessoa passível de desenvolver sintomas leves a graves, mas o 

risco de gravidade e desfecho da doença pode depender da carga viral exposta, 

além de características intrínsecas do vírus, como transmissibilidade e virulência, e 

do corpo humano, como imunidade e comorbidades, como doenças cardíacas, 

pulmonares ou diabetes (YANG; WANG, 2020; CDC, 2022). O período de 

convalescença para casos leves de COVID-19 é de 1-2 semanas e para casos 

graves é de até 6 semanas, podendo chegar a meses de recuperação. O período de 

quarentena empregado pode variar de acordo com o status de vacinação, da 

positividade do teste diagnóstico e persistência de sintomas pelo paciente (CDC, 

2022; KHAZAAL et al., 2022). 

Mesmo após a resolução da doença, os pacientes podem apresentar sequelas, 

complicações médicas ou persistência de alguns sintomas que duram semanas a 

meses (LOPEZ-LEON et al., 2021). Quando esses efeitos não retornam a um 

parâmetro basal saudável dentro do período de 14 a 110 dias após a infecção viral, 

podem ser consideradas implicações de longo prazo da doença, sendo sua 

classificação como ―COVID-longa‖ ou ―síndrome pós-COVID-19‖ ( ENFO DE, 2020; 

NALBANDIAN et al., 2021; MATTA et al., 2022) ou outras denominações variadas, 

como COVID-19 pós-aguda, sequelas pós-aguda da infecção por SARS CoV-2 

(PASC), efeitos a longo prazo da COVID (CDC, 2022). Dentre os sintomas 

persistentes, cinco são mais prevalentes, como fadiga (58%), dor de cabeça (44%), 

distúrbio de atenção (27%), queda de cabelo (25%) e dispneia (24%), de acordo 

com Lopez-Leon e colaboradores (2021) e, de acordo com o CDC (2022), essas 

manifestações são encontradas com maior frequência em pessoas que tiveram 

COVID-19 grave. 
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2.5. IMUNOLOGIA DA COVID-19 

A resposta imune inata e adaptativa é ativada pela infecção por SARS-CoV-2, 

e pode resultar em resposta inflamatória maciça e quadros sintomáticos graves da 

doença, podendo causar danos teciduais locais e sistêmicos (ANKA et al., 2020). A 

gravidade da COVID-19 está relacionada ao recrutamento de células pró-

inflamatórias, como granulócitos e macrófagos, e no desencadeamento do 

recrutamento de leucócitos e na liberação maciça de citocinas pró-inflamatórias, 

também chamada de tempestade de citocinas (Figura 7).  

De uma forma geral, a infecção dos tecidos primários é caracterizada pela 

proliferação e liberação dos vírus, morte celular, seguida do recrutamento de células 

imunes, da geração de imunocomplexos e danos nos órgãos associados, podendo 

gerar a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) (ANKA et al., 2020; 

DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT, 2021). 

Estudos demonstraram a indução de proliferação de plasmócitos e células T 

auxiliares foliculares (Tfh) circulantes (ANKA et al., 2020). Além disso, a estimulação 

persistente do antígeno viral gera regulação positiva para marcadores de exaustão 

celulares, como NKG2A, em células NK e linfócitos T CD8+ citotóxicos de pacientes 

com COVID-19, refletindo um declínio nas funções efetoras e na capacidade 

proliferativa dessas células (DAVID et al., 2019; ANKA et al., 2020;).  
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Figura 7. Imunologia da infecção por SARS-CoV-2. 

As citocinas produzidas por células infectadas recrutam macrófagos alveolares, que por sua vez 

aumentam a permeabilidade vascular e recrutam outros componentes do sistema imunológico, 

configurando a resposta de fase aguda. A morte de células infectadas e imunológicas gera dano 

tecidual e edema alveolar, levando à hipóxia. A hiperativação das respostas imunes inata e 

adaptativa induz a tempestade de citocinas. Esses fatores convergem para o desenvolvimento 

progressivo da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA). 

Fonte: Adaptado de ANKA et al., 2020. 

Uma resposta imune humoral robusta, dependente de células B, também é 

desencadeada, conforme evidenciado pela detecção quase universal de anticorpos 

específicos contra SARS-CoV-2 dos tipos IgG, IgM e IgA e anticorpos IgG 

neutralizantes (nAbs) nos dias após a infecção (ANKA et al., 2020; HUANG et al., 

2020; LIU, A. et al., 2021). Estudos evidenciaram a soroconversão entre 7 e 14 dias 
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após o início dos sintomas em pacientes infectados por SARS-CoV-2, com títulos de 

anticorpos persistentes por semanas mesmo após a eliminação do vírus (ADAMS et 

al., 2020; ANKA et al., 2020; YANG; WANG, 2020).  

Estudo realizado por Adams e colaboradores (2020) apontou a detecção 

sorológica de IgG específica anti-proteína Spike de SARS-CoV-2 até 60 dias após o 

início dos sintomas, mas os títulos da imunoglobulina começaram a diminuir 8 

semanas após o início dos sintomas. Isso é confirmado por outros estudos que 

apontam que os níveis de IgG e de anticorpos neutralizantes começaram a diminuir 

dentro de 2 a 3 meses após a infecção, com testes soronegativos em 40% dos 

indivíduos assintomáticos e em 12,9% dos sintomáticos após o início da fase de 

convalescença (LONG et al., 2020; LIU, A. et al., 2021). 

A relação entre a presença de anticorpos e a gravidade da doença, causada 

pelos coronavírus, no geral permanece incerta, embora alguns estudos suspeitem do 

aumento de destruição tecidual por efeito de respostas auto-reativas, geradas pela 

maior apresentação de proteínas do hospedeiro às células T ou B, que desencadeia 

maior expansão clonal e produção de citocinas (HUANG et al., 2020; 

CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). 

Já os anticorpos neutralizantes fornecem uma importante defesa imunológica 

específica contra infecções virais em pacientes, visto que impedem a interação do 

vírus com o receptor da célula hospedeira (LIU, A. et al., 2021). O domínio de 

ligação ao receptor (RBD) da proteína S é altamente imunogênico, e os anticorpos 

podem neutralizar essa ligação ao se ligarem no domínio (JU et al., 2020; LIU, A. et 

al., 2021; VABRET et al., 2020). Uma correlação significativa foi relatada entre títulos 

de anticorpos neutralizantes e os índices de IgG anti-SARS-CoV-2-RBD no soro de 

pacientes, ou seja, a dosagem de IgG pode ser útil na avaliação da capacidade de 

neutralização do soro de pacientes com COVID-19, demonstrando a importância da 

imunidade humoral no bloqueio da ligação viral com o receptor das células 

hospedeiras e o estabelecimento da infecção celular (NI et al., 2020; ZHOU; YANG; 

et al., 2020; LIU, A. et al., 2021). 
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2.6. MEDIDAS DE CONTROLE 

Devido ao número elevado de casos e mortes gerados pela pandemia, 

medidas eficazes de saúde pública são consideradas de maior importância para 

contenção da transmissão do vírus, além de estratégias inovadoras, como o 

desenvolvimento de vacinas, reposicionamento de fármacos ou novas terapias 

antivirais (MURALIDAR et al., 2020), associados a diagnósticos com bom 

desempenho que permitem a identificação precoce dos pacientes, seu 

acompanhamento e isolamento, além de entendimento epidemiológico dos casos, 

sendo uma medida de controle de risco (AMANAT et al., 2020). Como medida de 

controle individual, tem-se a vacinação, o uso de máscaras e distanciamento social, 

que protegem o indivíduo e outras pessoas das chances de uma maior 

disseminação do coronavírus (CDC, 2022). 

2.6.1. TRATAMENTO 

Pacientes com sintomas leves devem realizar o período de quarentena em 

casa, com repouso, hidratação e tratamento de sintomas como tosse, dor no corpo, 

febre, dentre outros (CDC 2022; NIH, 2022). Em contrapartida, pacientes graves 

devem ser acompanhados no hospital e podem ser utilizados antivirais, como 

rendesivir e/ou medicamentos para tratamento de complicações, como 

antiinflamatórios esteroides e anticoagulantes (NIH, 2022). 

O FDA emitiu autorização de uso emergencial para três tratamentos contra 

COVID-19, os anticorpos monoclonais, uma combinação de dois fármacos 

chamados Paxlovid® (nirmatrelvir e ritonavir), tomados juntos duas vezes por dia 

durante cinco dias, e molnupiravir, duas vezes ao dia durante cinco dias, sendo 

recomendados para pacientes de alto risco (NIH, 2022). De acordo com a ANVISA 

(2022, Brasil) foram aprovados, até julho de 2022, os seguintes medicamentos para 

COVID-19 no país: Rendesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe, Evusheld® (cilgavimabe + 

tixagevimabe), Paxlovid® e Molnupiravir (ANVISA, 2022).  

2.6.2. VACINA 

Outro pilar na estratégia de combate ao vírus SARS-CoV-2 é o 

desenvolvimento de vacinas, regulamentadas para uso nacional pela ANVISA 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária), após avaliação da eficácia e segurança, 
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cujas evidências estão embasadas por estudos básicos e clínicos realizados 

prioritariamente em instituições de ensino e pesquisa (BRASIL, 2022). Até o 

momento, temos regulamentadas no Brasil algumas vacinas para COVID-19: 

Comirnaty® (Pfizer/Wyeth), e a Sputnik V® (com autorização para importação 

excepcional), compostas por RNA mensageiro sintético (mRNA) que codifica a 

proteína Spike do SARS-CoV-2; Oxford/Covishield® (Fiocruz e Astrazeneca) e 

Janssen Vaccine® (Janssen-Cilag), compostas por adenovírus que codifique ou que 

apresente em sua partícula viral a glicoproteína Spike de SARS-CoV-2 e, 

Coronavac® (Butantan), composta por partícula viral inativada de SARS-CoV-2 

(BRASIL, 2022; FIOLET et al., 2022).  

Vale ressaltar, que um estudo feito em Israel apontou que após a reabertura do 

lockdown e campanhas de vacinação efetivas, a incidência de infecção por SARS-

CoV-2 permaneceu baixa, sugerindo que a alta cobertura vacinal pode fornecer um 

caminho sustentável para a retomada da atividade normal (HAAS et al., 2021). De 

uma forma geral, as vacinas contra COVID-19 tiveram alta eficácia contra a cepa 

original do vírus SARS-CoV-2 e suas variantes, Alfa, Beta, Gama ou Delta, com 

raros relatos de eventos adversos graves, como abordado pelo estudo de Fiolet e 

colaboradores (2022). 

Dados apontam que todos os grupos vacinados, independente do status da 

vacinação, tiveram menor risco de morrer por COVID-19 em comparação com 

pessoas não vacinadas, pessoas com uma série primária e duas doses adicionais ou 

de reforço tiveram taxas de mortalidade mais baixas, seguidas daquelas com apenas 

uma dose adicional ou somente com a série primária (CDC, 2022; WATSON et al., 

2022). Até maio de 2022, apenas 57 países tiveram 70% da sua população 

vacinada, sendo a maioria países de alta renda, e quase um bilhão de pessoas em 

países de baixa renda não tinham tido acesso à vacina. Somado a isso, alguns 

países não possuem políticas públicas de incentivo à vacinação aliadas à 

desinformação da população que gera hesitação para o ato de vacinar (WHO, 2022). 

Estudos clínicos demonstram a correlação entre a menor carga viral do SARS-CoV-2 

em indivíduos vacinados e a menor possibilidade de infecção por outras pessoas, 

dificultando a propagação viral. A vacinação contra COVID-19 permanece sendo 

uma ferramenta importante para diminuir a propagação do vírus e a taxa de 
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infecção, além de diminuir o risco de gravidade da doença, aliados a 

comportamentos responsáveis de proteção (VITIELLO et al., 2021). 

2.6.3. DIAGNÓSTICO 

A detecção precoce do SARS-CoV-2 é uma das intervenções principais para o 

controle da disseminação do vírus (HU et al., 2020; LEE et al., 2020). O teste ideal 

para diagnóstico deve ser selecionado com base na situação clínica do paciente e 

na apresentação inicial dos sintomas (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). 

Exames que detectem os sinais e sintomas da doença são importantes para o 

diagnóstico da doença, como a tomografia computadorizada de tórax, que foi 

utilizada para identificar o paciente em Wuhan, na China (HU et al., 2020; ZHU et al., 

2020). 

O sequenciamento genético do SARS-CoV-2 permitiu o rápido 

desenvolvimento de testes de diagnóstico in vitro (IVD) específicos para o vírus 

(YÜCE; FILIZTEKIN; ÖZKAYA, 2021). Os testes de IVD para COVID-19 podem ser 

qualitativos e/ou quantitativos, sendo agrupados como testes diretos, que detectam 

ácido nucleico do vírus ou proteínas virais antigênicas, e testes indiretos ou 

imunológicos, que visam à avaliação da resposta imune frente à infecção pelo 

SARS-CoV-2 ou à vacinação, cada um desempenhando papéis distintos em 

estabelecimentos de saúde, point-of-care (POC) ou testes epidemiológicos em larga 

escala (AMANAT et al., 2020; WEISSLEDER et al., 2020; YANG et al., 2020; CDC, 

2022). Os ensaios moleculares têm sido o padrão-ouro para detecção direta de 

material genético viral em indivíduos infectados, somados ao teste de point of care 

de antígeno. A detecção da produção de anticorpos IgG, IgM e IgA, juntamente com 

o RNA/antígeno viral auxiliam no diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2 (ANKA et 

al., 2020; DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT, 2021). 

Biomarcadores virológicos (RNA viral e antígenos) e imunológicos (anticorpos) 

servem como alvos diagnósticos com diferentes e aplicações complementares, já 

que são evidentes em momentos distintos no percurso da história natural da doença 

(Figura 8) (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Assim, cada teste diagnóstico 

possui sua janela de detecção e, independente da técnica utilizada, é importante 

conhecer seu desempenho, limitações e aplicações para utilizá-lo adequadamente 

(FDA, 2021; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). 
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Figura 8. Biomarcadores durante a infecção por COVID-19. 

O RNA do SARS-CoV-2 é o primeiro marcador viral identificado, atingindo o pico durante a primeira 

semana de sintomas, e diminuindo ao longo das semanas, podendo ser ainda detectável por um 

tempo em alguns pacientes imunossuprimidos. Os antígenos virais se tornam detectáveis também 

próximo ao início dos sintomas, mas decaem se forma mais rápida em comparação ao RNA viral. Em 

contraste, as imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 se tornam detectáveis de forma confiável a partir de 

2 ou mais semanas após o início dos sintomas, decaindo após 2 meses do início dos sintomas (IgM) 

ou persistindo além desse período (IgG). Fonte: Adaptado de CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 

2022 

2.6.3.1. Diagnóstico direto 

Os testes diretos, ou testes virais, englobam dois tipos de testes: os testes de 

amplificação de ácido nucleico (NAATs - do inglês, Nucleic Acid Amplification Tests), 

que visam a detecção do material genético do microrganismo causador da doença e 

os testes de antígeno, que buscam identificar componentes da partícula viral, como 

proteínas (YÜCE; FILIZTEKIN; ÖZKAYA, 2021; FDA, 2022), ambos realizados em 

amostras de swab nasal ou saliva (ALVES et al., 2021).  A aplicação dos testes 

diretos deve ser realizada no período de 3 a 7 dias do início dos sintomas para 

maximizar a sensibilidade, com declínio da detecção do RNA viral durante 2 a 3 
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semanas e dos antígenos virais, aproximadamente 1 semana após os sintomas 

(CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). 

Os NAATs são testes diagnósticos que detectam ácidos nucleicos a partir da 

amplificação do material genético do vírus, quando presentes na amostra do 

indivíduo. Esse processo de cópias sucessivas permite a detecção de pequenas 

quantidades de RNA de SARS-CoV-2, e pode ser feito de diferentes formas, como a 

reação em cadeia da polimerase de transcrição reversa (RT-qPCR) ou por 

amplificação isotérmica, como Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) 

(KASHIR; YAQINUDDIN, 2020; ALVES et al., 2021; CDC, 2022; PU et al., 2022). 

A detecção do RNA viral do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratório, 

por RT‐qPCR tem sido a principal estratégia diagnóstica de COVID-19 em sua fase 

aguda. Essa metodologia tem alta sensibilidade e especificidade para SARS-CoV-2 

quando realizada de maneira correta, porém a insuficiência de RNA viral na amostra 

ou a não realização de forma correta da coleta pode levar a resultados falsos 

negativos e/ou falsos positivos (LEE et al., 2020, FDA, 2022). Na realidade clínica, a 

sensibilidade do teste pode variar, podendo atingir cerca de 10% de resultados falso-

negativos entre pessoas infectadas, devido à janela de detecção da doença, clínica 

variável para COVID-19, o local da coleta da amostra, a qualidade da coleta da 

amostra e da carga viral (LEE et al., 2020; PU et al., 2022). Todavia, são 

necessários capacitação dos profissionais e equipamentos específicos para a 

realização dos testes, muitas vezes onerosos, podendo limitar seu emprego aos 

laboratórios de maior porte (YÜCE; FILIZTEKIN; ÖZKAYA, 2021).  

Além disso, os testes podem ser do tipo teste-rápido, que são realizados no 

local do atendimento (do inglês point-of-care - POC) ou do tipo autoteste, que podem 

ser feitos em casa ou em qualquer lugar, com resultados rápidos e fáceis de usar, 

como testes de antígeno, imunocromatográficos, e alguns tipos de NAATs. Já os 

testes laboratoriais, que incluem RT-qPCR e outros tipos de NAATs, podem levar 

horas ou dias para serem concluídos (YÜCE; FILIZTEKIN; ÖZKAYA, 2021; CDC, 

2022; FDA, 2022). As lacunas quanto ao teste direto permanecem, particularmente, 

na triagem de diferentes momentos da infecção, incluindo casos assintomáticos e os 

já convalescentes (LEE et al., 2020; FDA, 2022). Cobrir essa lacuna, com o 

desenvolvimento de testes diagnósticos rápidos, não invasivos e eficientes, é 

epidemiologicamente muito importante, pois auxiliaria na vigilância, no 
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monitoramento da disseminação do vírus, e nas melhores estratégias públicas 

quanto às medidas de controle da pandemia. 

2.6.3.2. Diagnóstico indireto 

Os testes indiretos ou imunológicos, mais conhecidos como testes sorológicos, 

devido ao uso comum do soro como amostra, são utilizados para a detecção de 

anticorpos contra SARS-CoV-2 (CDC, 2022) e seu valor clínico depende da 

compreensão da resposta imune do hospedeiro durante a infecção (ZHAO et al., 

2020). Os ensaios imunológicos nos permitem avaliar de maneira qualitativa e/ou 

quantitativa a resposta do sistema imune frente à infecção pelo SARS-CoV-2 ou pela 

vacinação. São úteis, também, em estudos epidemiológicos em determinadas áreas, 

permitindo uma vigilância populacional e estimativa da taxa de letalidade da 

infecção, além da avaliação de um potencial risco individual (AINSWORTH et al., 

2020; AMANAT et al., 2020). Inclusive, permite a avaliação de possíveis doadores 

para a geração de terapias de soro/plasma convalescentes, como evidenciou um 

estudo publicado por Amanat e colaboradores (2020).  

O processo de desenvolvimento de anticorpos no indivíduo (imunoconversão) 

pode ser detectado no soro (soroconversão) cerca de 1 a 2 semanas após a 

infecção (ADAMS et al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Assim, a 

sensibilidade e a especificidade dos testes podem ser diminuídas quando a amostra 

é coletada em períodos iniciais da doença, visto que a resposta imune do paciente 

infectado se encontra em desenvolvimento inicial. 

Diferentemente de coletas feitas 20 dias após o aparecimento dos primeiros 

sintomas, que podem favorecer o desempenho dos testes imunológicos (ADAMS et 

al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).  

Os testes imunológicos para COVID-19 atualmente incluem o ensaio 

imunoenzimático (ELISA), imunoensaio de quimioluminescência (CLIA) e 

imunoensaio de fluxo lateral (LFIA) (GONG et al., 2021). Embora não sejam capazes 

de detectar o antígeno diretamente, os testes sorológicos apresentam aplicações 

altamente relevantes (AMANAT et al., 2020). 

O teste de ELISA é o teste sorológico clássico mais utilizado, permite testar um 

grande número de casos suspeitos em um curto período de tempo e pode ter seus 

valores de desempenho melhorados pela variação dos antígenos e reagentes 

utilizados e determinação do cutoff (GONG et al., 2021). O teste CLIA é semelhante 
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ao ELISA, porém utiliza uma reação química para produzir um marcador 

quimioluminescente para detectar um sinal positivo, além de possuir maior valor 

agregado ao processo quando comparado ao ELISA (GONG et al., 2021). Já os 

testes rápidos ou POC de anticorpos, são projetados para detectar qualitativamente 

a presença de IgM, IgG ou anticorpos totais para SARS-CoV-2 nas amostras 

(ADAMS et al., 2020). Porém são mais propensos a fornecer resultados falso-

negativos e falso-positivos do que outros métodos (GONG et al., 2021). 

Os testes sorológicos dependem de antígenos com boa afinidade para avaliar a 

presença de imunoglobulinas do hospedeiro (ADAMS et al., 2020; AMANAT et al., 

2020; BAGNO et al., 2021). A maioria dos estudos realizados por empresas 

comerciais ou institutos de pesquisa desenvolvem ensaios para detectar anticorpos 

SARS-CoV-2 a partir das amostras de soro ou plasma de pacientes, visando 

principalmente a proteína S, que é a proteína viral mais exposta, o seu domínio de 

ligação ao receptor (RBD) e a proteína N, que é abundantemente expressa durante 

a infecção (AMANAT et al., 2020; LEE et al., 2020). 

Dependendo do ensaio, diferentes classes de anticorpos podem ser 

detectadas, variando de IgM, IgG, IgA ou anticorpo total, este sem distinguir as 

classes de imunoglobulinas (NUCCETELLI et al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; 

TURBETT, 2022). Um estudo demonstrou alto desempenho analítico na detecção de 

IgA, IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 em pacientes com infecção tardia (19 a 41 dias), 

principalmente pela metodologia de ELISA (NUCCETELLI et al., 2020). Análises 

longitudinais revelaram que anticorpos anti-SARS-CoV-2 do tipo IgM e IgG se 

desenvolvem entre 6 a 15 dias após o início da doença, sendo que anticorpos IgM 

decaíram em poucas semanas após os primeiros sintomas, enquanto os anticorpos 

IgG apresentaram aumento nas 3 primeiras semanas desde o início dos sintomas, 

com permanência relativamente estável de 60 até 100 dias após o início dos 

sintomas, tanto para SARS-CoV-2 (ADAMS et al., 2020) quanto para outros CoVs 

endêmicos (HUANG et al., 2020). 

Em relação a IgA, estudos relatam que esta imunoglobulina pode mostrar bons 

dados de sensibilidade e especificidade, porém menor especificidade se comparado 

aos anticorpos IgG, que geralmente têm maior duração e são mais adequados em 

estudos de sorovigilância (OKBA et al., 2020). BEAVIS e colaboradores (2020) 

avaliaram um teste sorológico e obtiveram, em relação ao teste de PCR, 
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concordância de 90,5% e 100% para detecção de IgA e IgG, respectivamente, em 

amostras coletadas a partir de 4 dias após o diagnóstico de COVID-19 confirmado 

por PCR (BEAVIS et al., 2020). 

2.7. AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Diferentes amostras já foram utilizadas para detecção de material genético de 

SARS-CoV-2, dentre elas: sangue, saliva, urina, swab nasofaríngeo, escarro, fezes e 

swab anal; com taxas variadas de positividade. O emprego multi-amostra no 

diagnóstico pode melhorar sua precisão e reduzir a taxa de falsos negativos, além 

de facilitar a orientação quanto ao tratamento clínico e ao acompanhamento do 

paciente (WU et al., 2020; ALVES et al., 2021). O soro é a amostra de fluido corporal 

tradicionalmente escolhida entre os testes imunológicos, porém sua coleta pode ser 

especialmente desafiadora em alguns ambientes, como áreas rurais, com recursos e 

acesso limitados à saúde, já que requer materiais específicos para aquisição e 

processamento da amostra, além de um flebotomista treinado para o processo 

(WHO, 2010; CDC, 2020b). 

A punção venosa é um procedimento invasivo, podendo aumentar o risco de 

infecções acidentais por exposição a patógenos transmitidos pelo sangue (ADAMS 

et al., 2020; NAGAOKA et al., 2021), além da difícil coleta em bebês ou crianças 

pequenas, ou de casos nos quais os pacientes não desejam fornecer sua amostra 

de sangue por motivos pessoais ou religiosos (EAMUDOMKARN et al., 2018).  

As manchas de sangue a seco coletadas por punção no dedo ou no calcanhar 

são uma alternativa minimamente invasiva com potencial para resolver alguns dos 

desafios logísticos associados à punção venosa e oferecem as vantagens de 

estabilidade da amostra e possibilidade de autocoleta (WALKER et al., 2021), 

evidenciando a necessidade de estudos que busquem opções de amostras 

biológicas aplicáveis para diagnóstico,  mais práticas na coleta e no processamento, 

além de estabilidade considerável. 

Paralelamente, o uso da urina para a triagem de anticorpos sensíveis seria 

bem mais conveniente para a prática clínica e triagem em massa, uma vez que tal 

amostra é naturalmente expelida por todas as pessoas, independentemente da 

idade, do sexo e da religião, além de ter uma coleta não invasiva, simples e segura 

(EAMUDOMKARN et al., 2018). 
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2.7.1. Urina 

A urina é um fluido corporal potencialmente útil para testes sorológicos por ser 

de fácil manuseio e armazenamento (EAMUDOMKARN et al., 2018). Em meados da 

década de 1950, alguns autores identificaram imunoglobulinas IgG, IgD e IgA 

secretora na urina. Burdon (1971) demonstrou a presença de IgD, IgG e IgA na urina 

normal, no entanto, IgM não estava presente. Postulou-se que macromoléculas 

grandes, como anticorpos IgM, não poderiam passar pelo filtro glomerular em 

condições normais; entretanto, a proteína IgM em sua forma monomérica foi 

detectada em algumas infecções virais (BURDON, 1971). Outro estudo também 

relatou a ausência de detecção de IgM na urina, enquanto IgA e IgG apresentaram 

cinéticas semelhantes de detecção comparativamente à saliva e soro, embora os 

valores obtidos tenham sido inferiores aos observados no soro (VÁZQUEZ et al., 

2007). 

Os avanços na tecnologia propiciaram análises mais apuradas dos 

constituintes de misturas complexas, como a urina (JIA et al., 2009). As proteínas da 

urina são compostas principalmente por proteínas derivadas da filtração do plasma e 

secreção do sistema urinário, podendo ser consideradas como representantes da 

composição proteica da saída dos rins. No entanto, também há proteínas derivadas 

de outras fontes a jusante do rim, como secreção por células epiteliais ou de 

glândulas, como as próstata (JIA et al., 2009; ZHAO et al., 2017), o que corrobora 

com os estudos anteriores que evidenciaram a presença de imunoglobulinas na 

urina. 

Estudos têm mostrado que o diagnóstico baseado na pesquisa de anticorpos 

na urina é viável. A detecção de anticorpos na urina tem sido sugerida como uma 

técnica alternativa e não invasiva para diagnosticar doenças, como filariose (ITOH et 

al., 2001), hepatites A e C (JOSHI et al., 2002), esquistossomose (ITOH, MAKOTO 

et al., 2003), dengue (VÁZQUEZ et al., 2007), estrongiloidíase (EAMUDOMKARN et 

al., 2018), infecção por Helicobacter pylori (GONG; LI; YUAN, 2017), leishmanioses 

(EJAZI et al., 2016; ASFARAM et al., 2018), dentre outras doenças (NAGAOKA et 

al., 2021). O uso da urina na pesquisa de biomarcadores proteícos se reafirma com 

o trabalho de Abeijon et al. (2020), que obtiveram ótimos resultados no 

desenvolvimento de um ELISA de captura multiplex baseado em anticorpos 

monoclonais a partir da urina de pacientes com leishmaniose visceral. 
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Para exames sorológicos, que avaliem a reação do sistema imune do indivíduo 

ao patógeno, um estudo feito por Eamudomkarn e colaboradores (2018) empregou 

amostras de fezes, sangue e urina, coletadas simultaneamente de indivíduos 

residentes de área endêmica, para avaliação do desempenho diagnóstico por ELISA 

indireto para estrongiloidíase, obtendo valores de acurácia semelhantes entre urina 

e soro. 

A correlação entre os níveis de anticorpos no soro e na urina sugere que os 

anticorpos na urina sejam derivados do soro (VÁZQUEZ et al., 2007). Embora a 

concentração de anticorpos na urina seja cerca de 4.000 a 10.000 vezes menor 

quando comparado ao soro (KATSURAGI et al., 1998; ZHAO et al., 2017), é possível 

medir os anticorpos quantitativamente usando o método de ELISA (urina ELISA) 

(ITOH et al., 2001), podendo ter diversas aplicações, como seu uso para estudos 

epidemiológicos de variadas doenças (NAGAOKA et al., 2021). 

2.8. PROBLEMÁTICA 

Devido à pandemia e ao crescente número de casos, somados às mutações e 

novas variantes do vírus, que apresentam maior transmissibilidade e potencial de 

burlar a proteção vacinal, ocorre uma demanda elevada por testes diagnósticos 

disponíveis com altos índices de sensibilidade e especificidade (WHO, 2022). Além 

disso, nos países de baixo e médio desenvolvimento, observa-se uma subnotificação 

importante de casos, principalmente, devido ao alto custo para realização de testes 

moleculares, que são direcionados apenas para casos de maior gravidade nos 

setores públicos (OPAS/OMS, 2022).  

Os testes diagnósticos diretos e indiretos são complementares, sendo os 

primeiros aplicáveis no período de 3 a 7 dias do início dos sintomas, período em que 

possuem melhor índice de sensibilidade, sendo prejudicada com o passar dos dias 

após início dos sintomas, contrapondo aos testes imunológicos que detectam com 

maior confiabilidade as imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 depois de 2 ou mais 

semanas após o início dos sintomas (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). 

Os testes imunológicos podem, então, identificar indivíduos que desenvolveram 

imunidade após convalescença da doença, contribuindo significativamente para os 

estudos epidemiológicos, além de fornecer um parâmetro de avaliação do sistema 

imune dos indivíduos com suas amostras analisadas, seja por uma infecção 
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pregressa ou exposição vacinal (AMANAT et al., 2020; KHAZAAL et al., 2022). Com 

isso, um acompanhamento longitudinal permitiria maior entendimento da evolução 

da doença. Amostras de urina contêm nível significativo de anticorpos para serem 

dosados e sua coleta é não invasiva, prática e segura, sendo um espécime potencial 

biológico para testes imunológicos (NAGAOKA et al., 2021). 

Os ensaios imunológicos também têm sido relevantes para pacientes que 

procuram atendimento médico com complicações tardias da doença e persistência 

de sintomas causados por COVID-19 (ZHAO et al., 2020; MATTA et al., 2022). 

Somado a essas necessidades, a otimização dos testes diagnósticos são úteis 

especialmente em países em desenvolvimento e em investigações epidemiológicas 

de larga escala. O emprego de sistemas procarióticos na produção de antígeno, em 

detrimento de sistemas eucarióticos, apresenta vantagens, como maiores taxas de 

produtividade, menor tempo de produção, mais simples laboratorialmente e com 

custos significativamente reduzidos (LI, D.; LI, J., 2021; ROSANO G.L; 

CECCARELLI E.A., 2021).  

Portanto, o presente trabalho relata o desenvolvimento de um método 

diagnóstico in house para a COVID-19, baseado na plataforma de ELISA, a partir da 

detecção de anticorpos específicos em amostras de urina, com a utilização das 

proteínas recombinantes do Nucleocapsídeo (N) e Spike (S) do SARS-CoV-2. 

 

  



53 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 



54 
 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o uso da urina como amostra biológica para teste diagnóstico de 

anticorpos específicos contra SARS-CoV-2 utilizando proteínas específicas do vírus 

como antígeno. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Coletar amostras de urina e soro de indivíduos categorizados clinicamente e 

laboratorialmente para presença ou não de infecção por SARS-CoV-2; 

● Identificar a presença de anticorpos específicos anti-Nucleocapsídeo e anti-

Spike de SARS-CoV-2 em amostras de urina de pacientes sintomáticos e com 

RT-qPCR confirmatório para SARS-CoV-2;  

● Avaliar a sensibilidade e especificidade do teste imunológico, baseado na 

detecção de anticorpos específicos de SARS-CoV-2 em plataforma de ELISA 

indireto, utilizando urina e comparar às amostras de soro coletados em paralelo; 

● Determinar a curva de conversão imunológica de IgG em amostras de urina com 

diferentes dias de coleta e comparar à conversão de amostras de soro;  

● Avaliar a utilização da urina como material biológico a ser empregado no 

diagnóstico da COVID-19 baseado na detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2; 

● Estabelecer em urina nova metodologia para diagnóstico da COVID-19 utilizando 

plataforma de ELISA. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Este estudo foi realizado durante o período de Agosto de 2020 a julho de 2022 

(Figura 9), desde a idealização do projeto, aprovação do comitê de ética, 

identificação da população do estudo, coleta de amostras, realização dos 

experimentos, análises estatísticas e produção científica. 

Amostras de urina e soro foram coletadas de pacientes/indivíduos que 

cumpriam os critérios do projeto, eram não vacinados contra o vírus SARS-CoV-2 e 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TLCE). As amostras 

foram armazenadas no Laboratório de Infectologia e Medicina Tropical (LIMT) da 

Faculdade de Medicina, UFMG, até o seu uso. Plataforma de ELISA convencional, 

baseado em soro, previamente estabelecida no Centro de Tecnologia de Vacinas 

(CT-Vacinas) da UFMG, foi utilizada como know-how para estabelecer o novo ELISA 

baseado em urina. Os ensaios sorológicos foram realizados no CT-Vacinas, as 

análises estatísticas e produção científica foram realizadas no LIMT. 

 

 

 

Figura 9. Fluxograma da execução do projeto. 
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4.2. POPULAÇÃO DO ESTUDO 

4.2.1. Comitê de Ética 

A pesquisa desenvolvida compôs um projeto guarda-chuva intitulado 

―Características clínicas, de imagem pulmonar e laboratoriais de pacientes com 

infecção por SARS-CoV-2 admitidos no Hospital das Clínicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais‖, aprovado pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 

(CONEP), com o protocolo CAAE 30437020.9.0000.5149 (ANEXO I). 

Todos os participantes eram adultos, de ambos os sexos, assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e receberam uma cópia do mesmo. 

Pacientes hospitalizados foram recrutados no Hospital das Clínicas da UFMG (Belo 

Horizonte, Brasil) e no Hospital Santa Helena (Betim, Brasil) e indivíduos não 

hospitalizados foram recrutados por meio de busca ativa na população geral (Belo 

Horizonte, Brasil). 

Os pacientes que procuraram atendimento hospitalar apresentando sintomas 

respiratórios ou característicos de COVID-19 foram avaliados pelo médico assistente 

e incluídos neste estudo após confirmação de teste qRT-PCR positivo para SARS-

CoV-2. Pacientes não hospitalizados que apresentaram sintomas leves de COVID-

19 e testaram positivo para SARS-CoV-2 por qRT-PCR também foram incluídos 

neste estudo.  

Também incluímos amostras negativas não pareadas, coletadas em período a 

anterior a 2019, do início da pandemia, que foram denominadas no projeto 

―negativas pré-covid‖, além de amostras chamadas ―negativas pós-covid‖, de 

indivíduos que mantiveram rigorosa quarentena e não tiveram quaisquer sintomas, 

sendo considerados teoricamente negativos. 

4.2.2. Amostras 

O projeto foi desenvolvido pela captação indivíduos não vacinados contra o 

vírus SARS-CoV-2, com a utilização de amostras de urina e soro (n=209 e n=187, 

respectivamente) nos experimentos frente à proteína rSARS-CoV-2 N. Já as 

proteínas rSARS-CoV-2 S1-NGlic e RBD-NGlic foram avaliadas frente a 175 

amostras de urina e de soro e, para rSARS-CoV-2 S-Glic, foram 75 amostras de 

urina e de soro. 
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As amostras dos pacientes internados foram coletadas no primeiro dia de 

inclusão no estudo (dia 1) e, sempre que possível, também nos dias 3, 7 e 14 após o 

recrutamento, para avaliação longitudinal, variando-se o dia após início dos sintomas 

correspondente para cada paciente. Amostras de urina e soro de indivíduos não 

hospitalizados, que testaram positivo para infecção por SARS-CoV-2 por RT-qPCR, 

foram coletadas entre 20 e 60 dias do início dos sintomas. 

As amostras negativas chamadas de ―pré-COVID-19‖ foram coletadas antes de 

2019 e consideradas verdadeiramente negativas. As amostras negativas chamadas 

de ―negativas pós-COVID-19‖ foram coletadas durante o período da pandemia 

(2020-2022) de indivíduos saudáveis que mantiveram uma quarentena rigorosa e 

que não apresentaram nenhum sintoma da doença, sendo consideradas 

teoricamente negativas. Ambos os conjuntos de amostras negativas foram usados 

como controles negativos. 

As coletas das amostras de urina foram realizadas em paralelo com amostras 

de sangue, em qualquer período do dia e sem um tempo fixo de retenção, mas era 

aconselhada a coleta da urina da manhã ou após um período médio de retenção de 

4 horas, quando possível. Utilizaram-se frascos estéreis de 80 mL para coleta de 

urina e o conteúdo foi transferido para tubos de 15 mL contendo azida sódica 

(71289, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) em concentração final de 0,1% (v/v). Os 

tubos foram transportados em temperatura ambiente e armazenados à temperatura 

de 2 a 8 °C até a utilização. As amostras de urina pré-COVID-19 foram coletadas 

anteriormente a 2019 e mantidas sob regrigeração (2 a 8 °C) até o uso. 

As amostras de sangue foram coletadas através de punção venosa utilizando 

tubo estéril de coleta de 20 mL sem anticoagulante e contendo gel separador de 

soro. Os tubos foram centrifugados a 3.500 rpm por 15 min a 4 °C, com a coleta do 

soro e armazenamento em tubos cônicos do tipo eppendorfs a -20 °C, até o uso. 

4.3. OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Os genes que codificam as proteínas do Nucleocapsídeo (N) e Spike (S) de 

SARS-CoV-2 (MT126808.1) foram sintetizados em vetor de expressão heteróloga. O 

vetor pET-24a (+) contendo os insertos correspondentes às sequências da proteína 

N (QIG56001) e da proteína S (QIG55994.1) foi transformado e expresso em células 

bacterianas de Escherichia coli cepa BL21 (DE3) e induzidas em meio com Isopropil 
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β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG) (0,5 mM) por 4 h a 37ºC para expressão de 

proteínas recombinantes. 

As proteínas N e S recombinantes foram purificadas por cromatografia de 

afinidade usando colunas de níquel em um sistema AKTA prime plus (GE 

Healthcare, EUA), visto a inclusão de cauda de histidinas nas proteínas após sua 

expressão e purificação. A proteína N foi purificada da porção solúvel, enquanto a 

proteína S, da fração insolúvel, com adição de 8 M de ureia. SDS-PAGE 12% foi 

realizado para avaliar a pureza da proteína recombinante.  

A proteína parcial rSARS-CoV-2 Spike, expressa em células CHO de mamífero 

foi adquirida comercialmente (FPZ0540, Fapon Biotech Inc). As sequências de 

aminoácidos das proteínas recombinantes expressas no sistema procariótico, 

denominadas aqui, S1-NGlic e RBD-NGlic e expressas no sistema eucariótico, 

denominado aqui, S-Glic, foram comparadas por alinhamento com a sequência de 

aminoácidos da proteína Spike de SARS-CoV-2. 

4.4. ELISA 

A metodologia de ELISA foi realizada de acordo com Bagno e colaboradores 

(2021; 2022), seguindo as condições experimentais ideais para cada tipo de proteína 

recombinante utilizada, rSARS-CoV-2 N, rSARS-CoV-2 S glicosilada e rSARS-CoV-2 

RBD e rSARS-CoV-2 S1 não glicosiladas, e para cada amostra, urina ou soro. 

4.4.1. Amostras de urina 

Primeiramente, foi realizada uma curva de titulação para a determinação da 

concentração das proteínas recombinantes N e S de SARS-CoV-2 (50 a 1000 ng), 

diluição de urina (1:1 e sem diluição) e conjugado anti-IgG humano (1:80.000 a 

1:2.500) mais apropriados, em diferentes tempos de incubação (30 a 60 min). Após 

a titulação, os melhores parâmetros para as proteínas recombinantes e cada tipo de 

amostra foram aplicados na ELISA, utilizando maior número de amostras.  

Placas de poliestireno (High binding 96-well polystyrene microplate - Corning, 

Merck, Germany, catalog number: CLS2592) foram revestidas com as proteínas 

recombinantes diluídas em tampão carbonato por 16 h a 4°C: 400 ng de 

antígeno/poço de cada proteína recombinante N e S (rSARS-CoV-2 S1-NGlic, RBD-

NGlic ou S-Glic). Após a sensibilização, fez-se o bloqueio utilizando 200 µL de 

solução contendo PBS 1x, Tween 20 0,05% (PBS-T) e BSA 1% por 2 h a 37 °C. Em 
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seguida, as placas foram lavadas 5 vezes utilizando PBS-T e incubadas com 100 µL 

de urina não diluída por 1 h a 37 °C. As placas foram lavadas 5 vezes utilizando 

PBS-T e posterior incubação com 100 µL de anticorpo anti-IgG humano conjugado 

com peroxidase, na diluição de 1:10000 para a proteína N (A0170, Sigma-Aldrich®, 

St. Louis, EUA) e para a proteína S (A18811, Invitrogen), em PBS-T por 1 h a 37 °C. 

Novamente, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e as reações foram 

reveladas usando solução cromogênica  MB (3,3‘,5,5;tetrametilbenzidina, Moss, 

EUA) durante 30 min e no escuro. A reação foi interrompida adicionando H2SO4 (0,5 

M) e a densidade óptica (DO) foi lida em espectrofotômetro para microplacas de 

ELISA (Multiskan Go), a λ450 nm.  

4.4.2. Amostras de soro 

Para validação do ensaio foi realizada uma comparação da eficiência do ELISA 

entre urina e soro. Os ensaios usando amostras de soros foram realizados com 

protocolo previamente otimizado (BAGNO et al., 2021 e Bagno et al., 2022). A 

sensibilização das placas foi realizada utilizando 400 ng de cada uma das proteínas 

recombinantes N e S, (S1-NGlic, RBD-NGlic ou S-Glic), com a diluição de soro 

(1:100) e anticorpo anti-IgG (Fapon) 1:10000, com tempos de incubação de 30 min 

cada. 

4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O tamanho amostral utilizado foi de conveniência e as análises foram feitas 

utilizando o programa GraphPad Prism (versão 8.0 para Windows). As distribuições 

de valores (média ± desvio padrão, conforme indicado) foram obtidas para variáveis 

contínuas, enquanto as categóricas foram avaliadas como proporções. O 

desempenho diagnóstico foi avaliado pela estimativa de sensibilidade, 

especificidade, área sob a curva e índice de Youden. Os intervalos de confiança (IC) 

foram definidos com nível de confiança de 95% (IC 95%). O teste t pareado foi 

utilizado para comparar os grupos distintos. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. Os valores preditivos positivos e negativos (VPP e VPN, 

respectivamente) foram calculados com base no valor do index, excluindo as 

amostras de valores indeterminados, e usando as seguintes equações: VPL = 

verdadeiro negativo/falso negativo + verdadeiro negativo e VPP = verdadeiro 

positivo/ falso positivo + verdadeiro positivo. 
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Os valores de corte (cut-off) dos ELISAs foram definidos como três desvios 

padrão (DP) para a proteína N ou dois desvios padrão (proteína S) somados à 

densidade óptica (DO) (450 nm) média das amostras de urina ou soro 

verdadeiramente negativas para a proteína N ou S:  

cut-off = Xneg + 3 (DPneg) para Proteína N 

cut-off = Xneg + 2 (DPneg) para proteína S 

Xneg: Média de DO das amostras negativas (DO) 

DPneg: desvio padrão de DO das amostras negativas  

O valor index (I) de cada amostra foi calculado de acordo com a equação: 

I = (DO 450nm) / (cut-off) 

Os resultados foram classificados segundo valores de Index: não reativos ou 

negativos (I < 0,8), indeterminados (0,8 ≤ I < 1,1) e reativos ou positivos (I ≥ 1,1). As 

curvas ROC foram construídas a partir dos valores de index das amostras positivas 

versus negativas (negativas pré e pós-COVID-19) para as proteínas N e S, sendo 

analisados três fragmentos distintos da mesma proteína recombinante Spike (S1-

NGlic, RBD-NGlic e S-Glic). 

A correlação entre as proteínas rSARS-CoV-2 RBD-NGlic e S1-NGlic versus 

rSARS-CoV-2 S-Glic foi realizada utilizando amostras pareadas de urina e soro e 

comuns para as três proteínas rSARS-CoV-2 Spike. Amostras de pacientes com 

COVID-19 (n=44) e doadores saudáveis (n=31) foram incluídas na análise 

comparativa das proteínas expressas em sistema procariótico (rSARS-CoV-2 RBD-

NGlic e rSARS-CoV-2 S1-NGlic) à proteína comercial expressa em sistema 

eucariótico (rSARS-CoV-2 S-Glic).  
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados deste trabalho estão divididos em 2 capítulos: 

 

- Capítulo 1: resultados obtidos para a proteína recombinante do Nucleocapsídeo 

(N) de SARS-CoV-2. 

 

- Capítulo 2: resultados obtidos para as proteínas recombinantes Spike (S) de 

SARS-CoV-2. 
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CAPÍTULO 1 - PROTEÍNA DO NUCLEOCAPSÍDEO (N) 
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5.1. CAPÍTULO 1 - Proteína do Nucleocapsídeo (N) 

Os indivíduos pertencentes ao estudo foram caracterizados quanto à idade e 

ao sexo, e para os pacientes, também o tipo de hospitalização (Tabela 1). 

Para avaliação do uso de urina como amostra no ensaio de ELISA frente à 

proteína rSARS-CoV-2 N foram incluídos 139 pacientes adultos hospitalizados ou 

não hospitalizados, após confirmação positiva da infecção por SARS-CoV-2 por 

qRT-PCR. Os pacientes hospitalizados recrutados para este estudo representaram 

16,3% do número total de pacientes confirmados para COVID-19 admitidos durante 

o período de coleta nos hospitais do estudo. Foram coletadas 209 amostras de urina 

e 187 de soro, de forma pareada quando possível, e que variaram desde o 2º ao 60º 

dia do início dos sintomas. 

Também incluímos amostras negativas não pareadas coletadas antes de 2019 

(n=19) e de indivíduos que mantiveram um regime rigoroso de quarentena e que não 

apresentaram nenhum sintoma de COVID-19 (n=11), sendo total de 30 amostras 

negativas.  

Tabela 1. Caracterização demográfica da coorte do estudo. 

Características 

Indivíduos 

saudáveis  

(n = 30) 

Pacientes não 

hospitalizados 

(n = 11) 

Pacientes 

hospitalizados * 

(n = 128) 

Idade, média (± DP) 40,5 ± 16,6 45,1 ± 5 62 ± 21 

Sexo feminino, % 75 45,5 41,8 

Enfermaria, % 0 0 29,75 

Admissão na UTI, % 0 0 70,35 

Legenda: DP, desvio padrão; UTI, unidade de terapia intensiva. 

*Os pacientes hospitalizados recrutados para este estudo representaram 16,3% do número total de 

pacientes confirmados para COVID-19 admitidos durante o período de coleta nos hospitais do estudo. 
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5.1.1. Proteína recombinante 

A avaliação da pureza da proteína recombinante do Nucleocapsídeo (N) foi 

realizada através de um gel SDS-PAGE a 12%, como evidenciado na Figura 10. 

  

 

Figura 10. SDS-PAGE (12%) da proteína rSARS-CoV-2 N. 

Canaleta 1: Peso molecular (Biorad® Broad-Range) e Canaleta 2: Proteína recombinante N de 

SARS-CoV-2. 

 

5.1.2. Detecção de anticorpos específicos para SARS-CoV-2 em amostras 

de urina 

De um total de 209 amostras de urina coletadas de 139 pacientes positivos 

para qRT-PCR, em diferentes dias após início dos sintomas, 187 amostras de urina 

reagiram com a proteína rSARS-CoV-2 N acima do valor de index positivo de >1,1, 

enquanto 15 amostras foram classificadas como ―indeterminadas‖ (valores de index 

entre 0,8 a 1,1) e 7 tiveram index negativo (<0,8) (Tabela 2).  
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Tabela 2. Avaliação da presença de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de 

urina. 

 Amostra positiva * Amostra negativa† 

(Controle) 

Index positivo (>1,1) 

Index indeterminado (0,8 a 1,1) 

Index negativo (<0,8) 

Total de amostras 

187 (90%) 

15 (7%) 

7 (3%) 

209 (100%) 

- 

4 (13%) 

26 (87%) 

30 (100%) 

Legenda: 

* Amostras positivas são coletadas de 139 pacientes positivos para qRT-PCR, em diferentes dias de 

início dos sintomas. 

† Amostras negativas coletadas antes de 2019 foram consideradas verdadeiramente negativas e 

chamadas de ―pré-COVID-19‖. Amostras negativas de indivíduos que mantiveram um regime rigoroso 

de quarentena e não apresentaram nenhum sintoma foram consideradas teoricamente negativas e 

chamadas de ―pós-COVID-19‖. 

 

Das 209 amostras, 11 indivíduos eram pacientes não hospitalizados e com 

sintomas leves, destas, 9 apresentaram valores index positivos (n=9) e 2 

indeterminados (n=2), mas todos obtiveram index ≥0,9. Nenhuma das amostras de 

urina obtidas de controles negativos pré e pós-COVID-19 (n=19 e n=11, 

respectivamente) reagiu com a proteína rSARS-CoV-2 N com index positivo acima 

de 1,1. Além disso, 26 amostras negativas tiveram um valor index negativo abaixo 

de 0,8 e 4 tiveram um valor index indeterminado de 0,81, 0,85, 0,87 ou 0,94 (Tabela 

3). 
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Tabela 3. Valores index obtidos para pacientes não hospitalizados, de acordo com o 

dia após o início dos sintomas, por ELISA utilizando urina. 

Indivíduos não 

hospitalizados 

(n=11) 

Dias após início 

dos sintomas 

Index 

(Valor)* 

1 20 2,5 

2 60 11,3 

3 30 1,5 

4 30 0,9 

5 60 1,4 

6 21 1,1 

7 46 3.4 

8 59 2,0 

9 60 0,9 

10 25 1,7 

11 30 1,2 

*Index (valor): positivo acima de 1,1, indeterminado entre 0,8 e 1,1 e negativo abaixo de 0,8. 

 

5.1.3. Avaliação da conversão imunológica de IgG 

Uma avaliação seriada de anticorpos IgG foi realizada em amostras de urina e 

soro de 44 pacientes nos dias 1, 3, 7 e 14 após sua inclusão no estudo. A 

imunoconversão para a proteína SARS-CoV-2 N foi observada na urina, com 

aumento dos níveis de IgG após o início dos sintomas, que, no entanto, variou de 

acordo com o paciente (Figura 11). 
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Figura 11. Gráfico representativo da conversão imunológica dos anticorpos IgGs 

contra SARS-CoV-2 na urina. 

Os pacientes são representados pelas linhas interligadas pelos pontos (amostra coletada em 

diferentes dias de início dos sintomas). Os valores de index plotados (I) estão relacionados à razão de 

absorbância pelo cut-off (DO/cut-off). Valor do index positivo, acima de 1,1; valor de index 

indeterminado, entre 0,8 e 1,1 (cinza); e valor de index negativo, abaixo de 0,8. 

Um ELISA comparativo usando amostras de urina ou soro de 34 pacientes com 

pelo menos 2 dias de coleta da amostra revelou que a conversão imunológica ocorre 

com pequena variação entre as diferentes amostras. No entanto, observamos 

valores de index mais elevados para as amostras de urina quando comparadas com 

soro, de forma individual (Figuras 12, 13, 14 e 15), mas que se explica pelo baixo 

valor de cut-off obtido experimentalmente, que ao determinar a razão DO/cut-off gera 

valores de index proporcionalmente mais discrepantes para cada amostra, 

melhorando a visualização qualitativa do resultado. 

Para os pacientes dos quais foi coletada apenas uma amostra, não foi possível 

determinar o dia, em relação ao início dos sintomas, em que ocorreu a conversão 

imune e, assim, só foi possível determinar se eram positivos ou negativos no dia da 

coleta da amostra. 
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Figura 12. Conversão imunológica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2 

na urina e no soro dos pacientes individualmente (A). 
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Figura 13. Conversão imunológica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2 

na urina e no soro dos pacientes individualmente (B). 
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Figura 14. Conversão imunológica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2 

na urina e no soro dos pacientes individualmente (C). 
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Figura 15. Conversão imunológica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2 

na urina e no soro dos pacientes individualmente (D). 



74 
 

 

Os dias de coleta das amostras para cada paciente variaram em D1, D3, D7 e/ou D14 após a 

internação. Os valores index (DO/cut-off) estão plotados de acordo com o dia após início dos 

sintomas (A) e interligados por linhas, sendo cada cor específica para o tipo de amostra, urina 

(amarelo) e soro (vermelho). Valor de index é positivo acima de 1,1 (linha tracejada), indeterminado 

entre 0,8 e 1,1 e negativo abaixo de 0,8. 

5.1.4. Distribuição de conversão imune de pacientes hospitalizados por dia 

de início dos sintomas 

Um gráfico de distribuição foi gerado com base no dia de início dos sintomas 

da coleta de amostra de cada paciente para avaliar a janela de tempo em que a 

maioria dos pacientes apresentou um valor de index positivo, indicando a presença 

de anticorpos específicos. Para indivíduos com mais de uma coleta, plotamos 

apenas amostras da primeira coleta com valor de index positivo. De um total de 128 

pacientes, 123 pacientes (96%) apresentaram valores de index positivos (>1,1) para 

suas amostras de urina coletadas antes de 60 dias após o início dos sintomas. De 

um total de 125 pacientes, 107 pacientes (86%) apresentaram um valor de index 

positivo (>1,1) para suas amostras de soro pareadas. Quatro pacientes tiveram um 

valor de index negativo (<0,8) para suas amostras de urina, enquanto oito pacientes 

tiveram um valor de index negativo para suas amostras de soro, coletadas antes de 

20 dias do início dos sintomas, enquanto após 21 dias do início dos sintomas, 2 

pacientes apresentaram soro com index negativo e nenhum teve sua urina com 

index negativo (Figura 16).  

Uma possível janela de conversão imunológica, baseada no dia do início dos 

sintomas, pode ser determinada para alguns pacientes com mais de duas coletas de 

urina, visto que obtiveram um valor de index negativo (<0,8) para a primeira coleta 

de amostra e se tornaram reagentes (index > 1,1) nas coletas subsequentes. Cinco 

pacientes (pacientes 23, 29, 39, 86 e 104) se tornaram reagentes (index > 1,1) antes 

de 20 dias do início dos sintomas e dois pacientes (pacientes 16 e 105) após 21 

dias, enquanto apenas um (paciente 21) manteve um valor do index indeterminado 

(de 0,8 a 1,1) após 21 dias do início dos sintomas, conforme destacado pelos 

símbolos emparelhados localizados abaixo do número do paciente na Figura 16. 
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Figura 16. Valores do index (I) urinário e sérico de cada paciente de acordo com os dias de início dos sintomas. 

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente são representados por círculos e losangos, respectivamente. Ambas as 

amostras, do último dia antes da conversão imunológica (index < 1,1) e do primeiro dia da conversão imunológica (index > 1,1), coletadas do mesmo 

paciente foram plotadas e são indicadas pelo símbolo correspondente abaixo do número do paciente. Apenas a primeira amostra coletada foi plotada para 

aqueles pacientes com todas as amostras com index positivo. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias do início dos sintomas: <10 

(verde), 11 a 15 (azul), 16 a 20 (amarelo) e >21 dias (vermelho). Valor do index positivo, acima de 1,1; valor de index indeterminado, entre 0,8 e 1,1; e valor 

de index negativo, abaixo de 0,8. 
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5.1.5. Desempenho comparativo para detecção de anticorpos IgG anti-

SARS-CoV-2 N a partir de ELISA usando urina e soro 

A eficiência diagnóstica para COVID-19 da proteína rSARS-CoV-2 N por ELISA 

foi avaliada contra um painel de amostras de urina e soro pareado, coletadas ao 

mesmo tempo, de pacientes hospitalizados e não hospitalizados. Para as análises, 

foram utilizadas amostras de urina e soro (n=209 e n=187, respectivamente) de 

pacientes positivos para qRT-PCR, bem como amostras negativas não pareadas de 

pré-COVID-19 (n=19) e pós-COVID -19 (n=11) urinas e soros pré-COVID-19 (n=30) 

e pós-COVID-19 (n=5). Os valores individuais de DO (densidade óptica) 

determinados para cada amostra de urina ou soro contra a proteína rSARS-CoV-2 N 

são mostrados em Figura 17. 

Valores de sensibilidade e especificidade de 93,81 e 100%, respectivamente, 

foram calculados para amostras de urina testadas em ELISA, bem como 87,70 e 

100%, respectivamente, para amostras de soro. O desempenho diagnóstico 

comparativo de ELISA baseado em urina e soro para COVID-19, sob protocolos 

experimentais ideais para cada amostra biológica, esta apresentado na Tabela 4. As 

curvas ROC mostraram acurácia semelhante quando a urina foi testada (valor 

AUC=0,9856) em comparação com o soro (valor AUC=0,9577), mas sem diferença 

estatística significativa (Figura 18). 
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Figura 17. Avaliação de teste diagnóstico para COVID-19 utilizando a proteína 

rSARS-CoV-2 N baseado na pesquisa de anticorpos IgGs na urina e no soro. 

O ELISA foi feito usando amostras de urina e soro (n=209 e n=187, respectivamente) de pacientes 

com COVID-19 com qRT-PCR positivo. A) Amostras de urina e soro não pareado de indivíduos 

saudáveis (n = 30 e n= 37, respectivamente) também foram usadas. A média de cada grupo é 

mostrada, e a linha tracejada indica o valor de cut-off determinado para cada tipo de amostra 

biológica (urina = 0,123 e soro = 0,323). Os valores de cut-off foram determinados como a média da 

DO dos negativos mais três vezes o DP de amostras negativas. B) Os grupos de amostras positivas 

foram divididos de acordo com os dias após o início dos sintomas: <10 (verde), 11 a 15 (azul), 16 a 

20 (amarelo) e >20 dias (vermelho). 
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Tabela 4. Resultados comparativos do teste diagnóstico para COVID-19 baseado na 

pesquisa de anticorpos IgG anti-proteína N recombinante em urina e soro. 

Amostra AUC valor P Cut-off Se (%) 95% IC Esp (%) 95%IC J VPP VPN 

Urina 0,9856 <0,0001 0,123 93,81 89,65-

96,66 

100,0 88,06-

100 

0,938 1,0 0,788 

Soro 0,9577 <0,0001 0,323 87,70 82,12-

92,04 

100,0 90,00-

100 

0,877 1,0 0,702 

Amostras de pacientes sintomáticos para COVID-19 e com qRT-PCR positivo, bem como de 

indivíduos saudáveis pré-exposição ao vírus foram utilizadas. Os valores index individuais, gerado 

pela razão de densidade óptica sobre cut-off específico de cada grupo de amostra foram utilizados na 

construção das curvas ROC. O desempenho diagnóstico do antígeno em relação ao tipo de amostra 

utilizada se baseou na avaliação da sensibilidade (IC95%), especificidade (IC95%), área sobre a 

curva (AUC) e índice Youden (J). Legenda: J= (Se+Sp) -1. 

 

 

Figura 18. Desempenho diagnóstico comparativo de ELISA baseado em urina e soro 

para COVID-19. 

Curvas ROC foram construídas a partir dos valores index (I) de cada grupo de amostras, para obter 

os valores de sensibilidade, especificidade e área sob a curva. 
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5.1.6. Avaliação de estabilidade da amostra de urina 

Cinco amostras de urina escolhidas de forma aleatória, sem azida sódica, 

foram avaliadas por 5 dias consecutivos e após 10 dias, ou seja, 24, 48, 72, 96, 120 

e 240h horas após a coleta da amostra. 

Como observado na Figura 19, não houve alteração no desempenho do 

ensaio, entre a amostra fresca (dia 0) versus amostras armazenadas sob a forma 

refrigerada (2 a 8 °C) (dias 1, 2, 3, 4 e 10). 

 

 

Figura 19. Estabilidade de amostras de urina armazenadas por vários dias após a 

coleta. 
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CAPÍTULO 2: PROTEÍNA SPIKE (S) 
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5.2. CAPÍTULO 2 - Proteína Spike (S) 

Para avaliação do uso de urina como amostra no ensaio de ELISA frente a 

proteína S de SARS-CoV-2 foram incluídos pacientes adultos hospitalizados ou não 

hospitalizados, após confirmação positiva da infecção por SARS-CoV-2 por qRT-

PCR. A eficiência imunodiagnóstica para COVID-19 foi avaliada para três proteínas 

recombinantes Spike de SARS-CoV-2, uma expressa em sistema eucariótico, S-Glic, 

e duas expressas em sistema procariótico, S1-NGlic e RBD-NGlic. 

5.2.1. Proteína recombinante 

As sequências de aminoácidos das proteínas recombinantes expressas no 

sistema procariótico, S1-NGlic e RBD-NGlic, e da proteína expressa no sistema 

eucariótico, S-Glic, foram comparadas por alinhamento com toda a sequência de 

aminoácidos da proteína Spike de SARS-CoV- 2 (QIG55994.1). Observamos que a 

sequência da proteína S1-NGlic corresponde ao aminoácido 250-667aa, a sequência 

da proteína RBD-NGlic 319-591aa e a sequência da S-Glic 330-554aa (Figura 20A). 

A avaliação da pureza da proteína recombinante foi realizada através de um gel 

SDS-PAGE a 12%, evidenciado na Figura 20B. 

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWF
HAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE
FQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFK
NIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGA
AAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVR
FPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCF
TNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLF
RKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHA
PATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEI
LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGC
LIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPT
NFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLI
CAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNV
LYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILS
RLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGY
HLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFY
EPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVV
NIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCL
KGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT 

Figura 20A. Proteína rSARS-CoV-2 S: S1-NGlic, RBD-NGlic e S-Glic.  

Sequência de aminoácidos da Proteína Spike de SARS-CoV-2: S1-NGlic (250-667aa) em vermelho > 

RBD-NGlic (319-591aa) sublinhado > S-Glic (330-554aa) em negrito. 

 

A 
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Figura 20B. Proteínas rSARS-CoV-2 S: S1-NGlic, RBD-NGlic e S-Glic. 

SDS-PAGE (12%) das proteínas recombinantes. 

5.2.2. Proteína recombinante S-glicosilada (rSARS-CoV-2 S-Glic) 

A proteína rSARS-CoV-2 S-Glic foi avaliada frente a um amplo painel de 

amostras de urina de indivíduos positivos e negativos para SARS-CoV-2 por RT-

qPCR. Os resultados mostraram que 31 de 44 amostras de urina, coletadas de 19 

pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias do início dos sintomas, reagiram 

com a proteína rSARS-CoV-2 S-Glic, mostrando index positivo (valores >1,1), 

enquanto 6 amostras apresentaram valor de index indeterminado‖ (0,8 a 1,1) e 7 

tiveram valor de index negativo (valores <0,8). Das 31 amostras de urina de controle 

negativo, apenas uma obteve index indeterminado e uma se mostrou positiva 

(Figura 21A). 

Em paralelo, os resultados para soro mostraram que 30 de 44 amostras, 

coletadas de 19 pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias do início dos 

sintomas, reagiram com a proteína rSARS-CoV-2 S-Glic, apresentando um valor 

index positivo (>1,1), enquanto uma das amostras apresentou valor de index 

indeterminado (0,8 a 1,1) e 13 tiveram valor index negativo (<0,8). Das 31 amostras 
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de soro de controles negativos, 2 obtiveram valores index indeterminados e 2 

positivos (Fig. 21A). 

O valor index (I) obtido pela razão DO/cut-off foi utilizado para padronização e 

comparação dos resultados. Valores de sensibilidade e especificidade de 75,00% e 

96,00%, respectivamente, foram obtidos para amostras de urina testadas em ELISA, 

bem como 68,18 e 93,55%, respectivamente, para amostras de soro. A comparação 

do desempenho diagnóstico de ELISA baseado em urina e soro, sob protocolos 

experimentais ideais para cada amostra biológica, é apresentada na Tabela 5. As 

curvas ROC foram construídas e mostraram que a ELISA utilizando urina apresentou 

uma acurácia (AUC 0,9450) ligeiramente superior quando comparada com o soro 

(AUC 0,8237) (Fig. 21B e tabela 5). 

Os valores de VPP e VPN foram calculados com base no valor do index, que 

excluiu as amostras de valor indeterminado, e os resultados estão descritos na 

tabela 6. 

 

Figura 21. Avaliação da presença de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S-Glic em urina e 

soro pareadas. 

A) Os ensaios foram realizados usando amostras positivas (n=44 urinas e n=44 soros) de pacientes 

qRT-PCR positivos e amostras negativas (n=31 urinas e n= 31 soros). A média de cada grupo é 

mostrada e a faixa cinza indica valores indeterminados para cada amostra, enquanto valores de index 

abaixo do intervalo (<0,8) são considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B) Curvas 

ROC foram construídas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de obter a 

sensibilidade, especificidade e área sob a curva. 
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Tabela 5. Resultados obtidos do teste diagnóstico de anticorpos IgG específicos 

para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 S-Glic. 

rSARS-CoV-2 

Antígeno 
Amostra n AUC valor P Cut-off 

Se 

(%) 
IC 95% 

Esp 

(%) 
IC 95% J 

S-Glic 

URINA 
+ 44 

- 25 
0,9450 < 0,0001 > 1,000 75,00 

59,66% a 

86,81% 
96,00 

79,65% a 

99,90% 
0,71 

SORO 
+ 44 

- 31 
0,8237 < 0,0001 > 1,000 68,18 

52,42% a 

81,39% 
93,55 

78,58% a 

99,21% 
0,62 

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomáticos para COVID-19 e com RT-qPCR+ para SARS-

COV-2, bem como de indivíduos saudáveis pré-expostos ao vírus. O index individual (I) valores 

obtidos pela razão DO/ cut-off foram utilizados na construção das curvas ROC. O desempenho 

diagnóstico do antígeno em relação ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliação da 

sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), área sob a curva (AUC) e índice Youden (J). 

Legenda: J = (Se+Esp) –1; n = número de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa. 

 

Tabela 6. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteína rSARS-CoV-

2 S-Glic para amostras de urina e soro. 

rSARS-CoV-2 

(Antígeno) 
Amostra VPP VPN Indeterminado 

S-Glic 
URINA 0,969 0,767 7 

SORO 0,938 0,675 3 

O VPP e o VPN foram calculados com base no valor do index, excluindo as amostras de valor 

indeterminado e utilizando a equação: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo+verdadeiro negativo e 

VPP=verdadeiro positivo/falso positivo+verdadeiro positivo. 

 

A comparação de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a proteína 

rSARS-CoV-2 S-Glic está demonstrada de maneira estratificada de acordo com dias 

após o início dos sintomas, ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Figura 22). Todas as 

amostras positivas utilizadas nas análises são pareadas e foram coletadas no 

mesmo dia. Até 7 dias do início dos sintomas, foi observada 1/6 amostra de urina 

com valor de index positivo (>1,1), enquanto para soro, nenhuma das 6 amostras 

apresentou valor de index positivo. No período de 8 a 21 dias, 31/38 amostras de 

urina tiveram index positivo e 30/38 amostras de soro tiveram valor de index positivo. 
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Após 21 dias do início dos sintomas, todas as 2 amostras de urina e soro 

apresentaram um valor de index positivo (Figura 22). 

 

Figura 22. Avaliação comparativa dos valores de index (I) urinário e sérico de cada 

paciente de acordo com os dias após início dos sintomas usando a proteína rSARS-

CoV-2 S-Glic. 

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente são representados por 

círculos e quando pareados são interligados por linhas, sendo cada cor específica para o período de 

coleta após o início dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias após 

início dos sintomas: ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. 
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5.2.3. Proteína recombinante não glicosilada - S1 (rSARS-CoV-2 S1-

NGlic) 

A proteína rSARS-CoV-2 S1-NGlic foi avaliada em um amplo painel de 

amostras de urina de indivíduos positivos e negativos para SARS-CoV-2 por RT-

qPCR. Os resultados mostraram que 117 de 145 amostras de urina, coletadas de 

109 pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias de início dos sintomas, 

reagiram com a proteína rSARS-CoV-2 S1-NGlic, com um valor de index positivo > 

1,1, enquanto 11 amostras apresentaram valor de index indeterminado (0,8 a 1,1) e 

17 tiveram valor de index negativo (<0,8). Das 31 amostras de urina do controle 

negativo, apenas uma obteve valores de index indeterminados e um positivo (Figura 

23A). 

Paralelamente, os resultados mostraram que 83 de 145 amostras de soro, 

coletadas de 109 pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias de início dos 

sintomas, reagiram com a proteína rSARS-CoV-2 S1-NGlic, apresentando um valor 

de index positivo (I >1,1), enquanto 19 amostras apresentaram valor de index 

indeterminado (0,8 a 1,1) e 43 tiveram valor de index negativo (<0,8). Das 46 

amostras de soro de controlo negativo, 9 obtiveram valores de index indeterminados 

e um positivo (Figura 23A). 

O valor index individual (I) obtido pela razão DO/cut-off foi utilizado para 

padronização e comparação dos resultados. Valores de sensibilidade e 

especificidade de 81,38 e 96,77%, respectivamente, foram calculados para amostras 

de urina testadas no ELISA, bem como 60,69 e 95,65%, respectivamente, para 

amostras de soro. O desempenho diagnóstico comparativo do ELISA baseado em 

urina e soro, sob protocolos experimentais ideais para cada amostra biológica, é 

apresentado na Tabela 7. As curvas ROC foram construídas indicando uma precisão 

marginalmente superior quando a urina foi testada (AUC=0,9422) em comparação 

com o soro (AUC=0,8247) (Fig. 23B e tabela 7). 

Os valores de VPP e VPN foram calculados com base no valor index, excluindo 

as amostras de valor indeterminado, e os resultados estão descritos na tabela 8. 
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Figura 23. Avaliação da presença de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S1-NGlic em 

urina e soro pareadas. 

A) Os ensaios foram realizados usando amostras positivas (n = 145 urinas e n = 145 soros) de 

pacientes qRT-PCR positivos e amostras negativas (n = 31 urinas e n = 46 soros). A média de cada 

grupo é mostrada e a faixa cinza indica valores indeterminados para cada amostra, enquanto valores 

de index abaixo do intervalo (<0,8) são considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B) 

Curvas ROC foram construídas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de 

obter a sensibilidade, especificidade e área sob a curva. 

 

Tabela 7. Resultados obtidos do teste diagnóstico de anticorpos IgG específicos 

para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 S1-NGlic. 

rSARS-CoV-2 

Antígeno 
Amostra n AUC valor P Cut-off 

Se 

(%) 
IC 95% 

Esp 

(%) 
IC 95% J 

S1-NGlic 

URINA 
+ 145 

- 30 
0,9422 < 0,0001 > 1,065 81,38 

74,08% a 

87,36% 
96,77 

83,30% a 

99,92% 
0,78 

SORO 
+ 145 

- 46 
0,8247 < 0,0001 > 1,020 60,69 

52,24% a 

68,69% 
95,65 

85,16% a 

99,47% 
0,56 

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomáticos para COVID-19 e com qRT-PCR+ para SARS-

COV-2, bem como de indivíduos saudáveis pré-expostos ao vírus. O index individual (I) valores 

obtidos pela razão DO/ cut-off foram utilizados na construção das curvas ROC. O desempenho 

diagnóstico do antígeno em relação ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliação da 

sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), área sob a curva (AUC) e índice Youden (J). 

Legenda: J = (Se+Esp) – 1; n = número de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa. 
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Tabela 8. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteína rSARS-CoV-

2 S1-NGlic para amostras de urina e soro. 

rSARS-CoV-2 

(Antígeno) 
Amostra VPP VPN Indeterminado 

S1-NGlic 
URINA 0,992 0,630 12 

SORO 0,988 0,456 28 

O VPP e o VPN foram calculados com base no valor do index, excluindo as amostras de valor 

indeterminado e utilizando a equação: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo + verdadeiro negativo 

e VPP=verdadeiro positivo/falso positivo + verdadeiro positivo. 

 

A comparação de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a 

proteína rSARS-CoV-2 S1-NGlic está demonstrada de maneira estratificada de 

acordo com dias após o início dos sintomas, ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Fig. 

24). Todas as amostras positivas são pareadas e foram coletadas no mesmo dia. 

Até 7 dias do início dos sintomas, 10/15 amostras de urina foram observadas com 

valor index positivo (>1,1), enquanto para soro, 4/15 amostras apresentaram valor 

index positivo. No período de 8 a 21 dias, 86/102 amostras de urina tiveram valor 

index positivo e 62 /102 amostras de soro tiveram valor index positivo. Após 21 dias 

do início dos sintomas, 22/26 urinas e 19/26 amostras de soro tiveram um valor 

index positivo (Figura 24). 
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Figura 24. Avaliação comparativa dos valores de index (I) urinário e sérico de cada 

paciente de acordo com os dias após início dos sintomas usando a proteína rSARS-

CoV-2 S1-NGlic. 

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente são representados por 

círculos e quando pareados são interligados por linhas, sendo cada cor específica para o período de 

coleta após o início dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias após 

início dos sintomas da coleta data: ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. 
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5.2.4. Proteína recombinante não glicosilada - RBD (rSARS-CoV-2 RBD-

NGlic) 

A proteína rSARS-CoV-2 RBD-NGlic A proteína foi avaliada contra um amplo 

painel de amostras de urina de indivíduos positivos e negativos. Os resultados 

mostraram que 130 de 145 amostras de urina, coletadas de 109 pacientes qRT-PCR 

positivos, em diferentes dias de início dos sintomas, reagiram com a proteína 

rSARS-CoV-2 RBD-NGlic, mostrando um valor de index positivo de >1,1, enquanto 9 

amostras apresentaram valor de index indeterminado (0,8 a 1,1) e 6 tiveram valor de 

index negativo (<0,8). Dos 31 controles negativos, 3 amostras de urina obtiveram 

valor de index indeterminado e apenas um positivo (Fig. 25A). 

Em paralelo, os resultados mostraram que 47 de 145 amostras de soro, 

coletadas de 109 pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias de início dos 

sintomas, reagiram com a proteína rSARS-CoV-2 RBD-NGlic, apresentando valor de 

index positivo >1,1, sendo que 36 amostras apresentaram valor de index 

indeterminado (0,8 a 1,1) e 62 tiveram valor de index negativo (<0,8). Das 46 

amostras de soro de controlo negativo, 10 obtiveram valor de index indeterminado e 

nenhum positivo (Figura 25A). 

O valor index individual (I) obtido pela razão DO/cut-off foi utilizado para 

padronização e comparação dos resultados. Valores de sensibilidade e 

especificidade de 89,66 e 96,77%, respectivamente, foram calculados para amostras 

de urina testadas em ELISA, bem como 39,31 e 97,83%, respectivamente, para 

amostras de soro. O desempenho diagnóstico comparativo de ELISA baseado em 

urina e soro para COVID-19, sob protocolos experimentais ideais para cada amostra 

biológica, esta apresentado na tabela 9. As curvas ROC foram construídas e 

mostraram uma precisão marginalmente superior quando a urina foi testada 

(AUC=0,9803) em comparação com o soro (AUC=0,7601) (Figura 25B e tabela 9). 

Os valores de VPP e VPN foram calculados com base no valor do index, que 

excluiu as amostras de valor indeterminado, e os resultados estão descritos na 

tabela 10. 
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Figura 25. Avaliação da presença de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 RBD-NGlic em 

urina e soro pareadas. 

A) Os ensaios foram realizados usando amostras positivas (n=145 urinas e n=145 soros) de 

pacientes qRT-PCR positivos e amostras negativas (n=31 urinas e n= 46 soros). A média de cada 

grupo é mostrada e a faixa cinza indica valores indeterminados para cada amostra, enquanto valores 

de index abaixo do intervalo (<0,8) são considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B) 

Curvas ROC foram construídas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de 

obter a sensibilidade, especificidade e área sob a curva. 

Tabela 9. Resultados obtidos do teste diagnóstico de anticorpos IgG específicos 

para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 RBD-NGlic. 

rSARS-CoV-2 

Antígeno 
Amostra n AUC valor P Cut-off 

Se 

(%) 
IC 95% 

Esp 

(%) 
IC 95% J 

RBD-NGlic 

URINA 
+ 145 

- 30 
0,9803 < 0,0001 > 1,065 89,66 

83,51% a 

94,09% 
96,77 

83,30% a 

99,92% 
0,86 

SORO 
+ 145 

- 46 
0,7601 < 0,0001 > 1,010 39,31 

31,31% a 

47,76% 
97,83 

88,47% a 

99,94% 
0,37 

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomáticos para COVID-19 e com qRT-PCR+ para SARS-

COV-2, bem como de indivíduos saudáveis pré-expostos ao vírus. O index individual (I) valores 

obtidos pela razão DO/ cut-off foram utilizados na construção das curvas ROC. O desempenho 

diagnóstico do antígeno em relação ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliação da 

sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), área sob a curva (AUC) e índice Youden (J). 

Legenda: J = (Se+Esp) – 1; n = número de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa. 
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Tabela 10. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteína rSARS-

CoV-2 RBD-NGlic para amostras de urina e soro. 

rSARS-CoV-2 

(Antígeno) 
Amostra VPP VPN Indeterminado 

RBD-NGlic 
URINA 0,992 0,818 11 

SORO 1,000 0,367 46 

O VPP e o VPN foram calculados com base no valor do index, excluindo as amostras de valor 

indeterminado e utilizando a equação: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo + verdadeiro negativo 

e VPP=verdadeiro positivo/falso positivo + verdadeiro positivo. 

 

A comparação de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a 

proteína rSARS-CoV-2 RBD-NGlic está demonstrada de maneira estratificada de 

acordo com dias após o início dos sintomas, ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Figura 

26). Todas as amostras positivas são pareadas e foram coletadas no mesmo dia.  

Até 7 dias do início dos sintomas, 12/15 amostras de urina foram observadas com 

valor index positivo (>1,1), enquanto para soro, nenhuma das 15 amostras 

apresentou valor index positivo. No período de 8 a 21 dias, 93/102 amostras de urina 

tiveram index positivo e 47/102 amostras de soro tiveram valor index positivo. Após 

21 dias do início dos sintomas, 23/26 urinas e 10/26 amostras de soros tiveram um 

valor index positivo (Figura 26). 
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Figura 26. Avaliação comparativa dos valores de index (I) urinário e sérico de cada 

paciente de acordo com os dias após início dos sintomas usando a proteína rSARS-

CoV-2 RBD-NGlic. 

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente são representados por 

círculos e quando pareados são interligados por linhas, sendo cada cor específica para o período de 

coleta após o início dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias após o 

início dos sintomas: ≤ 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. 
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5.2.5. Avaliação comparativa das proteínas recombinantes Spike 

glicosilada e não glicosilada 

Realizou-se a comparação do desempenho diagnóstico para as três proteínas 

(rSARS-CoV-2 S-Glic, S1-NGlic, RBD-S1) frente a amostras pareadas de urina e 

soro comuns às três proteínas. Com isso, tornou-se possível uma melhor 

visualização da capacidade antigênica da proteína utilizada em relação a cada 

amostra, urina ou soro. 

Foram utilizadas um total de 75 amostras de urina e soro pareadas na 

avaliação comparativa do desempenho diagnóstico, sendo 44 amostras de pacientes 

qRT-PCR positivos para SARS-CoV-2 (n=44) e 31 amostras de indivíduos negativos 

(n=31). A comparação foi realizada entre as proteínas não glicosiladas produzidas 

em laboratório (rSARS-CoV-2 RBD-NGlic e rSARS-CoV-2 S1-NGlic) com a 

comercial glicosiladas (rSARS-CoV-2 S-Glic) (Figuras 27 e 28). 

Correlações mais altas foram observadas quando comparamos index da ELISA 

baseados em urina (r=0,7567 e r=0,7779, para rSARS-CoV-2 RBD-NGlic e rSARS-

CoV-2 S1-NGlic, respectivamente) em comparação com o index da ELISA baseada 

em soro (r=0,3562 e r=0,3981) (Figura 29). 

 

 

Figura 27. Avaliação da presença de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S (S-Glic, S1-

NGlic e RBD-NGlic) na urina. 

Amostras (n=75) foram coletadas de pacientes com COVID-19 (n=44) e de indivíduos saudáveis 

(n=31), e usadas para comparar as proteínas produzidas internamente (não glicosiladas) com a 

comercial (glicosilada). 
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Figura 28. Avaliação da presença de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S (S-Glic, S1-

NGlic e RBD-NGlic) no soro. 

Amostras (n=75) foram coletadas de pacientes com COVID-19 (n=44) e de indivíduos saudáveis 

(n=31), e usadas para comparar as proteínas produzidas internamente (não glicosiladas) com a 

comercial (glicosilada). 

 

Figura 29. Correlação entre rSARS-CoV-2 RBD-NGlic (branco) e rSARS-CoV-2 S1-

NGlic (preto) versus rSARS-CoV-2 S-Glic usando amostras de soro e urina. 

Amostras (n=75) foram coletadas de pacientes com COVID-19 (n=44) e de indivíduos saudáveis 

(n=31), e usadas para comparar as proteínas produzidas internamente (não glicosiladas) com a 

comercial (glicosilada). 
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A conversão imunológica foi possível de visualizar em amostras de dois 

pacientes utilizando as três proteínas recombinantes Spike (Figuras 30 A e B), 

variando o dia após o início dos sintomas. 

 

 

 

Figura 30. Avaliação comparativa das proteínas S recombinantes frente amostras de 

urina e soro de pacientes com coletas sucessivas após início dos sintomas.  

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente (A e B) são 

representados por círculos, plotados de acordo com o dia após início dos sintomas e interligados por 

linhas, sendo cada cor específica para o tipo de amostra, urina (amarelo) e soro (vermelho). 

  

A 

B 
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6. DISCUSSÃO 

Testes de ELISA baseados em soro têm sido usados para diagnosticar a 

infecção pelo SARS-CoV-2 por meio da detecção de anticorpos específicos contra o 

vírus (AMANAT et al., 2020, BAGNO et al., 2021). No entanto, dados apresentados 

neste trabalho mostram pela primeira vez um teste in house de ELISA baseado em 

urina para identificar anticorpos específicos contra proteínas do vírus SARS-CoV-2. 

O uso da urina para detectar anticorpos pode ser considerado mais conveniente 

para a prática clínica e para a vigilância epidemiológica em comparação com os 

desafios encontrados com a punção venosa, já que permite que os pacientes 

coletem suas próprias amostras e elimina os riscos inerentes envolvidos no 

manuseio de sangue e a necessidade de flebotomistas treinados para a coleta da 

amostra (EAMUDOMKARN et al., 2018). 

O vírus SARS-CoV-2 possui quatro proteínas estruturais – proteínas Spike (S), 

envelope (E), membrana (M) e Nucleocapsídeo (N) – e todas elas já foram testadas 

como antígenos para o imunodiagnóstico de COVID-19, usando proteínas 

recombinantes, peptídeos sintéticos e/ou quimeras polipeptídicas (WEISSLEDER et 

al., 2020; FDA, 2022; SCUSSEL et al., 2022). A seleção, a fonte e a pureza do 

antígeno são aspectos cruciais no desenvolvimento de um imunoensaio, pois 

determinam a eficiência do teste, seu campo de aplicação e a taxa de produção em 

massa (KLAUSBERGER et al., 2021).  

Neste trabalho, foi avaliado o emprego de amostras de urina na discriminação 

de pacientes com qRT-PCR positivos para SARS-CoV-2, a partir da plataforma de 

ELISA indireto in house utilizando-se proteínas recombinantes de SARS-CoV-2 do 

Nucleocapsídeo (N) e da Spike (S). A utilização das proteínas recombinantes de 

SARS-CoV-2 N e S confirmaram a capacidade de proteínas recombinantes (r) de 

SARS-CoV-2 em discriminar pacientes COVID-19 comprovadamente positivos 

utilizando a urina como amostra biológica.  

Para a proteína recombinante do Nucleocapsídeo (N) de SARS-CoV-2, foram 

obtidos valores de sensibilidade e especificidade de 94,0 e 100%, respectivamente, 

quando a urina foi utilizada, e a presença de anticorpos na urina dos pacientes foi 

observada alguns dias após o início dos sintomas. O uso de urina apresentou maior 

sensibilidade para detectar imunoconversão em relação ao uso de soro 
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(sensibilidade e especificidade de 87,7 e 100%, respectivamente) em condições 

experimentais otimizadas para cada tipo de amostra. 

Para a proteína recombinante Spike (S) de SARS-CoV-2 foram obtidos valores 

de sensibilidade (75,00%, 81,38% e 89,66%) e especificidade (96,00%, 96,77% e 

96,77%) para S-Glic, S1-NGlic e RBD-NGlic respectivamente, para ELISA à base de 

urina. Comparativamente, foram encontrados valores de sensibilidade (68,18%, 

60,69% e 39,31%) e especificidade (93,55%, 95,65% e 97,83%) para S-Glic, S1-

NGlic e RBD-NGlic respectivamente, em amostras de soro pareadas. 

A proteína rSARS-CoV-2 S-Glic foi expressa em sistema eucariótico, enquanto 

rSARS-CoV-2 S1-NGlic e RBD-NGlic foram expressas no sistema procariótico, 

evidenciando que a proteína rSARS-CoV-2 S expressa em sistema procarioto 

apresenta melhor índice de sensibilidade quando aplicado ELISA baseado em urina, 

quando comparado à utilização do soro. Além disso, quando comparamos as 

proteínas não glicosiladas com a rSARS-CoV-2 S-Glic, maiores correlações foram 

observadas no ELISA de urina. Ainda, essa avaliação com a proteína S permitiu 

verificar a aplicação da urina em ELISA utilizando proteínas recombinantes 

expressas em sistema procarioto, obtendo valores de sensibilidade e especificidade 

significativos, comparativamente ao soro, que não apresenta boa eficiência. 

A associação de ELISA usando urina em reação contra as proteínas Spike (S1-

NGlic e RBD-NGlic) expressas em sistema procariótico permitiu uma triagem da 

população avaliada quanto à presença de anticorpos anti-SARS-CoV-2 Spike, 

superando as dificuldades decorrentes da coleta de amostras e da expressão 

eucariótica. A proteína Spike de SARS-CoV-2 é uma glicoproteína de superfície 

transmembrana, extensivamente glicosilada com glicanos derivados do hospedeiro 

em 22 sítios de glicosilação ligados à proteína N e pelo menos dois sítios de O-

glicano. O vírus adquire glicosilação apropriando-se da maquinaria de glicosilação 

nos compartimentos intermediários retículo-Golgi da célula hospedeira quando as 

partículas virais descendentes são formadas (WATANABE et al., 2020).   

A produção de proteínas recombinantes pode ser realizada através de 

sistemas de expressão procarióticos e eucarióticos, sendo o sistema procariótico 

vantajoso no que diz respeito a sua capacidade produtiva, mas a falta de 

modificação pós-traducional pode se tornar uma limitação (KLAUSBERGER et al., 

2021). Não há atualmente teste sorológico disponível ou estudo publicado sobre a 
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detecção de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S expressa em sistemas procarióticos, 

provavelmente devido à influência da modificação pós-traducional no desempenho 

do diagnóstico. Assim, a proteína rSARS-CoV-2 Spike utilizada nos diagnósticos 

sorológicos atuais são expressas usando sistema eucariótico, que muitas vezes 

retêm modificações pós-traducionais de glicano do antígeno, ao contrário de ELISAs 

baseados em proteínas recombinantes bacterianas ou peptídeos (LIU, Z.-L. et al., 

2020; ZHANG et al., 2020). 

Até o momento, a glicosilação da proteína S parecia ser essencial para testes 

sorológicos e, desde o início, existem estudos significativos dedicados ao 

desenvolvimento de construções de proteína SARS-CoV-2 S que permitem maior 

produção e estabilidade proteica. Diferentes sistemas de expressão mostraram 

impactar na glicosilação da proteína SARS-CoV-2 Spike e no tipo de glicanos 

incorporados (WANG et al., 2021), além do rendimento de produção e até mesmo na 

variação entre lotes (KLAUSBERGER et al., 2021; REIS; TAUBER; BLANCHARD, 

2021). 

As proteínas recombinantes, particularmente S1, são um dos principais 

reagentes usados para produzir imunoensaios para detectar IgG, IgM ou IgA de 

SARS-CoV-2, no entanto, é difícil expressar a proteína S1 na conformação correta e, 

em alguns casos, os anticorpos que reconhecem a proteína S de membrana são 

incapazes de se ligar à proteína S recombinante (WAN et al., 2020). Além disso, a 

complexidade na produção e a capacidade limitada para produzir proteína 

glicosilada S1 recombinante de alta qualidade podem prejudicar a acessibilidade ao 

imunoensaio em regiões pobres ou remotas ao redor do mundo (WANG; et al., 

2021).  

Porém, essa dificuldade pode ser sido solucionada ao se modificar o tipo de 

amostra empregada na metodologia, como foi possível visualizar nos resultados 

deste trabalho quando a urina é a amostra teste utilizada na detecção de anticorpos 

anti-rSARS-CoV-2 S expressa em sistemas procarióticos, bem como em sistemas 

eucarióticos. A associação do uso de ELISA à base de urina e proteínas Spike (S1 e 

RBD) expressas em um sistema procariótico permitiria uma estratégia conveniente 

para triagem da população quanto à presença de anticorpos da proteína Spike, 

superando as dificuldades e custos decorrentes da coleta da amostra e da produção 

de proteína (EAMUDOMKARN et al., 2018). 
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Essa aplicabilidade estimula novos estudos a avaliarem o uso da urina no 

ELISA para outras doenças que têm seu diagnóstico sorológico realizado apenas 

pelo uso de antígenos glicosilados. Especialmente para doenças negligenciadas em 

que não é possível um estudo completo para melhorar o desempenho da produção. 

Observou-se para Strongyloides stercoralis uma diminuição significativa na DO 

obtida em imunoensaios quando as moléculas de carboidratos foram rompidas. 

Esses achados sugerem uma redução da reatividade imune específica quando os 

epítopos glicosilados são removidos dos antígenos do parasito, como demonstrado 

em imunoensaios com soros de pacientes infectados por Hemonchus contortus, 

Taenia solium, Leishmania sp. e S. stercoralis (INÊS et al., 2013). 

Embora os achados do trabalho sugiram a aplicabilidade do uso de proteínas 

rSARS-CoV-2 S não glicosiladas em ensaios de ELISA usando amostras de urina, 

não foi encontrado na literatura nenhuma evidência biológica/imunológica que 

explique porque esse reconhecimento de proteínas não glicosiladas é melhor 

quando se usa urina em vez de amostras de soro, e estudos futuros devem ser 

realizados para responder a essa pergunta. 

As amostras de urina foram coletadas de pacientes qRT-PCR positivos, porém 

algumas não apresentaram valores de index positivos podendo ter sido coletadas 

próximo do início dos sintomas e antes da ocorrência da imunoconversão. 

Confirmou-se isso a partir de uma análise longitudinal das amostras, coletadas dos 

mesmos pacientes em dias diferentes após início dos sintomas, que se tornaram 

reagentes imunologicamente ao longo do curso da doença para ambas as proteínas 

recombinantes N e S, evidenciando uma conversão imune para urina e soro a uma 

taxa semelhante, com aumento da produção de IgG ao longo dos dias. Esses 

achados corroboram a estudos que evidenciam a ocorrência da soroconversão para 

IgG específica anti-SARS-CoV-2 geralmente ocorrendo entre 7 a 14 dias após a 

infecção (WEISSLEDER et al., 2020). 

O tempo de soroconversão de anticorpos totais e IgM e IgG apareceu 

consecutivamente (p<0,05), sendo a média de dia de soroconversão de 11, 12 e 14, 

respectivamente (ZHAO et al., 2020). Nos estágios iniciais da infecção, os testes 

comerciais de anticorpos baseados em soro mostram baixa sensibilidade, já que a 

maior parte da resposta imune do paciente ainda está em desenvolvimento. A 

eficiência dos testes sorológicos pode ser próxima de 100%, quando as amostras 



102 
 

 

são adquiridas após 20 dias do início dos sintomas (CDC, 2020b; HUANG et al., 

2020; WEISSLEDER et al., 2020), e apresentam taxa cumulativa de 50% de 

soropositividade no 11º dia e 100% no 39º dia, de acordo com Zhao e colaboradores 

(2020). 

Paralelamente, os valores de index positivo para ELISA foram obtidos para 

muitas amostras coletadas antes de 10 dias após início dos sintomas, pelo menos 

para os indivíduos hospitalizados. No entanto, não podemos supor que a detecção 

precoce esteja ligada à gravidade da doença ou a uma anterior infecção por SARS-

CoV-2, pois tais informações são escassas. Assim como relatado por outros estudos 

que não encontraram evidências da associação entre gravidade da doença e títulos 

de anticorpos (ADAMS et. al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Por 

outro lado, poucas amostras apresentaram valor negativo de index mesmo após 10 

dias do início dos sintomas. 

A urina é negligenciada para uso como amostra biológica, já que testes 

imunológicos baseados em sua utilização são escassos. No presente estudo, foram 

incluídas 19 amostras de urina coletadas antes do surto em 2019, e todas elas 

apresentaram valores de index <1,1. Também foram incluídas 11 amostras de urina 

coletadas durante 2021 de indivíduos que permaneceram em quarentena e que não 

apresentaram nenhum sintoma ao longo de 2020/2021, embora não possam ser 

consideradas como verdadeiro negativas. Ressaltando que todas essas amostras 

apresentaram index <1,1 (não positivo). 

Não obstante, neste estudo foram utilizadas amostras com até 60 dias após 

início dos sintomas, com a identificação de anticorpos, mas um estudo de 

acompanhamento mais longo ainda é necessário para estabelecer a janela de 

detecção diagnóstica de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de urina. A 

identificação de anticorpos na urina anti-vírus da hepatite A pode durar até 130 dias 

após início dos sintomas, sendo compatível para diagnóstico de infecção recente ou 

passada (JOSHI et al., 2002).  

Somado a isso, é importante saber que o período de detecção de anticorpos 

baseado em ELISA pode ser distinto para urina e soro. Essa diferença é encontrada 

para a leishmaniose visceral (LV), em que a detecção de anticorpos específicos no 

soro persiste após a cura, enquanto a presença de anticorpos desaparece 

completamente após 6 meses quando se utiliza um ELISA de urina. Essa 
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observação indica uma possível utilização para o diagnóstico específico da LV e 

também para o monitoramento da resposta ao tratamento (EJAZI et al., 2016). 

Bagno e colaboradores (2021) evidenciaram a especificidade das proteínas 

utilizadas no ensaio de ELISA para anticorpos específicos anti-SARS-CoV-2, pois 

não se observou reatividade humoral em amostras de soro de pacientes com 

infecções virais do trato respiratório (influenza, sarampo e parvovirose), pacientes 

com arboviroses (vírus da febre amarela, chikungunya, dengue e Zika vírus) e 

indivíduos vacinados contra influenza (30 a 60 dias). Porém, não foi testado em 

amostras obtidas de pacientes com infecções respiratórias causadas por outros tipos 

de coronavírus. 

Todavia, a ausência de reatividade cruzada de anticorpos anti-SARS-CoV-2 

RBD entre os vírus SARS-CoV e MERS-CoV foi relatada na literatura, sugerindo que 

as regiões RBDs são imunogênicas de formas distintas, com respostas específicas à 

espécie viral identificadas nos pacientes (JU et al., 2020). Além disso, estudos 

anteriores demonstraram que há diminuição do nível de anticorpos específicos anti-

SARS-CoV (vírus que não circula mais desde 2004), se tornando indetectável após 6 

anos em 91% das amostras de soro em pacientes recuperados da doença (TANG et 

al., 2011; LEE et al., 2020). Esses fatores são importantes para evidenciar a 

confiabilidade das amostras utilizadas no estudo, uma vez que o vírus SARS-CoV 

não circula na população humana desde 2004 (AHMED; QUADEER; MCKAY, 2020) 

e amostras negativas pré-COVID utilizadas no presente projeto data de período 

posterior a 2016 e anterior a 2019, apesar de não ter sido testadas amostras de 

urina provenientes de pacientes com outras infecções.  

Paralelamente, o uso comparativo de amostras séricas pareadas como 

referência foi fundamental para o estudo devido ao seu uso convencional em ELISA, 

lembrando que a plataforma de ELISA baseada em soro já havia sido validada 

anteriormente (BAGNO et al., 2021).  

O ELISA baseado em urina e baseado em soro alcançou um perfil qualitativo 

muito semelhante para as diferentes proteínas, N e S, exceto para as proteínas S 

expressas em sistema procarioto, como relatado acima. No entanto, a comparação 

quantitativa da intensidade da reação entre as amostras deve ser avaliada com 

cuidado, pois as amostras de urina foram coletadas sem um tempo fixo de retenção, 

podendo gerar variação na concentração de anticorpos. Um estudo futuro seria 
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importante para determinar e fixar o tempo de retenção, bem como para seu uso na 

prática clínica.  

Um estudo de avaliação do emprego da urina na filariose mostrou que coletas 

de urina no início da manhã ou ao fim do dia apresentaram apenas uma pequena 

flutuação nas unidades de anticorpos e todas as amostras permaneceram positivas 

(ITOH et al., 2001; NAGAOKA et al., 2021). Outro estudo com uso de ELISA 

baseado em urina realizado para Helicobacter pylori, evidenciou que o teor de água 

na urina influenciou na concentração de anticorpos na urina, porém o desempenho 

do ensaio qualitativo na urina pós-jejum correlacionou-se bem com as amostras de 

soro (ALEMOHAMMAD; FOLEY; COHEN, 1993; NAGAOKA et al., 2021). 

Várias características da urina, além do tempo de retenção, podem gerar 

influências na força do sinal em relação ao soro e merece investigação futura, como 

hidratação, comorbidades, proteinúria significativa ou uso concomitante de 

medicamentos.  

Mudanças no pH da urina e a presença de microrganismos não tiveram efeito 

significativo no valor de absorbância em ELISA para H. pylori. Além disso, a azida 

sódica é comumente adicionada para evitar alterações no pH da urina resultantes da 

contaminação e crescimento de bactérias (ALEMOHAMMAD; FOLEY; COHEN, 

1993). No presente estudo, azida sódica (NaN3) foi utilizada nas amostras de urina 

como conservante, pois a presença de anticorpos detectáveis em amostras de urina 

armazenadas a 4°C foi relatada por até 6 anos (EJAZI et al., 2016). No entanto, a 

estabilidade de cinco amostras de urina refrigeradas sem conservante foi examinada 

por cinco dias consecutivos, e os dados mostraram que não houve alteração no 

desempenho do ensaio entre amostras frescas ou armazenadas. 

Em suma, a combinação de testes diretos e indiretos aumenta 

significativamente as chances de se detectar pacientes com SARS-CoV-2, em 

convalescença, ou imunizados por vacinas com diferentes tecnologias de 

desenvolvimento, como a aplicação da proteína N no diagnóstico de SARS-CoV-2 

em pessoas imunizadas somente com vacinas que codificam IgG anti-proteína S. 

Isso sugere que os testes imunológicos possam contribuir para a confirmação e 

acompanhamento da doença em seus aspectos agudos ou pós-infecção (COVID-

longa) (ZHAO et al., 2020; MATTA et al., 2022). 



105 
 

 

E diante de todos os dados apresentados, a urina se apresenta como uma 

fonte biológica importante de biomarcadores sorológicos para diversas doenças, 

permitindo sua descoberta, visto que é uma amostra que reflete o estado metabólico 

e fisiopatológico do corpo em um determinado momento (ZHAO et al., 2017).  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nosso trabalho de avaliação do uso da urina como amostra para teste 

diagnóstico de anticorpos específicos contra SARS-CoV-2 ampliou o conhecimento a 

respeito da utilização da urina como espécime de avaliação imunológica, assim 

como influenciou no entendimento imunofisiológico sobre a presença de anticorpos 

na urina, remetendo ao proteoma urinário, que pode ser surpreendentemente 

complexo e útil na descoberta de futuros biomarcadores. 

Nosso estudo foi de caráter básico e exploratório, com o objetivo de identificar 

a presença de anticorpos específicos para as proteínas recombinantes N e S em 

pacientes RT-qPCR positivos para SARS-CoV-2 usando a urina como amostra 

biológica. 

Os resultados apresentados mostraram que os testes de diagnóstico utilizando 

a urina apresentaram eficiência semelhante quando comparados ao uso do soro 

como amostra biológica, evidenciando que a urina pode ser empregada no 

diagnóstico da infecção pelo SARS-CoV-2 baseado na detecção de anticorpos. Além 

disso, a urina também permitiu a avaliação da evolução imunológica de IgG de 

amostras individuais em diferentes pontos de coleta. 

Entretanto, embora tenhamos comprovado a aplicabilidade do uso de proteínas 

SARS-CoV-2 S não glicosiladas em ELISA usando amostras de urina, não há 

evidências na literatura que explique biológica/imunologicamente porque esse 

reconhecimento de proteínas não glicosiladas é melhor quando se utiliza a urina em 

detrimento das amostras de soro. 

Por fim, além da prova de conceito, fomos capazes de realizar uma validação 

clínica da plataforma de ELISA baseada no uso de urina, visto que avaliamos mais 

de 200 amostras previamente caracterizadas. Prototipagem e regulamentação da 

ANVISA se tornam os próximos passos para que o teste aqui proposto possa gerar 

uma inovação em benefício da sociedade. 

Esses achados são de extrema importância, uma vez que evidenciam a 

necessidade de mais estudos a respeito desse espécime biológico, sua composição, 

além da imunopatologia da doença, somados à análise de amostras de pacientes 

vacinados. 
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8. CONCLUSÃO 

O estudo evidenciou o uso da urina como potencial amostra biológica para 

detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em plataformas de ELISA contra 

diferentes proteínas do vírus. Como vantagens inerentes à amostra de urina, têm-se 

a facilidade na coleta, baixo custo, estabilidade biológica e altos níveis de precisão. 

O ensaio à base de urina para detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 se mostrou 

um método não invasivo e que poderia ser implementado para relatar a extensão da 

exposição no nível populacional e/ou avaliar o risco de infecção ao nível individual. 
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9. PERSPECTIVAS 

Pretende-se dar continuidade no projeto com a realização de: 

 Ensaios com amostras de indivíduos vacinados para análise de desempenho 

das proteínas na avaliação diagnóstica da imunoconversão de imunoglobulinas 

anti-SARS-CoV-2; 

 Propor um protótipo de teste imunocromatográfico sensível e específico para 

SARS-CoV-2, empregando amostras de urina dos pacientes; 

 Avaliar as amostras de urina frente a proteínas de variantes do vírus SARS-

CoV-2; 

 Propor o uso da estratégica empregada neste trabalho para outras doenças 

infecto-contagiosas. 
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