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RESUMO

A plataforma de ELISA (ensaio de imunoabsorcdo por ligagdo enzimatica) tem sido
amplamente utilizada para detectar anticorpos anti-SARS-CoV-2 gerados apos a
exposicdo ao virus ou a vacinacdo. A amostra comumente utilizada para a
realizacdo do teste é o soro. Até 0 momento, nenhum estudo havia investigado a
urina do paciente como amostra para detectar anticorpos especificos para o virus
SARS-CoV-2. A urina € um espécime biolégico que traz vantagens significativas
inerentes ao tipo de amostra, que compreende coleta ndo invasiva, de facil
manuseio e armazenamento. Neste trabalho, propomos um ELISA indireto in house
baseado no uso de urina e proteinas recombinantes do Nucleocapsideo (N) ou da
Spike (S) do virus SARS-CoV-2. As proteinas recombinantes (r) de SARS-CoV-2, N
e as subunidades da proteina S (S-Glic, S1-NGlic e RBD-NGlic), foram avaliadas
usando um painel composto por aproximadamente 200 amostras de urina e de soro.
A presenca 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 as proteinas 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 biologica para aplicacdo em
plataformas de imunodiagnéstico para a infeccdo por SARS-CoV-2, trazendo

beneficios tanto no contexto individual quanto populacional.

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

proteina do Nucleocapsideo (N), proteina 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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CONSIDERACOES INICIAIS

Esta tese é requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias da
Saude pelo Programa de Pés-Graduacéo em Infectologia e Medicina Tropical (PPG-
IMT) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e esta inserida dentro da
linha de pesquisa “Clinica, diagnéstico e tratamento das doencgas infecciosas e
tropicais”, que propde a avaliacdo de biomarcadores diagnoésticos, assim como do
tratamento e do seguimento terapéutico dos pacientes acometidos por doencas
infecciosas e tropicais.

Ao longo dos quatro anos de realizagdo do doutorado, foram desenvolvidos
dois projetos distintos. Durante os dois primeiros anos, foi realizado um estudo
utilizando a tecnologia de Phage Display abordando o diagndstico da leishmaniose
visceral humana e coinfeccdo com HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e nos
dois anos seguintes, foi realizado o estudo aqui apresentado, abordando o
diagnoéstico de COVID-19.

O primeiro estudo gerou, em 2021, a publicagdo intitulada “Diagnostic
application of sensitive and specific phage-exposed epitopes for visceral
leishmaniasis and human immunodeficiency virus coinfection”, no periédico
Parasitology, além do depédsito da patente com cédigo BR1020210152095. Este
projeto foi apresentado em seminarios e congressos, recebendo prémios na XXX
Semana de Iniciacao Cientifica da UFMG e Ciéncia na prética pela Startup Andlises
Clinicas na Prética. O cumprimento da qualificacéo foi realizado dentro do periodo,
em outubro de 2021, ainda dentro deste projeto.

A emergéncia para o desenvolvimento de novas tecnologias que auxiliassem
no diagnostico e, consequentemente, no entendimento da situacdo pandémica da
COVID-19, atrelada a vontade de trabalhar em prol da ciéncia, foram fatores
determinantes para darmos inicio a um segundo projeto neste doutoramento. O
projeto foi desenvolvido no Laboratério de Infectologia e Medicina Tropical (LIMT)
em parceria com o Centro de Tecnologia em Vacinas (CT-Vacinas), sob a
coordenacao da Dra. Fernanda Ludolf e colaboracdo dos professores Dr. Eduardo
Antonio Ferraz Coelho, Dr. Flavio 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 periédico Science Advances e outro artigo em
submissdo 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 codigo BR1020210140666, que se encontram
anexados ao final deste documento. Este projeto apresentou ainda grande
repercussao na midia nacional, demonstrando o impacto social do mesmo.

Optamos por defender a tese baseando neste segundo projeto, visto o impacto
e cunho emergencial do tema. E fundamental a divulgacdo de estudos que busquem
o desenvolvimento de diagndésticos que proporcionem a testagem dos individuos e o
entendimento da circulagdo do virus e dos indices de transmissibilidade da doenca.
Além disso, a aluna esteve envolvida durante todo seu doutoramento em
colaboracfes em projetos de pesquisa em Leishmaniose visceral e tegumentar, com
foco no desenvolvimento de novos diagnosticos, vacinas ou tratamento para as
enfermidades; participou de projeto de extensdo com acompanhamento de
pacientes com leishmaniose tegumentar ou enfermidades associadas a doenca
mucosa, no Ambulatério Sdo Geraldo/Hospital das Clinicas/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 Relatério Sucupira na Plataforma CAPES;
contribuiu ainda na orientacao técnica de alunos de Iniciacao cientifica e mestrado.

A apresentacdo deste documento foi realizada de acordo com a Resolu¢do n°
02/2013, de 18 de setembro de 2013, que regulamenta o formato dos trabalhos
finais e de qualificacéo, estabelecendo condi¢cdes para a marcacédo das defesas de
teses e dissertacbes do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias da Saude:

Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG.



25

Este volume contém:

1. Introducéo: contextualizagdo da COVID-19 e importancia do estudo.

2. Revisdo Bibliogréfica: revisdo de estudos publicados até julho de 2022 em

periddicos indexados e relacionados & COVID-19, de forma que o volume retrate o
momento pandémico em que as amostras foram coletadas e o projeto foi
desenvolvido (2020/2021): epidemiologia da doenca; caracteristicas estruturais do
virus SARS-CoV-2; patogenia e sintomatologia da doenca; medidas de controle da
doenca com foco no diagnostico; amostras bioldgicas utilizadas para diagndstico e a
problematica do estudo.

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

4. Metodologia: comité de ética; coleta de amostras; obtencdo dos antigenos

utilizados; metodologia de ELISA e analises estatisticas.

5. Resultados e Discusséo: apresentados em dois capitulos, de acordo com o

antigeno utilizado no teste: Proteina do Nucleocapsideo e Proteina Spike.

6. Consideracdes finais: apresenta aspectos relevantes da tese.

7. Conclusao: conclusdo dos resultados obtidos.

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

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

10. Anexos: aprovacdo do Comité de Etica, patente e artigos publicados vinculados

ao projeto, além de producdes cientificas realizadas ao longo do doutoramento.
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1. INTRODUCAO

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo virus SARS-CoV-2
(coronavirus relacionado a sindrome respiratéria aguda grave tipo 2), foi declarada
pandemia em apenas trés meses, quando se espalhou rapidamente pelo mundo
apos seu inicio na China (MURALIDAR et al., 2020; WHO, 2020; ZHU et al., 2020).
Os primeiros casos de infec¢do foram relatados em dezembro de 2019, na cidade de
Wuhan, provincia de Hubei, com o desenvolvimento de sintomas semelhantes a
pneumonia (MURALIDAR et al., 2020; ZHU et al., 2020; ULLAH et al., 2021; WHO,
2022) sendo, posteriormente, classificada como uma doenca sistémica devido ao
acometimento de diversos sistemas do corpo humano (GUPTA et al., 2020).

A identificacdo do patdégeno pelos testes diagndsticos é a primeira linha de
defesa contra a COVID-19, associada aos avancos nas estratégias de vacinacao e
tratamento, que proporcionam reducdo das taxas de hospitalizacdo e mortalidade
(KWOK, 2022). O SARS-CoV-2 permanece sob constantes pressdes evolutivas,
sendo alvo permanente de estudos que avaliem suas caracteristicas e que busquem
melhorias nas medidas de controle (ALENE et al., 2021; OPAS/OMS, 2022). Estudos
gue proponham tecnologias disponiveis, precisas e rapidas para o diagndéstico da
doenca sao estrategicamente importantes no combate ao avan¢go da pandemia no
mundo (HU et al., 2020; CDC, 2022; OPAS/OMS, 2022).

O diagnéstico da COVID-19 pode ser feito por meio da deteccéo direta de RNA
ou de antigenos do SARS-CoV-2, bem como pela deteccéo indireta de anticorpos
especificos gerados pelo sistema imunolégico humano apds o contato com o virus
(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 caracteristicas, vantagens e limitacdes de cada teste para
sua melhor aplicabilidade e desempenho (ADAMS et al., 2020; WEISSLEDER et al.,
2020; FDA, 2022).

Os testes imunolégicos permitem estudar a resposta imune frente ao SARS-
CoV-2 de maneira qualitativa e quantitativa, sendo 0s mesmos importantes para
definir a exposi¢ao anterior ao SARS-CoV-2 em populacdes, identificar potenciais
doadores humanos reativos para terapia com plasma convalescente e investigar a
protecdo imunolégica (AMANAT et al., 2020). O desenvolvimento de um teste

diagnostico com bom desempenho esta intimamente relacionado a selegcéo de alvos
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antigénicos adequados. A proteina recombinante N de SARS-CoV-2 pode ser
expressa de forma eficiente através de um sistema procariotico de expresséao,
apresentando boa imunorreatividade (ZHANG et al.,, 2020; LI, D.; LI, 2021).
Paralelamente, a proteina Spike, sendo uma glicoproteina de superficie
transmembrana, vem sendo preferencialmente expressa em sistemas eucariéticos,
gerando modificagBes pos-traducionais do antigeno muitas vezes requeridas. O
sistema procaridtico apresenta vantagens em relagdo ao custo-beneficio, agilidade
no processo e maior capacidade produtiva quando comparado aos sistemas
eucarioticos (LI, D.; LI, 2021).

Neste trabalho, abordamos um estudo inovador no qual amostras de urina de
individuos que testaram positivo para SARS-CoV-2 por qRT-PCR foram avaliadas
guanto a presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2, em rea¢ado contra as proteinas
recombinantes do Nucleocapsideo (N) e Spike (S) de SARS-CoV-2, que foram
expressas em sistemas procariéticos e eucariéticos. Como comparagcdo, amostras
de soros dos pacientes foram também utilizadas, haja vista serem aquelas

tradicionalmente empregadas em imunoensaios.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA COVID-19

A COVID-19 foi declarada, em 11 de margo de 2020, como uma emergéncia de
saude publica pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), considerando-a como
uma pandemia apoOs seus altos indices de casos em todo mundo, desde seu
primeiro relato a OMS em 31 de dezembro de 2019, em Wuhan, na China, quando
se teve um surto da doenca (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 més, momento em que a OMS divulgou seu relatério da
pandemia, foram indicados 2.014 casos confirmados em dez paises diferentes, além
da China, e um total de 56 mortes em todo o mundo. Em pouco tempo, o nimero 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, ultimo relatério liberado pela OMS, houve em torno de
553 milhdes de casos confirmados e mais de 6,3 milhdes de mortes no mundo por
COVID-19 notificados (WHO, 2022a). E por atualizagédo instantanea 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 periodo 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 obitos relatados a OMS (Figura 1) (WHO, 2022b).

Em relagdo a vacinacdo, até 19 de julho de 2022, 12.166.921.655 doses de
vacina foram administradas na populagdo mundial, e até 15 de julho de 2022, um
total de 455.195.559 doses foram administradas na populacdo brasileira (WHO,
2022b).
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Figura 1. Situacdo epidemioldgica 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 periodo pandémico
através da estratificacdo por regido continental, enquanto a Figura 3 traz os dados
de mortes (WHO, 2022b). A OMS enfatiza que as tendéncias observadas devem ser
interpretadas com cautela, ja que as estratégias diagndsticas da infec¢cdo sao
escassas ou tém mudado progressivamente em varios paises, gerando numeros
gerais mais baixos de testes realizados e, consequentemente, subnotificacdes
(WHO, 2022b).

Situagio por regido da OMS _ Disrio Motes | Contar

Europa 238.916.746
confirmado
s - 20m
Americas 169.156.056
confirmado
Pacifico Ocidental 69.774.403
_ confirmado
Sudeste da Asia 59.212.130
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Mediterraneo Oriental 22.521.272
- confirmado
Africa 9.192.139 |||| ||||I||“ |||
confirmado
s _—ansunnantdil ..mm||l|IlII|||||||||m||nmm|I||| ||||II|||“II““IIIlmmmnll I|||||||IIII|||2 0

Fonte: Organizaco Mundial da Saude
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Os dados podem estar incompletos para o dia ou semana atual

Figura 2. Situacao epidemiol6gica mundial da COVID-19 estratificada por continente.
Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, 2022 (WHO, 2022b).
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Fonte: Organizagéo Mundial da Saide
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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 coronavirus (CoVs) sao virus de RNA de fita simples (ssRNA) membros da
familia Coronaviridae e do género beta-coronavirus (B-CoV) (CSG, 2020; WANG et
al., 2020; MURALIDAR et al., 2020). A classificacdo dos coronavirus é baseada em
analises comparativas da sequéncia genbmica dos virus, diferentemente do
passado, em que, até 2011, era realizada com base nas reatividades sorolégicas a
apenas a proteina Spike (CSG, 2020). Periodicamente, novas espécies de
coronavirus aparecem devido a sua grande diversidade genética, rapida taxa de
mutacao, alta prevaléncia e ampla distribuicdo (CUI; LI; SHI, 2018).

O virus SARS-CoV-2 é considerado como um virus pandémico de rapida
disseminagdo que teve origem por transmissdo zoonética, de um animal silvestre
para o ser humano, sendo o morcego e o0 pangolim os animais atribuidos ao
transbordamento para o ser humano e, subsequentemente, mantendo uma
transmissdo antroponotica, de humano para humano (LYTRAS, S. et al., 2021).
Andlises filogenéticas demonstraram que o SARS-CoV-2, inicialmente denominado
nCoV (novo coronavirus), 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 coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e 50%
de semelhanca com o coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), que causou surtos globais em 2002-2003 e 2011, respectivamente,
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sugerindo a transmissdo antropozoonoética para humanos apés mutacdes (CDC,
2020; MURALIDAR et al., 2020; ULLAH et al., 2021).

O genoma do SARS-CoV-2 apresenta aproximadamente 30 quilobases (kb)
(Figura 4). Dois tercos do genoma do virus codificam macro polipeptideos
ppla/pplb que geram 16 proteinas ndo estruturais, com diversas funcodes:
enzimatica, cofator, formacéo de vesiculas, dentre outras, e o terco restante, codifica
as proteinas estruturais e outros elementos (JAMISON et al., 2022).

O virus SARS-CoV-2, assim como outros virus de RNA, é propenso a evolucao
genética ao longo de sua circulacdo, contribuindo para o desenvolvimento de
mutacdes e o0 surgimento de multiplas variantes. Isso pode acarretar em
caracteristicas diferentes se comparadas as cepas ancestrais e na melhor
adaptabilidade e transmissibilidade entre os hospedeiros humanos (ALEEM;
SAMAD; SLENKER, 2022).

SARS-CoV-2 genoma (pb)
l | 1 | | | 1

5,000 10,000 15,000 20,000 25,000
ORF la ORF 1b

Elementos acessorios

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma do SARS-CoV-2 e proteinas

correspondentes.
Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022.

Estruturalmente o SARS-CoV-2 possui quatro proteinas: Spike (S), Envelope
(E), Membrana (M), e Nucleocapsideo (N) (WANG et al.,, 2020; JAMISON et al.,
2022) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura do SARS-CoV-2.
Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022.

A proteina Nucleocapsideo (N) (~45,6 kDa) consiste em dois dominios
estruturais denominados dominio N-terminal (NTD) e dominio C-terminal (CTD), que
se ligam ao RNA do genoma viral e, contribuem para a sintese viral, além de estar
associada a inibicdo da sinalizacao de interferon (IFN) (MALIK, 2020; JAMISON et
al., 2022; LI et al., 2022). Ja o papel da proteina M é a montagem da patrticula viral.
A partir da interagdo com outras proteinas e com o RNA viral, a proteina M atua na
regulacdo do tamanho e do formato da particula, além de determinar o sitio de
brotamento do virus (MALIK, 2020; YOSHIMOTO, 2020). Ja a proteina E, € a menor
proteina estrutural e esta presente em menor quantidade na estrutura viral, apesar
de ser bastante expressa na célula hospedeira durante a replicacdo, atua
desencadeando o processo de montagem da particula viral e brotamento, e estudos
demonstram que seu reconhecimento pelo organismo hospedeiro impulsiona o
processo inflamatorio (MALIK, 2020; JAMISON et al., 2022). A proteina S (Spike) &
uma glicoproteina transmembrana grande (~140 kDa) que projeta do envelope para
0 meio externo, e aparenta formato de coroa, caracteristica que deriva 0 nome
coronavirus. A proteina S é fundamental para a interacdo virus-hospedeiro. Ela
contém duas subunidades, S1 e S2, que atuam na interacdo da particula viral e na
liberacdo do material genético do virus no interior da célula (WANG et al., 2020). A
subunidade S1 contém, principalmente, um dominio de ligacao ao receptor (RBD) da
superficie da célula hospedeira, que € a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2) (Yuan et al., 2020; JAMISON et al., 2022). Ja a regidao S2 é composta por
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um peptideo de fusdo, um sitio de clivagem adicional responsavel pela fusdo das
membranas do virus e da célula humana (WANG et al., 2020).

As proteinas S e N sdo as proteinas mais comumente utilizadas como
antigenos para o diagnostico de COVID-19 na sua forma recombinante ou como
peptideos e quimeras (WANG et al., 2020; ANVISA, 2022; JAMISON et al., 2022; LI
et al., 2022; SCUSSEL et al., 2022). Em relagcdo ao seu uso como antigeno para
diagndstico, a producéo da proteina S completa apresenta alto custo e limitacdes de
producdo, sendo a S1 e seu dominio RBD o0s principais antigenos da proteina S
usados para testes soroldgicos, além de dados que a S1 possui menor reatividade
cruzada quando comparado ao uso da proteina S completa, devido a menor
similaridade da subunidade S1 entre os coronavirus humanos em comparacao com
a S2 (LEE et al., 2020; LI et al., 2021). A aplicacdo da proteina N para diagndstico
tem sido mais estudada, pois apds uma compilacdo de mutacdes no SARS-CoV-2
constatou-se que esta proteina € relativamente conservada, ou seja, sofreu menos
alteracdes quando comparada as outras proteinas, reafirmando seu potencial para
diagnostico mesmo com o aparecimento de novas variantes do virus (LI et al., 2022).

O Centro de Controle de Prevencdo de Doencas (CDC) e a OMS
estabeleceram independentemente um sistema de classificacdo para distinguir as
variantes emergentes do SARS-CoV-2 em variantes de interesse (do inglés variants
of interest - VOIs), como Epsilon, Zeta, Eta, Theta, lota, Kappa, Lambda e Mu e
variantes de preocupacéo (do inglés, variants of concern - VOCs), como Alfa, Beta,
Gama, Delta e Omicron (ALEEM; SAMAD; SLENKER, 2022; OPAS/OMS, 2022). As
VOIs sao definidas como variantes com marcadores genéticos especificos, e as
VOCs tém essa classificagdo devido ao seu impacto na saude publica, e sua
associagdo com maior capacidade de transmissdo ou viruléncia, alteracdo na
detecc¢do do virus, reducdo nos niveis de anticorpos neutralizantes e diminuicdo da
eficacia terapéutica ou da vacinagéo (ALEEM; SAMAD; SLENKER, 2022). Em 26 de
novembro de 2021, a OMS designou a variante Omicron (B.1.1.529), como uma
variante de preocupacdo mundial, devido ao grande numero de mutacdes e sua alta
transmissibilidade (OPAS/OMS, 2022).

Suas caracteristicas genéticas, que garantem alta transmissibilidade e elevado
namero de casos assintomaticos, associadas as pressdes ambientais continuas, alta

exposicdo da populacdo a portadores do virus sem reclusdo e a néo utilizacdo de
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medidas protetivas, como mascaras de protecdo, somadas a baixas taxas de
vacinacdo em alguns paises, permitiram ao SARS-CoV-2 acumular muta¢bes em
seu genoma (ALENE et al., 2021).

2.3. MECANISMO DE INFECCAO

O virus SARS-CoV-2 pode ser transmitido de forma direta, por perdigotos ou
em menor escala, por aerossois e contato com objetos contendo particulas virais,
sendo os principais determinantes do risco de transmissdo a proximidade
interpessoal e ventilacdo do ambiente (LIU et al., 2020; MEYEROWITZ et al., 2021,
WHO, 2022). O pico de infectividade ocorre cerca de um dia antes do inicio dos
sintomas e diminui dentro de uma semana apdés o inicio dos sintomas
(MEYEROWITZ et al., 2021; WHO, 2022). Alguns estudos também sugeriram a
transmisséo fecal-oral, ap6s encontrarem o virus 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).

ApGs o contato inicial, 0 SARS-CoV-2 infecta as células humanas atraves da
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Figura 6), com afinidade 10 a 20
vezes maior do que o virus SARS-CoV (ZHOU; YANG,; et al., 2020).
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Figura 6. Representacao esquematica da ligacdo do SARS-CoV-2 ao receptor ECA2

e sua internalizacdo na célula hospedeira.
Fonte: Adaptado de JAMISON et al., 2022.
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A replicacdo do coronavirus inicia-se na etapa de adsorcdo, quando a regiao
RBD da subunidade S1 da glicoproteina 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, enterdcitos do intestino
delgado, células endoteliais venosas e arteriais, e células da mucosa oral (Xu, 2020).

ApOs a ligacdo da particula viral a célula-alvo, ocorre a clivagem da
glicoproteina S de SARS-CoV-2, entre as subunidades S1 e S2, através da acédo de
proteases celulares, gerando uma mudanca conformacional e a ativacdo do
peptideo de fusdo, que mediara a fusdo do envelope viral com a membrana celular
(FEHR; PERLMAN, 2015; JAMISON et al., 2022).

Posteriormente, ocorre o desnudamento do RNA, com a liberagcdo do material
genético no citoplasma celular e, 0 RNA de SARS-CoV-2, de polaridade positiva, é
prontamente transcrito pela maquinaria celular, gerando um complexo favoravel a
producdo do RNA gendomico e subgendmico, atuante como RNA mensageiro
(mMRNA). Este serd traduzido para producdo de proteinas do virus, seguido da
montagem de novas particulas virais no Compartimento Intermediario Reticulo
Endoplasmatico-Golgi (Ergic), do transporte para a superficie celular e liberacéo por
exocitose (FEHR; PERLMAN, 2015; JACKSON et al., 2022; JAMISON et al., 2022).

Os sitios virais S e RBD séo importantes para infeccdo e propagacao viral,
afetando a transmissibilidade e a gravidade da doenca. Assim, o acumulo de
mutacdes nesses locais acarreta no aumento da afinidade de S e RBD com a ECA2,

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

2.4. PATOGENIA E SINTOMATOLOGIA

Inicialmente, pensava-se que a infec¢cdo por SARS-CoV-2 seria semelhante as
doencas causadas por outros coronavirus, afetando principalmente o trato
respiratorio superior, com possibilidade de gerar danos ao trato respiratério inferior,
até uma pneumonia grave; acometendo principalmente a populacéo idosa e pessoas
com comorbidades (MURALIDAR et al., 2020).

Todavia, pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 podem apresentar diversas
manifestacbes extrapulmonares, com afec¢des aos sistemas digestorio, circulatorio

(danos endoteliais, sindromes coronarianas agudas, disfuncéo e arritmia miocardica
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e complicacdes trombdticas), urinario (leséo renal aguda) e sistema neuroldgico, por
exemplo. Essa gama de sintomas pode-se explicar devido ao receptor ECA2 ser
expresso em varios tecidos extrapulmonares (GUPTA et al., 2020; YANG; YANG; et
al., 2020; CDC, 2022). A gravidade da COVID-19 est4 associada a sintomas como
dificuldade em respirar, falta de ar, dores no peito, perda de fala ou confusdo mental,
sendo recomendado que procure atendimento médico imediato (WHO, 2022).

O periodo médio de incubacdo do SARS-CoV-2 pode variar de 1 a 14 dias,
sendo qualquer pessoa passivel de desenvolver sintomas leves a graves, mas o
risco de gravidade e desfecho da doenca pode depender da carga viral exposta,
além de caracteristicas intrinsecas do virus, como transmissibilidade e viruléncia, e
do corpo humano, como imunidade e comorbidades, como doencas cardiacas,
pulmonares ou diabetes (YANG; WANG, 2020; CDC, 2022). O periodo de
convalescenca para casos leves de COVID-19 é de 1-2 semanas e para casos
graves € de até 6 semanas, podendo chegar a meses de recuperacdo. O periodo de
guarentena empregado pode variar de acordo com o status de vacinacdo, da
positividade do teste diagndstico e persisténcia de sintomas pelo paciente (CDC,
2022; KHAZAAL et al., 2022).

Mesmo apés a resolucdo da doenca, 0s pacientes podem apresentar sequelas,
complicagbes médicas ou persisténcia de alguns sintomas que duram semanas a
meses (LOPEZ-LEON et al., 2021). Quando esses efeitos ndo retornam a um
parametro basal saudavel dentro do periodo de 14 a 110 dias apdés a infeccao viral,
podem ser consideradas implicacdes de longo prazo da doenca, sendo sua
classificagdo como “COVID-longa” ou “sindrome p6s-COVID-19” (TENFORDE, 2020;
NALBANDIAN et al., 2021; MATTA et al., 2022) ou outras denominacgdes variadas,
como COVID-19 poés-aguda, sequelas pés-aguda da infecgcdo por SARS CoV-2
(PASC), efeitos a longo prazo da COVID (CDC, 2022). Dentre os sintomas
persistentes, cinco sdo mais prevalentes, como fadiga (58%), dor de cabeca (44%),
distarbio de atencdo (27%), queda de cabelo (25%) e dispneia (24%), de acordo
com Lopez-Leon e colaboradores (2021) e, de acordo com o CDC (2022), essas
manifestacbes sdo encontradas com maior frequéncia em pessoas que tiveram
COVID-19 grave.



39

2.5. IMUNOLOGIA DA COVID-19

A resposta imune inata e adaptativa € ativada pela infeccdo por SARS-CoV-2,
e pode resultar em resposta inflamatéria macica e quadros sintométicos graves da
doenca, podendo causar danos teciduais locais e sistémicos (ANKA et al., 2020). A
gravidade da COVID-19 estad relacionada ao recrutamento de células pré-
inflamatorias, como granulécitos e macrofagos, e no desencadeamento do
recrutamento de leucécitos e na liberacdo macica de citocinas pré-inflamatorias,
também chamada de tempestade de citocinas (Figura 7).

De uma forma geral, a infeccdo dos tecidos primarios é caracterizada pela
proliferacéo e liberacédo dos virus, morte celular, seguida do recrutamento de células
imunes, da geracdo de imunocomplexos e danos nos 6rgaos associados, podendo
gerar a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (ANKA et al., 2020;
DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT, 2021).

Estudos demonstraram a inducédo de proliferacdo de plasmocitos e células T
auxiliares foliculares (Tfh) circulantes (ANKA et al., 2020). Além disso, a estimulagdo
persistente do antigeno viral gera regulacéo positiva para marcadores de exaustéo
celulares, como NKG2A, em células NK e linfécitos T CD8+ citotoxicos de pacientes
com COVID-19, refletindo um declinio nas funcBes efetoras e na capacidade
proliferativa dessas células (DAVID et al., 2019; ANKA et al., 2020;).
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Figura 7. Imunologia da infeccdo por SARS-CoV-2.

As citocinas produzidas por células infectadas recrutam macrdfagos alveolares, que por sua vez
aumentam a permeabilidade vascular e recrutam outros componentes do sistema imunolégico,
configurando a resposta de fase aguda. A morte de células infectadas e imunolégicas gera dano

tecidual e edema alveolar, levando a hipdxia. A hiperativacdo das respostas imunes inata e

adaptativa induz a tempestade de citocinas. Esses fatores convergem para o desenvolvimento
progressivo da Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA).
Fonte: Adaptado de ANKA et al., 2020.

Uma resposta imune humoral robusta, dependente de células B, também é
desencadeada, conforme evidenciado pela deteccdo quase universal de anticorpos
especificos contra SARS-CoV-2 dos tipos 1gG, IgM e IgA e anticorpos IgG
neutralizantes (nAbs) nos dias apos a infeccdo (ANKA et al., 2020; HUANG et al.,
2020; LIU, A. et al., 2021). Estudos evidenciaram a soroconversao entre 7 e 14 dias
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apos o inicio dos sintomas em pacientes infectados por SARS-CoV-2, com titulos de
anticorpos persistentes por semanas mesmo apos a eliminacéo do virus (ADAMS et
al., 2020; ANKA et al., 2020; YANG; WANG, 2020).

Estudo realizado por Adams e colaboradores (2020) apontou a deteccao
sorologica de IgG especifica anti-proteina Spike de SARS-CoV-2 até 60 dias apos o
inicio dos sintomas, mas os titulos da imunoglobulina comecaram a diminuir 8
semanas apos o inicio dos sintomas. Isso € confirmado por outros estudos que
apontam que os niveis de IgG e de anticorpos neutralizantes comecaram a diminuir
dentro de 2 a 3 meses apos a infeccdo, com testes soronegativos em 40% dos
individuos assintométicos e em 12,9% dos sintométicos apds o inicio da fase de
convalescenca (LONG et al., 2020; LIU, A. et al., 2021).

A relacdo entre a presenca de anticorpos e a gravidade da doenca, causada
pelos coronavirus, no geral permanece incerta, embora alguns estudos suspeitem do
aumento de destruicao tecidual por efeito de respostas auto-reativas, geradas pela
maior apresentacao de proteinas do hospedeiro as células T ou B, que desencadeia
maior expansao clonal e producdo de citocinas (HUANG et al, 2020;
CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).

Ja& os anticorpos neutralizantes fornecem uma importante defesa imunolégica
especifica contra infeccbes virais em pacientes, visto que impedem a interacdo do
virus com o receptor da célula hospedeira (LIU, A. et al., 2021). O dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) da proteina S é altamente imunogénico, e 0s anticorpos
podem neutralizar essa ligacdo ao se ligarem no dominio (JU et al., 2020; LIU, A. et
al., 2021; VABRET et al., 2020). Uma correlacéo significativa foi relatada entre titulos
de anticorpos neutralizantes e os indices de IgG anti-SARS-CoV-2-RBD no soro de
pacientes, ou seja, a dosagem de IgG pode ser (til na avaliagdo da capacidade de
neutralizagdo do soro de pacientes com COVID-19, demonstrando a importancia da
imunidade humoral no bloqueio da ligacdo viral com o receptor das células
hospedeiras e o estabelecimento da infeccdo 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 numero elevado de casos e mortes gerados pela pandemia,
medidas eficazes de saude publica sdo consideradas de maior importancia para
contencdo da transmissdo do virus, além de estratégias inovadoras, como o
desenvolvimento de vacinas, reposicionamento de farmacos ou novas terapias
antivirais (MURALIDAR et al.,, 2020), associados a diagnosticos com bom
desempenho que permitem a identificacdo precoce dos pacientes, seu
acompanhamento e isolamento, além de entendimento epidemiolégico dos casos,
sendo uma medida de controle de risco (AMANAT et al., 2020). Como medida de
controle individual, tem-se a vacinacdo, o uso de mascaras e distanciamento social,
que protegem o individuo e outras pessoas das chances de uma maior

disseminacgéo do coronavirus (CDC, 2022).

2.6.1. TRATAMENTO

Pacientes com sintomas leves devem realizar o periodo de quarentena em
casa, com repouso, hidratacao 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 complicagbes, como
antiinflamatdrios esteroides e anticoagulantes (NIH, 2022).

O FDA emitiu autorizacdo de uso emergencial para trés tratamentos contra
COVID-19, os anticorpos monoclonais, uma combinacdo de dois farmacos
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 pais: Rendesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe, Evusheld® (cilgavimabe +
tixagevimabe), Paxlovid® e Molnupiravir (ANVISA, 2022).

2.6.2. VACINA

Outro pilar na estratégia de combate ao virus SARS-CoV-2 é o0
desenvolvimento de vacinas, regulamentadas para uso nacional pela ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), apos avaliacdo da eficacia e seguranca,
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cujas evidéncias estdo embasadas por estudos basicos e clinicos realizados
prioritariamente em instituicbes 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 autorizacdo para importacao
excepcional), compostas por RNA mensageiro sintético (MRNA) que codifica a
proteina Spike do SARS-CoV-2; Oxford/Covishield® (Fiocruz e Astrazeneca) e
Janssen Vaccine® (Janssen-Cilag), compostas por adenovirus que codifique ou que
apresente em sua particula viral a glicoproteina Spike de SARS-CoV-2 e,
Coronavac® (Butantan), composta por particula viral inativada de SARS-CoV-2
(BRASIL, 2022; FIOLET et al., 2022).

Vale ressaltar, que um estudo feito em Israel apontou que apos a reabertura do
lockdown e campanhas de vacinacéo efetivas, a incidéncia de infeccdo por SARS-
CoV-2 permaneceu baixa, sugerindo que a alta cobertura vacinal pode fornecer um
caminho sustentavel para a retomada da atividade normal (HAAS et al., 2021). De
uma forma geral, as vacinas contra COVID-19 tiveram alta eficacia contra a cepa
original do virus 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
vacinacdo, tiveram menor risco de morrer por COVID-19 em comparagdo com
pessoas ndo vacinadas, pessoas com uma série primaria e duas doses adicionais ou
de reforco tiveram taxas de mortalidade mais baixas, seguidas daquelas com apenas
uma dose adicional ou somente com a série priméaria (CDC, 2022; WATSON et al.,
2022). Até maio de 2022, apenas 57 paises tiveram 70% da sua populacéo
vacinada, sendo a maioria paises de alta renda, e quase um bilhdo de pessoas em
paises de baixa renda ndo tinham tido acesso a vacina. Somado a isso, alguns
paises ndo possuem politicas publicas de incentivo a vacinacdo aliadas a
desinformacéo da populacdo que gera hesitacao para o ato de vacinar (WHO, 2022).
Estudos clinicos demonstram a correlagédo entre a menor carga viral do SARS-CoV-2
em individuos vacinados e a menor possibilidade de infecgdo por outras pessoas,
dificultando a propagacéao viral. A vacinacdo contra COVID-19 permanece sendo

uma ferramenta importante para diminuir a propagacdo do virus e a taxa de
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infeccdo, além de diminuir o risco de gravidade da doenca, aliados a

comportamentos responsaveis de protecao (VITIELLO et al., 2021).

2.6.3. DIAGNOSTICO

A detecc¢éo precoce do SARS-CoV-2 é uma das intervenc¢des principais para o
controle da disseminacao do virus (HU et al., 2020; LEE et al., 2020). O teste ideal
para diagnéstico deve ser selecionado com base na situacéo clinica do paciente e
na apresentacdo inicial dos sintomas (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).
Exames que detectem os sinais e sintomas da doenca sdo importantes para o
diagnéstico da doenca, como a tomografia computadorizada de térax, 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 rapido
desenvolvimento de testes de diagndstico in vitro (IVD) especificos para o virus
(YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021). Os testes de IVD para COVID-19 podem ser
qualitativos e/ou quantitativos, sendo agrupados como testes diretos, que detectam
acido nucleico do virus ou proteinas virais antigénicas, e testes indiretos ou
imunoldgicos, que visam a avaliagdo da resposta imune frente a infeccdo pelo
SARS-CoV-2 ou a vacinacdo, cada um desempenhando papéis distintos em
estabelecimentos de saude, point-of-care (POC) ou testes epidemiolégicos em larga
escala (AMANAT et al., 2020; WEISSLEDER et al., 2020; YANG et al., 2020; CDC,
2022). Os ensaios moleculares tém sido o padrdo-ouro para deteccao direta de
material genético viral em individuos infectados, somados ao teste de point of care
de antigeno. A deteccdo da produgdo de anticorpos IgG, IgM e IgA, juntamente com
0 RNA/antigeno viral auxiliam no diagnostico da infeccdo por SARS-CoV-2 (ANKA et
al., 2020; DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT, 2021).

Biomarcadores virolégicos (RNA viral e antigenos) e imunolégicos (anticorpos)
servem como alvos diagnésticos com diferentes e aplicagbes complementares, ja
gue sao evidentes em momentos distintos no percurso da histéria natural da doenca
(Figura 8) (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Assim, cada teste diagndstico
possui sua janela de deteccdo e, independente da técnica utilizada, € importante
conhecer seu desempenho, limitacdes e aplicagBes para utiliza-lo adequadamente
(FDA, 2021; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).
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Figura 8. Biomarcadores durante a infeccéo 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 detectavel por um
tempo em alguns pacientes imunossuprimidos. Os antigenos virais se tornam detectaveis também
proximo ao inicio dos sintomas, mas decaem se forma mais rapida em comparagdo ao RNA viral. Em
contraste, as imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 se tornam detectaveis de forma confiavel a partir de
2 ou mais semanas apds o inicio dos sintomas, decaindo apos 2 meses do inicio dos sintomas (IgM)
ou persistindo além desse periodo (IgG). Fonte: Adaptado de CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT,
2022

2.6.3.1. Diagnostico direto

Os testes diretos, ou testes virais, englobam dois tipos de testes: os testes de
amplificagéo de acido nucleico (NAATSs - do inglés, Nucleic Acid Amplification Tests),
que visam a deteccdo do material genético do microrganismo causador da doenca e
os testes de antigeno, que buscam identificar componentes da particula viral, como
proteinas (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021; FDA, 2022), ambos realizados em
amostras de swab nasal ou saliva (ALVES et al., 2021). A aplicacdo dos testes
diretos deve ser realizada no periodo de 3 a 7 dias do inicio dos sintomas para

maximizar a sensibilidade, com declinio da deteccdo do RNA viral durante 2 a 3
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semanas e dos antigenos virais, aproximadamente 1 semana apds 0s sintomas
(CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).

Os NAATSs séo testes diagnosticos que detectam &cidos nucleicos a partir da
amplificacdo do material genético do virus, quando presentes na amostra do
individuo. Esse processo de coOpias sucessivas permite a deteccdo de pequenas
guantidades de RNA de SARS-CoV-2, e pode ser feito de diferentes formas, como a
reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-gPCR) ou por
amplificac@o isotérmica, como Amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP)
(KASHIR; YAQINUDDIN, 2020; ALVES et al., 2021; CDC, 2022; PU et al., 2022).

A deteccdo do RNA viral do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratorio,
por RT-gPCR tem sido a principal estratégia diagnostica de COVID-19 em sua fase
aguda. Essa metodologia tem alta sensibilidade e especificidade para SARS-CoV-2
guando realizada de maneira correta, porém a insuficiéncia de RNA viral na amostra
ou a ndo realizacdo de forma correta da coleta pode levar a resultados falsos
negativos e/ou falsos positivos (LEE et al., 2020, FDA, 2022). Na realidade clinica, a
sensibilidade do teste pode variar, podendo atingir cerca de 10% de resultados falso-
negativos entre pessoas infectadas, devido a janela de deteccdo da doenca, clinica
variavel 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, s&o
necessarios capacitacdo dos profissionais e equipamentos especificos para a
realizacdo dos testes, muitas vezes onerosos, podendo limitar seu emprego aos
laboratorios de maior porte (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021).

Além disso, os testes podem ser do tipo teste-rapido, que séo realizados no
local do atendimento (do inglés point-of-care - POC) ou do tipo autoteste, que podem
ser feitos em casa ou em qualquer lugar, com resultados rapidos e faceis de usar,
como testes de antigeno, imunocromatograficos, e alguns tipos de NAATs. Ja o0s
testes laboratoriais, que incluem RT-gPCR e outros tipos de NAATs, podem levar
horas ou dias para serem concluidos (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021; CDC,
2022; FDA, 2022). As lacunas quanto ao teste direto permanecem, particularmente,
na triagem de diferentes momentos da infecgdo, incluindo casos assintomaticos e 0s
ja convalescentes (LEE et al., 2020; FDA, 2022). Cobrir essa lacuna, com o
desenvolvimento de testes diagndsticos rapidos, ndo invasivos e eficientes, é

epidemiologicamente muito importante, pois auxiliaria na vigilancia, no
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monitoramento da disseminacdo do virus, e nas melhores estratégias publicas

quanto as medidas de controle da pandemia.

2.6.3.2. Diagnoéstico indireto

Os testes indiretos ou imunolégicos, mais conhecidos como testes soroldgicos,
devido ao uso comum do soro como amostra, sdo utilizados para a deteccao de
anticorpos contra SARS-CoV-2 (CDC, 2022) e seu valor clinico depende da
compreensao da resposta imune do hospedeiro durante a infeccdo (ZHAO et al.,
2020). Os ensaios imunolégicos nos permitem avaliar de maneira qualitativa e/ou
quantitativa a resposta do sistema imune frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2 ou pela
vacinagdo. Sao Uteis, também, em estudos epidemiolégicos em determinadas areas,
permitindo uma vigilancia populacional e estimativa da taxa de letalidade da
infeccdo, além da avaliacdo de um potencial risco individual (AINSWORTH et al.,
2020; AMANAT et al., 2020). Inclusive, permite a avaliacdo de possiveis doadores
para a geracao de terapias de soro/plasma convalescentes, como evidenciou um
estudo publicado por Amanat e colaboradores (2020).

O processo de desenvolvimento de anticorpos no individuo (imunoconversao)
pode ser detectado no soro (soroconversao) cerca de 1 a 2 semanas apos a
infeccdo (ADAMS et al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Assim, a
sensibilidade e a especificidade dos testes podem ser diminuidas quando a amostra
€ coletada em periodos iniciais da doenca, visto que a resposta imune do paciente
infectado se encontra em desenvolvimento inicial.

Diferentemente de coletas feitas 20 dias apés o aparecimento dos primeiros
sintomas, que podem favorecer o desempenho dos testes imunologicos (ADAMS et
al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).

Os testes imunolégicos para COVID-19 atualmente incluem o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), imunoensaio de quimioluminescéncia (CLIA) e
imunoensaio de fluxo lateral (LFIA) (GONG et al., 2021). Embora ndo sejam capazes
de detectar o antigeno diretamente, os testes sorolégicos apresentam aplicacbes
altamente relevantes (AMANAT et al., 2020).

O teste de ELISA é o teste soroldgico classico mais utilizado, permite testar um
grande namero de casos suspeitos em um curto periodo de tempo e pode ter seus
valores de desempenho melhorados pela variagdo dos antigenos e reagentes
utilizados e determinacao do cutoff (GONG et al., 2021). O teste CLIA é semelhante
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ao ELISA, porém utiliza uma reacdo quimica 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). Ja os
testes rapidos ou POC de anticorpos, sao projetados para detectar qualitativamente
a presenca de IgM, IgG ou anticorpos totais para SARS-CoV-2 nas amostras
(ADAMS et al., 2020). Porém sao mais propensos a fornecer resultados falso-
negativos e falso-positivos do que outros métodos (GONG et al., 2021).

Os testes sorologicos dependem de antigenos com boa afinidade para avaliar a
presenca 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 proteina S, que € a proteina viral mais exposta, 0 seu dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) e a proteina N, que € abundantemente expressa durante
a infeccdo (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 analitico na deteccdo de
IgA, 1gG e IgM anti-SARS-CoV-2 em pacientes com infec¢ao tardia (19 a 41 dias),
principalmente pela metodologia de ELISA (NUCCETELLI et al., 2020). Analises
longitudinais revelaram que anticorpos anti-SARS-CoV-2 do tipo IgM e IgG se
desenvolvem entre 6 a 15 dias apds o inicio da doenca, sendo que anticorpos IgM
decairam em poucas semanas ap0s 0s primeiros sintomas, enquanto 0s anticorpos
IgG apresentaram aumento nas 3 primeiras semanas desde o inicio dos sintomas,
com permanéncia relativamente estavel de 60 até 100 dias apds o inicio dos
sintomas, tanto para SARS-CoV-2 (ADAMS et al., 2020) quanto para outros CoVs
endémicos (HUANG et al., 2020).

Em relacdo 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 tém maior duracdo e sdo mais adequados em
estudos de sorovigilancia (OKBA et al., 2020). BEAVIS e colaboradores (2020)

avaliaram um teste sorolégico e obtiveram, em relacdo ao teste de PCR,
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concordancia de 90,5% e 100% para deteccdo de IgA e IgG, respectivamente, em
amostras coletadas a partir de 4 dias apds o diagndstico de COVID-19 confirmado
por PCR (BEAVIS et al., 2020).

2.7. AMOSTRAS BIOLOGICAS

Diferentes amostras ja foram utilizadas para deteccdo de material genético de
SARS-CoV-2, dentre elas: sangue, saliva, urina, swab nasofaringeo, escarro, fezes e
swab anal; com taxas variadas de positividade. O emprego multi-amostra no
diagndstico pode melhorar sua precisdo e reduzir a taxa de falsos negativos, além
de facilitar a orientacdo quanto ao tratamento clinico 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 imunoldgicos, porém sua coleta pode ser
especialmente desafiadora em alguns ambientes, como &reas rurais, com recursos e
acesso limitados a saude, jA& que requer materiais especificos para aquisicao e
processamento da amostra, além de um flebotomista treinado para o processo
(WHO, 2010; CDC, 2020b).

A puncgédo venosa é um procedimento invasivo, podendo aumentar o risco de
infec¢des acidentais por exposicdo a patdgenos transmitidos pelo sangue (ADAMS
et al.,, 2020; NAGAOKA et al., 2021), além da dificil coleta em bebés ou criancas
pequenas, ou de casos nos quais 0s pacientes ndo desejam fornecer sua amostra
de sangue por motivos pessoais ou religiosos (EAMUDOMKARN et al., 2018).

As manchas de sangue a seco coletadas por punc¢do no dedo ou no calcanhar
sdo uma alternativa minimamente invasiva com potencial para resolver alguns dos
desafios logisticos associados a pungdo venosa e oferecem as vantagens de
estabilidade da amostra e possibilidade de autocoleta (WALKER et al., 2021),
evidenciando a necessidade de estudos que busquem opcdes de amostras
bioldgicas aplicaveis para diagndstico, mais praticas na coleta e no processamento,
além de estabilidade consideravel.

Paralelamente, o uso da urina para a triagem de anticorpos sensiveis seria
bem mais conveniente para a pratica clinica e triagem em massa, uma vez que tal
amostra é naturalmente expelida por todas as pessoas, independentemente da
idade, do sexo e da religido, além de ter uma coleta ndo invasiva, simples e segura
(EAMUDOMKARN et al., 2018).
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2.7.1. Urina

A urina é um fluido corporal potencialmente Util para testes sorolégicos por ser
de facil 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 presenca de IgD, IgG e IgA na urina
normal, no entanto, IgM ndo estava presente. Postulou-se que macromoléculas
grandes, como anticorpos IgM, ndo poderiam passar pelo filtro glomerular em
condicbes normais; entretanto, a proteina IgM em sua forma monomeérica foi
detectada em algumas infeccdes virais (BURDON, 1971). Outro estudo também
relatou a auséncia de deteccao de IgM na urina, enquanto IgA e 1gG apresentaram
cinéticas semelhantes de deteccdo comparativamente a saliva e soro, embora o0s
valores obtidos tenham sido inferiores aos observados no soro (VAZQUEZ et al.,
2007).

Os avancos na tecnologia propiciaram andlises mais apuradas dos
constituintes de misturas complexas, como a urina (JIA et al., 2009). As proteinas da
urina sdo compostas principalmente por proteinas derivadas da filtracdo do plasma e
secrecdo do sistema urinario, podendo ser consideradas como representantes da
composigao proteica da saida dos rins. No entanto, também ha proteinas derivadas
de outras fontes a jusante do rim, como secrecdo por células epiteliais ou de
glandulas, como as prostata (JIA et al., 2009; ZHAO et al., 2017), o que corrobora
com o0s estudos anteriores que evidenciaram a presenca de imunoglobulinas na
urina.

Estudos tém mostrado que o diagnéstico baseado na pesquisa de anticorpos
na urina é viavel. A deteccdo de anticorpos na urina tem sido sugerida como uma
técnica alternativa e ndo invasiva para diagnosticar doencas, como filariose (ITOH et
al., 2001), hepatites A e C (JOSHI et al., 2002), esquistossomose (ITOH, MAKOTO
et al., 2003), dengue (VAZQUEZ et al., 2007), estrongiloidiase (EAMUDOMKARN et
al., 2018), infecgcéao por Helicobacter pylori (GONG; LI; YUAN, 2017), leishmanioses
(EJAZI et al., 2016; ASFARAM et al., 2018), dentre outras doencas (NAGAOKA et
al., 2021). O uso da urina na pesquisa de biomarcadores proteicos se reafirma com
o trabalho de Abeijon et al. (2020), que obtiveram o6timos 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 soroldgicos, que avaliem a reacdo do sistema imune do individuo
ao patdégeno, um estudo feito por Eamudomkarn e colaboradores (2018) empregou
amostras de fezes, sangue e urina, coletadas simultaneamente de individuos
residentes de area endémica, para avaliacdo do desempenho diagnostico por ELISA
indireto para estrongiloidiase, obtendo valores de acuracia semelhantes entre urina
e soro.

A correlacdo entre os niveis de anticorpos no soro e na urina sugere que 0S
anticorpos na urina sejam derivados do soro (VAZQUEZ et al., 2007). Embora a
concentracdo de anticorpos na urina seja cerca de 4.000 a 10.000 vezes menor
guando comparado ao soro (KATSURAGI et al., 1998; ZHAO et al., 2017), é possivel
medir 0s anticorpos gquantitativamente usando o método de ELISA (urina ELISA)
(ITOH et al., 2001), podendo ter diversas aplicacbes, como seu uso para estudos
epidemioldgicos de variadas doencas (NAGAOKA et al., 2021).

2.8. PROBLEMATICA

Devido a pandemia e ao crescente niumero de casos, somados as mutacdes e
novas variantes do virus, que apresentam maior transmissibilidade e potencial de
burlar a protecdo vacinal, ocorre uma demanda elevada por testes diagndsticos
disponiveis com altos indices de sensibilidade e especificidade (WHO, 2022). Além
disso, nos paises de baixo e médio desenvolvimento, observa-se uma subnotificacdo
importante de casos, principalmente, devido ao alto custo para realizacao de testes
moleculares, que sao direcionados apenas para casos de maior gravidade nos
setores publicos (OPAS/OMS, 2022).

Os testes diagnosticos diretos e indiretos sdo complementares, sendo 0s
primeiros aplicaveis no periodo de 3 a 7 dias do inicio dos sintomas, periodo em que
possuem melhor indice de sensibilidade, sendo prejudicada com o passar dos dias
apos inicio dos sintomas, contrapondo aos testes imunoldgicos que detectam com
maior confiabilidade as imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 depois de 2 ou mais
semanas apos o inicio dos sintomas (CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022).

Os testes imunolégicos podem, entdo, identificar individuos que desenvolveram
imunidade apds convalescenca da doenca, contribuindo significativamente para os
estudos epidemioldgicos, além de fornecer um parametro de avaliacdo do sistema

imune dos individuos com suas amostras analisadas, seja por uma infeccao



52

pregressa ou exposicdo vacinal (AMANAT et al., 2020; KHAZAAL et al., 2022). Com
ISSo, um acompanhamento longitudinal permitiria maior entendimento da evolugéo
da doenca. Amostras de urina contém nivel significativo de anticorpos para serem
dosados e sua coleta é nao invasiva, pratica e segura, sendo um espécime potencial
biolégico para testes imunolégicos (NAGAOKA et al., 2021).

Os ensaios imunolégicos também tém sido relevantes para pacientes que
procuram atendimento médico com complicacfes tardias da doenca e persisténcia
de sintomas causados por COVID-19 (ZHAO et al., 2020; MATTA et al., 2022).
Somado a essas necessidades, a otimizacdo dos testes diagnosticos sdo Uteis
especialmente em paises em desenvolvimento e em investigacdes epidemioldgicas
de larga escala. O emprego de sistemas procariéticos na producao de antigeno, em
detrimento de sistemas eucaridticos, apresenta vantagens, como maiores taxas de
produtividade, menor tempo de producdo, 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
diagndstico in house para a COVID-19, baseado na plataforma de ELISA, a partir da
deteccdo de anticorpos especificos em amostras de urina, com a utilizacdo das
proteinas recombinantes do Nucleocapsideo (N) e Spike (S) do SARS-CoV-2.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso da urina como amostra bioldgica para teste diagnostico de

anticorpos especificos contra SARS-CoV-2 utilizando proteinas especificas do virus

como antigeno.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar amostras de urina e soro de individuos categorizados clinicamente e

laboratorialmente para presenca ou ndo de infec¢cao por SARS-CoV-2;

Identificar a presenca de anticorpos especificos anti-Nucleocapsideo e anti-
Spike de SARS-CoV-2 em amostras de urina de pacientes sintométicos e com
RT-gPCR confirmatério para SARS-CoV-2;

Avaliar a sensibilidade e especificidade do teste imunoldgico, baseado na
deteccdo de anticorpos especificos de SARS-CoV-2 em plataforma de ELISA

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

Determinar a curva de conversao imunologica de IgG em amostras de urina com

diferentes dias de coleta e comparar a conversdo de amostras de soro;

Avaliar a utilizagdo da urina como material biolégico a ser empregado no

diagnostico da COVID-19 baseado na deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2;

Estabelecer em urina nova metodologia para diagnéstico da COVID-19 utilizando
plataforma de ELISA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado durante o periodo de Agosto de 2020 a julho de 2022
(Figura 9), desde a idealizacdo do projeto, aprovacdo do comité de ética,
identificacdo da populacdo do estudo, coleta de amostras, realizacdo dos
experimentos, analises estatisticas e producao cientifica.

Amostras de urina e soro foram coletadas de pacientes/individuos que
cumpriam os critérios do projeto, eram nao vacinados contra o virus SARS-CoV-2 e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TLCE). As amostras
foram armazenadas no Laboratério 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 sorologicos foram realizados no CT-Vacinas, as
analises estatisticas e producéo cientifica foram realizadas no LIMT.

08/2020 10/2020-
Aprovacao 12/2021 10/2020-
comité de
ética Identificacéo 12/2021 01/2021-
dos individuos
para o estudo Coleta das 03/2021 02/2021-
amostras - : N
TCLE Padronizagéo 06/2022 02/2021-
da ELISA - — I\
urina Realizacdo 06/2022
das ELISAS
. Analises
urina X soro

estatisticas

Figura 9. Fluxograma da execucao do projeto.
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4.2. POPULACAO DO ESTUDO

4.2.1. Comité de Etica

A pesquisa desenvolvida compds um projeto guarda-chuva intitulado
“Caracteristicas clinicas, de imagem pulmonar e laboratoriais de pacientes com
infeccdo por SARS-CoV-2 admitidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais”, aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), com o protocolo CAAE 30437020.9.0000.5149 (ANEXO ).

Todos os participantes eram adultos, de ambos 0s sexos, assinaram o0 Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e receberam uma cépia do mesmo.
Pacientes hospitalizados foram recrutados no Hospital das Clinicas da UFMG (Belo
Horizonte, Brasil) e no Hospital Santa Helena (Betim, Brasil) e individuos néo
hospitalizados foram recrutados por meio de busca ativa na populacdo geral (Belo
Horizonte, Brasil).

Os pacientes que procuraram atendimento hospitalar apresentando sintomas
respiratorios ou caracteristicos de COVID-19 foram avaliados pelo médico assistente
e incluidos neste estudo apds confirmacao de teste qRT-PCR positivo para SARS-
CoV-2. Pacientes néo hospitalizados que apresentaram sintomas leves de COVID-
19 e testaram positivo para SARS-CoV-2 por qRT-PCR também foram incluidos
neste estudo.

Também incluimos amostras negativas ndo pareadas, coletadas em periodo a
anterior a 2019, do inicio da pandemia, que foram denominadas no projeto
“‘negativas pré-covid”, além de amostras chamadas “negativas pos-covid”, de
individuos que mantiveram rigorosa quarentena e nao tiveram quaisquer sintomas,

sendo considerados teoricamente negativos.

4.2.2. Amostras
O projeto foi desenvolvido pela captacdo individuos ndo vacinados contra o
virus SARS-CoV-2, com a utilizacdo de amostras de urina e soro (n=209 e n=187,
respectivamente) nos experimentos frente a proteina rSARS-CoV-2 N. Ja as
proteinas rSARS-CoV-2 S1-NGlic e RBD-NGIlic 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
inclusao no estudo (dia 1) e, sempre que possivel, também nos dias 3, 7 e 14 apds o
recrutamento, para avaliagéo longitudinal, variando-se o dia ap0s inicio dos sintomas
correspondente para cada paciente. Amostras de urina e soro de individuos nao
hospitalizados, que testaram positivo para infeccdo por SARS-CoV-2 por RT-gqPCR,
foram coletadas entre 20 e 60 dias do inicio 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 pos-COVID-19” foram coletadas durante o periodo da pandemia
(2020-2022) de individuos saudaveis que mantiveram uma quarentena rigorosa e
que nao apresentaram nenhum sintoma da doenca, 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 periodo do dia e sem um tempo fixo de retencdo, mas era
aconselhada a coleta da urina da manha ou ap6s um periodo médio de retencdo de
4 horas, quando possivel. Utilizaram-se frascos estéreis de 80 mL para coleta de
urina e o contetdo foi transferido para tubos de 15 mL contendo azida sdodica
(71289, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) em concentracdo final de 0,1% (v/v). Os
tubos foram transportados em temperatura ambiente e armazenados a temperatura
de 2 a 8 °C até a utilizacdo. As amostras de urina pré-COVID-19 foram coletadas
anteriormente a 2019 e mantidas sob regrigeracéo (2 a 8 °C) até o uso.

As amostras de sangue foram coletadas através de puncao 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 conicos do tipo eppendorfs a -20 °C, até o uso.

4.3. OBTENCAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Os genes gue codificam as proteinas do Nucleocapsideo (N) e Spike (S) de
SARS-CoV-2 (MT126808.1) foram sintetizados em vetor de expresséo heterdloga. O
vetor pET-24a (+) contendo os insertos correspondentes as sequéncias da proteina
N (QIG56001) e da proteina 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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B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) (0,5 mM) por 4 h a 37°C para expressao de
proteinas recombinantes.

As proteinas N e S recombinantes foram purificadas por cromatografia de
afinidade usando colunas de niquel em um sistema AKTA prime plus (GE
Healthcare, EUA), visto a inclusdo de cauda de histidinas nas proteinas apos sua
expressao e purificacdo. A proteina N foi purificada da porcéo soluvel, enquanto a
proteina S, da fracdo insoltvel, com adicdo de 8 M de ureia. SDS-PAGE 12% foi
realizado para avaliar a pureza da proteina recombinante.

A proteina parcial rSARS-CoV-2 Spike, expressa em células CHO de mamifero
foi adquirida comercialmente (FPZ0540, Fapon Biotech Inc). As sequéncias de
aminoacidos das proteinas recombinantes expressas no sistema procariotico,
denominadas aqui, S1-NGlic e RBD-NGIlic e expressas no sistema eucaridtico,
denominado aqui, S-Glic, foram comparadas por alinhamento com a sequéncia de

aminoéacidos da proteina Spike de SARS-CoV-2.

4.4. ELISA
A metodologia de ELISA foi realizada de acordo com Bagno e colaboradores
(2021; 2022), seguindo as condicdes experimentais ideais para cada tipo de proteina
recombinante utilizada, rSARS-CoV-2 N, rISARS-CoV-2 S glicosilada e rSARS-CoV-2
RBD e rSARS-CoV-2 S1 néo glicosiladas, e para cada amostra, urina ou soro.

4.4.1. Amostras de urina

Primeiramente, foi realizada uma curva de titulacdo para a determinacdo da
concentragdo das proteinas recombinantes N e S de SARS-CoV-2 (50 a 1000 ng),
diluicdo de urina (1:1 e sem diluicdo) e conjugado anti-IgG humano (1:80.000 a
1:2.500) mais apropriados, em diferentes tempos de incubacgéo (30 a 60 min). Apos
a titulacdo, os melhores parametros para as proteinas recombinantes e cada tipo de
amostra foram aplicados na ELISA, utilizando maior nUmero de amostras.

Placas de poliestireno (High binding 96-well polystyrene microplate - Corning,
Merck, Germany, catalog number: CLS2592) foram revestidas com as proteinas
recombinantes diluidas em tampdo carbonato por 16 h a 4°C. 400 ng de
antigeno/poco de cada proteina recombinante N e S (rSARS-CoV-2 S1-NGlic, RBD-
NGlic ou S-Glic). Apdés a sensibilizacdo, fez-se o bloqueio utilizando 200 pL de
solugéo 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 pL
de urina ndo diluida por 1 h a 37 °C. As placas foram lavadas 5 vezes utilizando
PBS-T e posterior incubacdo com 100 pL de anticorpo anti-lgG humano conjugado
com peroxidase, na diluicdo de 1:10000 para a proteina N (A0170, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, EUA) e para a proteina S (A18811, Invitrogen), em PBS-T por 1 h a 37 °C.
Novamente, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e as reagdes foram
reveladas usando solugdo cromogénica TMB (3,3',5,5;tetrametilbenzidina, Moss,
EUA) durante 30 min e no escuro. A reacéo foi interrompida adicionando H,SO,4 (0,5
M) e a densidade optica (DO) foi lida em espectrofotbmetro para microplacas de
ELISA (Multiskan Go), a A450 nm.

4.4.2. Amostras de soro

Para validacdo do ensaio foi realizada uma comparacédo da eficiéncia 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
sensibilizacdo das placas foi realizada utilizando 400 ng de cada uma das proteinas
recombinantes N e S, (S1-NGlic, RBD-NGIlic ou S-Glic), com a diluicdo de soro
(1:100) e anticorpo anti-lgG (Fapon) 1:10000, com tempos de incubacéo de 30 min
cada.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

O tamanho amostral utilizado foi de conveniéncia e as andlises foram feitas
utilizando o programa GraphPad Prism (versédo 8.0 para Windows). As distribuicdes
de valores (média + desvio padréo, conforme indicado) foram obtidas para variaveis
continuas, enquanto as categoricas foram avaliadas como proporgbes. O
desempenho diagnostico foi avaliado pela estimativa de sensibilidade,
especificidade, area sob a curva e indice de Youden. Os intervalos de confianca (IC)
foram definidos com nivel de confianga 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 equagdes: 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 trés desvios
padrdo (DP) para a proteina N ou dois desvios padrdo (proteina S) somados a
densidade optica (DO) (450 nm) média das amostras de urina ou soro

verdadeiramente negativas para a proteina N ou S:

cut-off = Xneg + 3 (DPneg) para Proteina N
cut-off = Xneg + 2 (DPneg) para proteina S

Xneg: Média de DO das amostras negativas (DO)
DPneg: desvio padrao de DO das amostras negativas

O valor index (1) de cada amostra foi calculado de acordo com a equagéo:
| = (DO 450nm) / (cut-off)

Os resultados foram classificados segundo valores de Index: ndo reativos ou
negativos (I < 0,8), indeterminados (0,8 < | < 1,1) e reativos ou positivos (I = 1,1). As
curvas ROC foram construidas a partir dos valores de index das amostras positivas
versus negativas (negativas pré e pés-COVID-19) para as proteinas N e S, sendo
analisados trés fragmentos distintos da mesma proteina recombinante Spike (S1-
NGlic, RBD-NGlic e S-Glic).

A correlacdo entre as proteinas rSARS-CoV-2 RBD-NGIlic e S1-NGlic versus
rISARS-CoV-2 S-Glic foi realizada utilizando amostras pareadas de urina e soro e
comuns para as trés proteinas rSARS-CoV-2 Spike. Amostras de pacientes com
COVID-19 (n=44) e doadores saudaveis (n=31) foram incluidas na andlise
comparativa das proteinas expressas em sistema procariético (rSARS-CoV-2 RBD-
NGlic e rSARS-CoV-2 S1-NGlic) a proteina comercial expressa em sistema
eucariotico (rSARS-CoV-2 S-Glic).



62

RESULTADOS



63

5. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo divididos em 2 capitulos:

- Capitulo 1: resultados obtidos para a proteina recombinante do Nucleocapsideo
(N) de SARS-CoV-2.

- Capitulo 2: resultados obtidos para as proteinas recombinantes Spike (S) de
SARS-CoV-2.
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CAPITULO 1 - PROTEINA DO NUCLEOCAPSIDEO (N)
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5.1. CAPITULO 1 - Proteina do Nucleocapsideo (N)

Os individuos pertencentes ao estudo foram caracterizados quanto a idade e
ao sexo, e para os pacientes, também o tipo de hospitalizacdo (Tabela 1).

Para avaliagdo do uso de urina como amostra no ensaio de ELISA frente a
proteina rSARS-CoV-2 N foram incluidos 139 pacientes adultos hospitalizados ou
nao hospitalizados, apos confirmacdo positiva da infeccdo por SARS-CoV-2 por
gRT-PCR. Os pacientes hospitalizados recrutados para este estudo representaram
16,3% do numero total de pacientes confirmados para COVID-19 admitidos durante
o periodo de coleta nos hospitais do estudo. Foram coletadas 209 amostras de urina
e 187 de soro, de forma pareada quando possivel, e que variaram desde o 2° ao 60°
dia do inicio dos sintomas.

Também incluimos amostras negativas ndo pareadas coletadas antes de 2019
(n=19) e de individuos que mantiveram um regime rigoroso de quarentena e que nao
apresentaram nenhum sintoma de COVID-19 (n=11), sendo total de 30 amostras

negativas.

Tabela 1. Caracterizacao demografica da coorte do estudo.

Individuos Pacientes ndo Pacientes
Caracteristicas saudaveis hospitalizados hospitalizados *
(n=30) (n=11) (n=128)
Idade, média (+ DP) 40,5+ 16,6 451+5 62 +21
Sexo feminino, % 75 45,5 41,8
Enfermaria, % 0 0 29,75
Admissao na UTI, % 0 0 70,35

Legenda: DP, desvio padréo; UTI, unidade de terapia intensiva.
*Os pacientes hospitalizados recrutados para este estudo representaram 16,3% do numero total de

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

A avaliacdo da pureza da proteina recombinante do Nucleocapsideo (N) foi
realizada através de um gel SDS-PAGE a 12%, como evidenciado na Figura 10.

kDa 1 2
66 —
45 — —

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

Canaleta 1: Peso molecular (Biorad® Broad-Range) e Canaleta 2: Proteina recombinante N de
SARS-CoV-2.

5.1.2. Deteccédo de anticorpos especificos 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 apds inicio dos sintomas, 187 amostras de urina
reagiram com a proteina 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. Avaliacdo da presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de

urina.
Amostra positiva * Amostra negativat
(Controle)
Index positivo (>1,1) 187 (90%) -
Index indeterminado (0,8 a 1,1) 15 (7%) 4 (13%)
Index negativo (<0,8) 7 (3%) 26 (87%)
Total de amostras 209 (100%) 30 (100%)

Legenda:

* Amostras positivas sdo coletadas de 139 pacientes positivos para qRT-PCR, em diferentes dias de
inicio dos sintomas.

T Amostras negativas coletadas antes de 2019 foram consideradas verdadeiramente negativas e
chamadas de “pré-COVID-19”. Amostras negativas de individuos que mantiveram um regime rigoroso
de quarentena e ndo apresentaram nenhum sintoma foram consideradas teoricamente negativas e
chamadas de “pés-COVID-19”.

Das 209 amostras, 11 individuos eram pacientes ndo hospitalizados e com
sintomas leves, destas, 9 apresentaram valores index positivos (n=9) e 2
indeterminados (n=2), mas todos obtiveram index 20,9. Nenhuma das amostras de
urina obtidas de controles negativos pré e po6s-COVID-19 (n=19 e n=11,
respectivamente) reagiu com a proteina 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 ndo hospitalizados, de acordo com o

dia ap6s o inicio dos sintomas, por ELISA utilizando urina.

Individuos nao

hospitalizados Dias aPés inicio Index

dos sintomas (Valor)*
(n=11)

1 20 2,5

2 60 11,3

3 30 1,5

4 30 0,9

5 60 1,4

6 21 11

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. Avaliacdo da conversdo imunoldgica de IgG

Uma avaliacéo seriada de anticorpos IgG foi realizada em amostras de urina e
soro de 44 pacientes nos dias 1, 3, 7 e 14 apds sua inclusdo no estudo. A
imunoconversdo para a proteina SARS-CoV-2 N foi observada na urina, com
aumento dos niveis de IgG apds o inicio dos sintomas, que, no entanto, variou de

acordo com o paciente (Figura 11).
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Convers&o imunoldgica de IgG de Proteina N SARS-CoV-2
(Urina)

Index (1) Log2
s

0-25 I 1 I ] 1 | 1 Ll 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dias ap6s inicio dos sintomas

Figura 11. Gréfico representativo da conversao imunologica dos anticorpos IgGs
contra SARS-CoV-2 na urina.

Os pacientes sao representados pelas linhas interligadas pelos pontos (amostra coletada em
diferentes dias de inicio dos sintomas). Os valores de index plotados (I) estéo relacionados a razao de
absorbancia 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 conversado imunoldgica ocorre
com pequena variacdo 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 razdo DO/cut-off gera
valores de index proporcionalmente mais discrepantes para cada amostra,
melhorando a visualiza¢édo qualitativa do resultado.

Para os pacientes dos quais foi coletada apenas uma amostra, nao foi possivel
determinar o dia, em relagdo ao inicio dos sintomas, em que ocorreu a conversao
imune e, assim, so foi possivel determinar se eram positivos ou negativos no dia da

coleta da amostra.



IgG Paciente 1

URINA

157 = SORO

5] -~

Inde {f)

AT A21
Dias apos inicio dos sintomas

IgG Paciente 5

URINA
10 1 -= S0RO

Index {f)

A1 A2 A3 AT A2
Dias apds inicio dos sintomas

lgG Paciente 7
10
LURIMNA
- -= SORO
= 54
2_
0 T T T T
A6 A3 Ad42 Ad49
Dias apds inicio dos sintomas
lgG Paciente 10
2{}-
URIMA
= S0ORO
15+
=
# 101
=
5
i e
5-
C-----I- I---- L I---.
A A3 AS Alb

Dias ap6s inicio dos sintomas

70

IgG Paciente 2

URINA
- S0RO
m_
=
g 20
Z
) r/__/.
-
Ab Al13
Dias apos inicio dos sintormas
IgG Paciente 6
2‘0_
15 URIMNA
10
0 A = SORO
= 2.0+
8 15
g Al A ______
1.04
0.5+
0.0 T T T T
A2 Ad Al Al5
Dias apds inicio dos sintomas
IgG Paciente 8
2‘0_
LURIMNA
- S0RO
154
=
g 101
&
5_ | e EEE—— ]
A1D A12
Dias apds inicio dos sintomas
lgG Paciente 11
20.
15 LURIMNA
= SORD
104

Index (i)
b & tn

T T T T
A1l Al5 A19 A6
Dias apds inicio dos sintomas

Figura 12. Conversédo imunologica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2

na urina e no soro dos pacientes individualmente (A).
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na urina e no soro dos pacientes individualmente (B).



Index (1)

lgG Paciente 23
URINA,
-= S0RO
IR
o AN S
AG A8 Al2
Dias apos inicio dos sintomas
lgG Paciente 25
3=
URIMNA
204 -= SORO
104
,-_,_._u—l
2.0+
1.5+ /
1.0 ._'_______-l’
0.5
0.0 T 1 T 1
A20 A22 A26 A33
Dias apos inicio dos sintomas
IgG Paciente 29
LRIMNA
-= SORO
1
AG AB A12
Dias apds inicio dos sintomas
IgG Paciente 32
LURIMNA
-=- SORD

AB A0 A4
Dias apos inicio dos sintomas

IgG Paciente 24
2U-
—_
154
G ] L] ] L]
A2 A4 A18 AZS
Dias apos inicio dos sintomas
IgG Paciente 26
40.
LRI M
= SORO
30.
=
E 20
=
10
s L
AD A2 Al AZ3
Dias apds inicio dos sintomas
IgG Paciente 31
3]_
LRIMNA
= SORD
m-
=
&
-
5
104
—
MI{I A1|2 A‘IIE Aiﬂ
Dias apos inicio dos sintomas
1gG Paciente 33
m_
LRIMNA
-= S0RD
=
£
10
B
[ —_—
AT AD A13 AZ0

Dias apos inicio dos sintomas

na urina e no soro dos pacientes individualmente (C).

URIMNA
SORO

72

Figura 14. Conversado imunoldgica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2
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Figura 15. Conversado imunoldgica comparativa dos anticorpos contra SARS-CoV-2
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Os dias de coleta das amostras para cada paciente variaram em D1, D3, D7 e/ou D14 apés a
internacdo. Os valores index (DOJ/cut-off) estdo plotados de acordo com o dia apds inicio dos
sintomas (A) e interligados por linhas, sendo cada cor especifica 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. Distribuicdo de converséo imune de pacientes hospitalizados por dia

de inicio dos sintomas

Um grafico de distribuicdo foi gerado com base no dia de inicio 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 presenca
de anticorpos especificos. Para individuos 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 apés o inicio 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 inicio dos sintomas, enquanto ap6s 21 dias do inicio dos sintomas, 2
pacientes apresentaram soro com index negativo e nenhum teve sua urina com
index negativo (Figura 16).

Uma possivel janela de conversdo imunolégica, baseada no dia do inicio 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 inicio dos sintomas e dois pacientes (pacientes 16 e 105) apés 21
dias, enquanto apenas um (paciente 21) manteve um valor do index indeterminado
(de 0,8 a 1,1) ap6s 21 dias do inicio dos sintomas, conforme destacado pelos
simbolos emparelhados localizados abaixo do numero do paciente na Figura 16.
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Figura 16. Valores do index (I) urinério e sérico de cada paciente de acordo com os dias de inicio dos sintomas.

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente sdo representados por circulos e losangos, respectivamente. Ambas as

amostras, do ultimo dia antes da conversdo imunoldgica (index < 1,1) e do primeiro dia da conversdo imunoldgica (index > 1,1), coletadas do mesmo

paciente
aqueles

(verde),

foram plotadas e sdo indicadas pelo simbolo correspondente abaixo do nimero do paciente. Apenas a primeira amostra coletada foi plotada para
pacientes com todas as amostras com index positivo. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias do inicio dos sintomas: <10

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 detec¢cdo de anticorpos IgG anti-
SARS-CoV-2 N a partir de ELISA usando urina e soro

A eficiéncia diagnostica para COVID-19 da proteina 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 n&o hospitalizados. Para as andlises,
foram utilizadas amostras de urina e soro (n=209 e n=187, respectivamente) de
pacientes positivos para qRT-PCR, bem como amostras negativas ndo pareadas de
pré-COVID-19 (n=19) e pds-COVID -19 (n=11) urinas e soros pré-COVID-19 (n=30)
e po6s-COVID-19 (n=5). Os valores individuais de DO (densidade O&ptica)
determinados para cada amostra de urina ou soro contra a proteina rSARS-CoV-2 N
sdo 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 diagndstico
comparativo de ELISA baseado em urina e soro para COVID-19, sob protocolos
experimentais ideais para cada amostra bioldgica, esta apresentado na Tabela 4. As
curvas ROC mostraram acuracia semelhante quando a urina foi testada (valor
AUC=0,9856) em comparacado com o soro (valor AUC=0,9577), mas sem diferenca

estatistica significativa (Figura 18).
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Figura 17. Avaliacdo de teste diagnostico para COVID-19 utilizando a proteina

rISARS-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 gRT-PCR positivo. A) Amostras de urina e soro ndo pareado de individuos
saudaveis (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
biologica (urina = 0,123 e soro = 0,323). Os valores de cut-off foram determinados como a média da
DO dos negativos mais trés vezes o DP de amostras negativas. B) Os grupos de amostras positivas
foram divididos de acordo com os dias apds o inicio 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 diagnostico para COVID-19 baseado na

pesquisa de anticorpos IgG anti-proteina 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- 100,0 88,06- 0,938 10 0,788
96,66 100

Soro 0,9577 <0,0001 0,323 87,70 82,12- 100,0 90,00- 0,877 10 0,702
92,04 100

Amostras de pacientes sintomaticos para COVID-19 e com gRT-PCR positivo, bem como de
individuos saudaveis pré-exposi¢do ao virus foram utilizadas. Os valores index individuais, gerado
pela razdo de densidade 6ptica sobre cut-off especifico de cada grupo de amostra foram utilizados na
construcdo das curvas ROC. O desempenho diagnostico do antigeno em relacéo ao tipo de amostra
utilizada se baseou na avaliagdo da sensibilidade (IC95%), especificidade (IC95%), area sobre a
curva (AUC) e indice Youden (J). Legenda: J= (Se+Sp) -1.

CURVA ROC
100 —— e —— P-G-0-¢
2 80 /
3 o
60
5 -
% 40 -e- URINA
c —— SORO
[«})
» 20
0 1 ] 1
60 80 100
Especificidade %

Figura 18. Desempenho diagnostico comparativo de ELISA baseado em urina e soro
para COVID-109.

Curvas ROC foram construidas a partir dos valores index (I) de cada grupo de amostras, para obter

os valores de sensibilidade, especificidade e area sob a curva.
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5.1.6. Avaliacao de estabilidade da amostra de urina
Cinco amostras de urina escolhidas de forma aleatéria, sem azida sodica,

foram avaliadas por 5 dias consecutivos e apos 10 dias, ou seja, 24, 48, 72, 96, 120

e 240h horas apos a coleta da amostra.
Como observado na Figura 19, ndo houve alteracdo no desempenho do

ensaio, entre a amostra fresca (dia 0) versus amostras armazenadas sob a forma

refrigerada (2 a8 °C) (dias 1, 2, 3, 4 e 10).

Estabilidade
4-
) 29 — -
[-:] S 4‘\———‘___.
3 17
g 0.54
! 0.25-
=
S 01259 e — e
0.0625

Dia0 Dia1 Dia2 Dia3 Diad4 Dia10
Dias apos coleta de amostra

Figura 19. Estabilidade de amostras de urina armazenadas por varios dias ap0s a

coleta.
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CAPITULO 2: PROTEINA SPIKE (S)
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5.2. CAPITULO 2 - Proteina Spike (S)

Para avaliacdo do uso de urina como amostra no ensaio de ELISA frente a
proteina S de SARS-CoV-2 foram incluidos pacientes adultos hospitalizados ou ndo
hospitalizados, ap6s confirmacdo positiva da infecgdo por SARS-CoV-2 por gRT-
PCR. A eficiéncia imunodiagndstica para COVID-19 foi avaliada para trés proteinas
recombinantes Spike de SARS-CoV-2, uma expressa em sistema eucariotico, S-Glic,

e duas expressas em sistema procariético, S1-NGlic e RBD-NGlic.

5.2.1. Proteina recombinante

As sequéncias de aminoacidos das proteinas recombinantes expressas no
sistema procaridtico, S1-NGlic e RBD-NGlic, e da proteina expressa no sistema
eucaridtico, S-Glic, foram comparadas por alinhamento com toda a sequéncia de
aminoacidos da proteina Spike de SARS-CoV- 2 (QIG55994.1). Observamos que a
sequéncia da proteina S1-NGlic corresponde ao aminoacido 250-667aa, a sequéncia
da proteina RBD-NGIlic 319-591aa e a sequéncia da S-Glic 330-554aa (Figura 20A).
A avaliacdo da pureza da proteina recombinante foi realizada através de um gel
SDS-PAGE a 12%, evidenciado na Figura 20B.

A  MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWF
HAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE
FOQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFK
NIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGA
AAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVOPTESIVR
FPNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFESTEKCYGVSPTKLNDLCF
TNVYADSFVIRGDEVROIAPGOTGKIADYNYKLPDDETGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLF
RKSNLKPFERDISTEIYOAGSTPCNGVEGENCYFPLOSYGFOPTNGVGYOQOPYRVVVLSFELLHA
PATVCGPKKSTNLVKNKCVNENENGLTGTGVLTESNKKFLPFOOFGRDIADTTDAVRDPOTLEI
LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGC
LIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPT
NFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLI
CAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNV
LYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILS
RLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGY
HLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFY
EPQITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVV
NIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCL
KGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT

Figura 20A. Proteina rSARS-CoV-2 S: S1-NGlic, RBD-NGlic e S-Glic.

Sequéncia de aminoéacidos da Proteina Spike de SARS-CoV-2: S1-NGlic (250-667aa) em vermelho >
RBD-NGlic (319-591aa) sublinhado > S-Glic (330-554aa) em negrito.
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Figura 20B. Proteinas rSARS-CoV-2 S: S1-NGlic, RBD-NGlic e S-Glic.
SDS-PAGE (12%) das proteinas recombinantes.

5.2.2. Proteina recombinante S-glicosilada (rSARS-CoV-2 S-Glic)

A proteina rSARS-CoV-2 S-Glic foi avaliada frente a um amplo painel de
amostras de urina de individuos positivos e negativos para SARS-CoV-2 por RT-
gPCR. Os resultados mostraram que 31 de 44 amostras de urina, coletadas de 19
pacientes gRT-PCR positivos, em diferentes dias do inicio dos sintomas, reagiram
com a proteina 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 inicio dos
sintomas, reagiram com a proteina 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 razdo DO/cut-off foi utilizado para padronizacéo e
comparacao 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 comparacao
do desempenho diagnéstico de ELISA baseado em urina e soro, sob protocolos
experimentais ideais para cada amostra bioldgica, é apresentada na Tabela 5. As
curvas ROC foram construidas e mostraram que a ELISA utilizando urina apresentou
uma acuracia (AUC 0,9450) ligeiramente superior quando comparada com 0 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 estdo descritos na

tabela 6.
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Figura 21. Avaliacdo da presenca 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
gRT-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) sao considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B) Curvas
ROC foram construidas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de obter a

sensibilidade, especificidade e area sob a curva.
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Tabela 5. Resultados obtidos do teste diagndstico de anticorpos 1gG especificos
para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 S-Glic.

rSARS-CoV-2 Esp

e
. Amostra n AUC valor P Cut-off IC 95% IC 95% J

Antigeno (%) ° (%) 0
+ 44 59,66% a 79,65% a

. URINA -5 0,9450 <0,0001 =>1,000 75,00 86,81% 96,00 99,90% 0,71

SGlie 44 52,42% 78,58%

+ ' 0a , ba

SORO .31 0,8237 <0,0001 >1,000 68,18 81,39% 93,55 99.21% 0,62

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomaticos para COVID-19 e com RT-gPCR+ para SARS-
COV-2, bem como de individuos saudaveis pré-expostos ao virus. O index individual (I) valores
obtidos pela razdo DO/ cut-off foram utilizados na constru¢do das curvas ROC. O desempenho
diagnostico do antigeno em relagdo ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliacdo da
sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), area sob a curva (AUC) e indice Youden (J).

Legenda: J = (Se+Esp) —1; n = nUmero de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa.

Tabela 6. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteina rSARS-CoV-

2 S-Glic para amostras de urina e soro.

rSARS-CoV-2
Amostra VPP VPN Indeterminado
(Antigeno)
URINA 0,969 0,767 7
S-Glic
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 equacao: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo+verdadeiro negativo e

VPP=verdadeiro positivo/falso positivo+verdadeiro positivo.

A comparacao de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a proteina
rSARS-CoV-2 S-Glic estd demonstrada de maneira estratificada de acordo com dias
apos o inicio dos sintomas, < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Figura 22). Todas as
amostras positivas utilizadas nas andlises sdo pareadas e foram coletadas no
mesmo dia. Até 7 dias do inicio 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 periodo 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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ApoOs 21 dias do inicio dos sintomas, todas as 2 amostras de urina e soro

apresentaram um valor de index positivo (Figura 22).

S-Glic
164 Dias ap6s inicio dos sintomas
— =7 dias
— 8-21dias
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Figura 22. Avaliacdo comparativa dos valores de index (I) urinario e sérico de cada

paciente de acordo com os dias apos inicio dos sintomas usando a proteina rSARS-
CoV-2 S-Glic.

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente sdo representados por
circulos e quando pareados séo interligados por linhas, sendo cada cor especifica para o periodo de
coleta apds o inicio dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias apés

inicio dos sintomas: < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias.
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5.2.3. Proteina recombinante néo glicosilada - S1 (rSARS-CoV-2 S1-
NGlic)

A proteina rSARS-CoV-2 S1-NGlic foi avaliada em um amplo painel de
amostras de urina de individuos positivos e negativos para SARS-CoV-2 por RT-
gPCR. Os resultados mostraram que 117 de 145 amostras de urina, coletadas de
109 pacientes qRT-PCR positivos, em diferentes dias de inicio dos sintomas,
reagiram com a proteina 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 gRT-PCR positivos, em diferentes dias de inicio dos
sintomas, reagiram com a proteina 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 razdo DO/cut-off foi utilizado para
padronizacdo e comparacdo 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 diagnostico comparativo do ELISA baseado em
urina e soro, sob protocolos experimentais ideais para cada amostra biologica, é
apresentado na Tabela 7. As curvas ROC foram construidas indicando uma preciséo
marginalmente superior quando a urina foi testada (AUC=0,9422) em comparagao
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 estdo descritos na tabela 8.
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Figura 23. Avaliacdo da presenca 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 gRT-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) sdo considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B)
Curvas ROC foram construidas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de

obter a sensibilidade, especificidade e area sob a curva.

Tabela 7. Resultados obtidos do teste diagnéstico de anticorpos IgG especificos
para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 S1-NGilic.

rSARS-CoV-2 Se Es
. Amostra n AUC valor P Cut-off IC 95% P IC 95% J
Antigeno (% (%)
+ 145 74,08% a 83,30% a
. URINA 30 0,9422 <0,0001 >1,065 81,38 87,36% 96,77 99,92% 0,78
S1-NGlie 145 52,24% 85,16%
+ ) 0a , ba
SORO 46 0,8247 <0,0001 >1,020 60,69 68,69% 95,65 99,47% 0,56

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomaticos para COVID-19 e com gRT-PCR+ para SARS-
COV-2, bem como de individuos saudaveis pré-expostos ao virus. O index individual (I) valores
obtidos pela razdo DO/ cut-off foram utilizados na construcdo das curvas ROC. O desempenho
diagnéstico do antigeno em relacdo ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliacdo da
sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), area sob a curva (AUC) e indice Youden (J).

Legenda: J = (Se+Esp) — 1; n = nimero de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa.
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Tabela 8. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteina rSARS-CoV-

2 S1-NGlic para amostras de urina e soro.

rISARS-CoV-2

Amostra VPP VPN Indeterminado
(Antigeno)
URINA 0,992 0,630 12
S1-NGlic
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 equacdo: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo + verdadeiro negativo

e VPP=verdadeiro positivo/falso positivo + verdadeiro positivo.

A comparacdo de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a
proteina rSARS-CoV-2 S1-NGlic esta demonstrada de maneira estratificada de
acordo com dias ap6és o inicio dos sintomas, < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Fig.
24). Todas as amostras positivas sdo pareadas e foram coletadas no mesmo dia.
Até 7 dias do inicio 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 periodo de 8 a 21 dias, 86/102 amostras de urina tiveram valor
index positivo e 62 /102 amostras de soro tiveram valor index positivo. Apés 21 dias
do inicio dos sintomas, 22/26 urinas e 19/26 amostras de soro tiveram um valor
index positivo (Figura 24).
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Figura 24. Avaliacdo comparativa dos valores de index (I) urinario e sérico de cada
paciente de acordo com os dias apds inicio dos sintomas usando a proteina rSARS-
CoV-2 S1-NGlic.

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente sdo representados por
circulos e quando pareados séo interligados por linhas, sendo cada cor especifica para o periodo de
coleta apds o inicio dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias apos

inicio dos sintomas da coleta data: < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias.
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5.2.4. Proteina recombinante ndo glicosilada - RBD (rSARS-CoV-2 RBD-
NGlic)

A proteina rSARS-CoV-2 RBD-NGlic A proteina foi avaliada contra um amplo
painel de amostras de urina de individuos positivos e negativos. Os resultados
mostraram que 130 de 145 amostras de urina, coletadas de 109 pacientes gRT-PCR
positivos, em diferentes dias de inicio dos sintomas, reagiram com a proteina
rISARS-CoV-2 RBD-NGlIic, 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 gRT-PCR positivos, em diferentes dias de inicio dos
sintomas, reagiram com a proteina 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 razdo DO/cut-off foi utilizado para
padronizacdo e comparacdo 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 diagnéstico comparativo de ELISA baseado em
urina e soro para COVID-19, sob protocolos experimentais ideais para cada amostra
biolégica, esta apresentado na tabela 9. As curvas ROC foram construidas e
mostraram uma precisdo marginalmente superior quando a urina foi testada
(AUC=0,9803) em comparagao 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 estdo descritos na
tabela 10.
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Figura 25. Avaliagéo da presencga 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) sdo considerados negativos e valores acima (>1,1) positivos. B)
Curvas ROC foram construidas utilizando o valor do index individual (I) para cada amostra, a fim de

obter a sensibilidade, especificidade e area sob a curva.

Tabela 9. Resultados obtidos do teste diagnéstico de anticorpos 1gG especificos
para COVID-19 utilizando rSARS-CoV-2 RBD-NGlic.

rSARS-CoV-2 Se Es
. Amostra n AUC valor P Cut-off IC 95% b IC 95% J
Antigeno (%) (%)
+ 145 83,51% a 83,30% a
URINA - 30 0,9803 <0,0001 =>1,065 89,66 94,09% 96,77 99,92% 0,86
RBD-NGlic 145 31,31% 88,47%
+ ,31% a AT% a
SORO - 46 0,7601 <0,0001 >1,010 39,31 47.76% 97,83 99,94% 0,37

Foram utilizadas amostras de pacientes sintomaticos para COVID-19 e com gqRT-PCR+ para SARS-
COV-2, bem como de individuos saudaveis pré-expostos ao virus. O index individual (I) valores
obtidos pela razdo DO/ cut-off foram utilizados na construcdo das curvas ROC. O desempenho
diagnéstico do antigeno em relacdo ao tipo de amostra utilizada foi baseado na avaliacdo da
sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), area sob a curva (AUC) e indice Youden (J).

Legenda: J = (Se+Esp) — 1; n = nimero de amostras; + = amostra positiva; - = amostra negativa.
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Tabela 10. Valores preditivos positivos e preditivos negativos da proteina rSARS-

CoV-2 RBD-NGlic para amostras de urina e soro.

rSARS-CoV-2
Amostra VPP VPN Indeterminado
(Antigeno)
URINA 0,992 0,818 11
RBD-NGlic
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 equacdo: VPN=verdadeiro negativo/falso negativo + verdadeiro negativo

e VPP=verdadeiro positivo/falso positivo + verdadeiro positivo.

A comparacdo de perfis reativos de amostras de urina e soro contra a
proteina rSARS-CoV-2 RBD-NGIlic estd demonstrada de maneira estratificada de
acordo com dias ap6s o inicio dos sintomas, < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias. (Figura
26). Todas as amostras positivas sdo pareadas e foram coletadas no mesmo dia.
Até 7 dias do inicio 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 periodo de 8 a 21 dias, 93/102 amostras de urina
tiveram index positivo e 47/102 amostras de soro tiveram valor index positivo. Apos
21 dias do inicio dos sintomas, 23/26 urinas e 10/26 amostras de soros tiveram um

valor index positivo (Figura 26).
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Figura 26. Avaliacdo comparativa dos valores de index (I) urinario e sérico de cada

paciente de acordo com os dias ap@s inicio dos sintomas usando a proteina rSARS-
CoV-2 RBD-NGlic.

Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente sdo representados por
circulos e quando pareados séo interligados por linhas, sendo cada cor especifica para o periodo de
coleta ap6s o inicio dos sintomas. Os dados individuais foram divididos de acordo com os dias apds o

inicio dos sintomas: < 7 dias, 8 a 21 dias e >21 dias.
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5.2.5. Avaliagdo comparativa das proteinas recombinantes Spike
glicosilada e ndo glicosilada

Realizou-se a comparacdo do desempenho diagndstico para as trés proteinas
(rSARS-CoV-2 S-Glic, S1-NGlic, RBD-S1) frente a amostras pareadas de urina e
soro comuns as trés proteinas. Com isso, tornou-se possivel uma melhor
visualizacdo da capacidade antigénica da proteina utilizada em relacdo a cada
amostra, urina ou soro.

Foram utilizadas um total de 75 amostras de urina e soro pareadas na
avaliacdo comparativa do desempenho diagndstico, sendo 44 amostras de pacientes
gRT-PCR positivos para SARS-CoV-2 (n=44) e 31 amostras de individuos negativos
(n=31). A comparacéo foi realizada entre as proteinas ndo glicosiladas produzidas
em laboratério (rSARS-CoV-2 RBD-NGIlic e rSARS-CoV-2 S1-NGlic) com a
comercial glicosiladas (rSARS-CoV-2 S-Glic) (Figuras 27 e 28).

Correlacdes mais altas foram observadas quando comparamos index da ELISA
baseados em urina (r=0,7567 e r=0,7779, para rSARS-CoV-2 RBD-NGIic e rSARS-
CoV-2 S1-NGilic, respectivamente) em comparacdo com o index da ELISA baseada
em soro (r=0,3562 e r=0,3981) (Figura 29).

S-Glic $1-NGlic RBD-NGlic
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Figura 27. Avaliacdo da presenca de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S (S-Glic, S1-
NGlic e RBD-NGlIic) na urina.

Amostras (n=75) foram coletadas de pacientes com COVID-19 (n=44) e de individuos saudaveis
(n=31), e usadas para comparar as proteinas produzidas internamente (ndo glicosiladas) com a
comercial (glicosilada).
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Figura 28. Avaliacdo da presenca de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S (S-Glic, S1-
NGlic e RBD-NGlIic) no soro.

Amostras (n=75) foram coletadas de pacientes com COVID-19 (n=44) e de individuos saudaveis
(n=31), e usadas para comparar as proteinas produzidas internamente (ndo glicosiladas) com a

comercial (glicosilada).
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Figura 29. Correlacdo entre rSARS-CoV-2 RBD-NGlIic (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 individuos saudaveis
(n=31), e usadas para comparar as proteinas produzidas internamente (ndo glicosiladas) com a

comercial (glicosilada).
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A conversdo imunologica foi possivel de visualizar em amostras de dois
pacientes utilizando as trés proteinas recombinantes Spike (Figuras 30 A e B),
variando o dia apds o inicio dos sintomas.
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Figura 30. Avaliacdo comparativa das proteinas S recombinantes frente amostras de

urina e soro de pacientes com coletas sucessivas apos inicio dos sintomas.
Os valores de index obtidos das amostras de urina e soro de cada paciente (A e B) séo
representados por circulos, plotados de acordo com o dia apés inicio dos sintomas e interligados por

linhas, sendo cada cor especifica para o tipo de amostra, urina (amarelo) e soro (vermelho).
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6. DISCUSSAO

Testes de ELISA baseados em soro tém sido usados para diagnosticar a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 por meio da deteccdo de anticorpos especificos contra o
virus (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 especificos contra proteinas do virus SARS-CoV-2.
O uso da urina para detectar anticorpos pode ser considerado mais conveniente
para a pratica clinica e para a vigilancia epidemiolégica em comparacdo com 0sS
desafios encontrados com a puncdo venosa, jA que permite que 0S pacientes
coletem suas proprias amostras e elimina o0s riscos inerentes envolvidos no
manuseio de sangue e a necessidade de flebotomistas treinados para a coleta da
amostra (EAMUDOMKARN et al., 2018).

O virus SARS-CoV-2 possui quatro proteinas estruturais — proteinas Spike (S),
envelope (E), membrana (M) e Nucleocapsideo (N) — e todas elas ja foram testadas
como antigenos para o0 imunodiagnostico de COVID-19, usando proteinas
recombinantes, peptideos sintéticos e/ou quimeras polipeptidicas (WEISSLEDER et
al., 2020; FDA, 2022; SCUSSEL et al., 2022). A selecédo, a fonte e a pureza do
antigeno sdo aspectos cruciais no desenvolvimento de um imunoensaio, pois
determinam a eficiéncia do teste, seu campo de aplicacao e a taxa de producdao em
massa (KLAUSBERGER et al., 2021).

Neste trabalho, foi avaliado o emprego de amostras de urina na discriminacao
de pacientes com qRT-PCR positivos para SARS-CoV-2, a partir da plataforma de
ELISA indireto in house utilizando-se proteinas recombinantes de SARS-CoV-2 do
Nucleocapsideo (N) e da Spike (S). A utilizacdo das proteinas recombinantes de
SARS-CoV-2 N e S confirmaram a capacidade de proteinas recombinantes (r) de
SARS-CoV-2 em discriminar pacientes COVID-19 comprovadamente positivos
utilizando a urina como amostra bioldgica.

Para a proteina recombinante do Nucleocapsideo (N) de SARS-CoV-2, foram
obtidos valores de sensibilidade e especificidade de 94,0 e 100%, respectivamente,
guando a urina foi utilizada, e a presenca de anticorpos na urina dos pacientes foi
observada alguns dias ap6és o inicio dos sintomas. O uso de urina apresentou maior

sensibilidade para detectar imunoconversdo em relacdo ao uso de soro
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(sensibilidade e especificidade de 87,7 e 100%, respectivamente) em condi¢cdes
experimentais otimizadas para cada tipo de amostra.

Para a proteina 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 a 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-NGIic respectivamente, em amostras de soro pareadas.

A proteina rSARS-CoV-2 S-Glic foi expressa em sistema eucariético, enquanto
rSARS-CoV-2 S1-NGlic e RBD-NGIlic foram expressas no sistema procariético,
evidenciando que a proteina rSARS-CoV-2 S expressa em sistema procarioto
apresenta melhor indice de sensibilidade quando aplicado ELISA baseado em urina,
guando comparado a utilizacdo do soro. Além disso, quando comparamos as
proteinas nao glicosiladas com a rSARS-CoV-2 S-Glic, maiores correlagbes foram
observadas no ELISA de urina. Ainda, essa avaliacdo com a proteina S permitiu
verificar a aplicacdo da urina em ELISA utilizando proteinas recombinantes
expressas em sistema procarioto, obtendo valores de sensibilidade e especificidade
significativos, comparativamente ao soro, que nao apresenta boa eficiéncia.

A associacdo de ELISA usando urina em reacao contra as proteinas Spike (S1-
NGlic e RBD-NGIic) expressas em sistema procariético permitiu uma triagem da
populacdo avaliada quanto a presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2 Spike,
superando as dificuldades decorrentes da coleta de amostras e da expresséo
eucariotica. A proteina Spike de SARS-CoV-2 € uma glicoproteina de superficie
transmembrana, extensivamente glicosilada com glicanos derivados do hospedeiro
em 22 sitios de glicosilacdo ligados a proteina N e pelo menos dois sitios de O-
glicano. O virus adquire glicosilacdo apropriando-se da maquinaria de glicosilacdo
nos compartimentos intermediarios reticulo-Golgi da célula hospedeira quando as
particulas virais descendentes sao formadas (WATANABE et al., 2020).

A producdo de proteinas recombinantes pode ser realizada através de
sistemas de expressao procarioticos e eucaribéticos, sendo o sistema procariotico
vantajoso no que diz respeito a sua capacidade produtiva, mas a falta de
modificacdo pés-traducional pode se tornar uma limitacdo (KLAUSBERGER et al.,

2021). Nao ha atualmente teste soroldgico disponivel ou estudo publicado sobre a
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deteccdo de anticorpos anti-rSARS-CoV-2 S expressa em sistemas procarioticos,
provavelmente devido a influéncia da modificacdo pds-traducional no desempenho
do diagndstico. Assim, a proteina rSARS-CoV-2 Spike utilizada nos diagndésticos
sorologicos atuais sdo expressas usando sistema eucaridtico, que muitas vezes
retém modificacdes pos-traducionais de glicano do antigeno, ao contrario de ELISAs
baseados em proteinas recombinantes bacterianas ou peptideos (LIU, Z.-L. et al.,
2020; ZHANG et al., 2020).

Até o momento, a glicosilacdo da proteina S parecia ser essencial para testes
sorologicos e, desde o inicio, existem estudos significativos dedicados ao
desenvolvimento de construcdes de proteina SARS-CoV-2 S que permitem maior
producdo e estabilidade proteica. Diferentes sistemas de expressdo mostraram
impactar na glicosilacdo da proteina SARS-CoV-2 Spike e no tipo de glicanos
incorporados (WANG et al., 2021), além do rendimento de producado e até mesmo na
variacdo entre lotes (KLAUSBERGER et al., 2021; REIS; TAUBER; BLANCHARD,
2021).

As proteinas recombinantes, particularmente S1, sdo um dos principais
reagentes usados para produzir imunoensaios para detectar 1gG, IgM ou IgA de
SARS-CoV-2, no entanto, é dificil expressar a proteina S1 na conformacéao correta e,
em alguns casos, 0s anticorpos que reconhecem a proteina S de membrana sao
incapazes de se ligar a proteina S recombinante (WAN et al., 2020). Além disso, a
complexidade na producdo e a capacidade limitada para produzir proteina
glicosilada S1 recombinante de alta qualidade podem prejudicar a acessibilidade ao
imunoensaio em regides 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 possivel visualizar nos resultados
deste trabalho quando a urina € a amostra teste utilizada na deteccao de anticorpos
anti-rSARS-CoV-2 S expressa em sistemas procarioticos, bem como em sistemas
eucariogticos. A associagéo do uso de ELISA a base de urina e proteinas Spike (S1 e
RBD) expressas em um sistema procariotico permitiria uma estratégia conveniente
para triagem da populacdo quanto a presenca de anticorpos da proteina Spike,
superando as dificuldades e custos decorrentes da coleta da amostra e da producao
de proteina (EAMUDOMKARN et al., 2018).
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Essa aplicabilidade estimula novos estudos a avaliarem o uso da urina no
ELISA para outras doencas que tém seu diagnéstico soroldgico realizado apenas
pelo uso de antigenos glicosilados. Especialmente para doencas negligenciadas em
gue nao é possivel um estudo completo para melhorar o desempenho da producéo.
Observou-se para Strongyloides stercoralis uma diminuicdo significativa na DO
obtida em imunoensaios quando as moléculas de carboidratos foram rompidas.
Esses achados sugerem uma reducdo da reatividade imune especifica quando os
epitopos glicosilados sdo removidos dos antigenos do parasito, como demonstrado
em imunoensaios com soros de pacientes infectados por Hemonchus contortus,
Taenia solium, Leishmania sp. e S. stercoralis (INES et al., 2013).

Embora os achados do trabalho sugiram a aplicabilidade do uso de proteinas
rSARS-CoV-2 S ndo glicosiladas em ensaios de ELISA usando amostras de urina,
nao foi encontrado na literatura nenhuma evidéncia biol6gica/imunolégica que
explique porque esse reconhecimento de proteinas n&o glicosiladas é melhor
guando 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 ndo apresentaram valores de index positivos podendo ter sido coletadas
proximo do inicio dos sintomas e antes da ocorréncia da imunoconversao.
Confirmou-se isso a partir de uma analise longitudinal das amostras, coletadas dos
mesmos pacientes em dias diferentes apds inicio dos sintomas, que se tornaram
reagentes imunologicamente ao longo do curso da doenca para ambas as proteinas
recombinantes N e S, evidenciando uma conversao imune para urina e soro a uma
taxa semelhante, com aumento da producdo de IgG ao longo dos dias. Esses
achados corroboram a estudos que evidenciam a ocorréncia da soroconversao para
IgG especifica anti-SARS-CoV-2 geralmente ocorrendo entre 7 a 14 dias apés a
infeccdo (WEISSLEDER et al., 2020).

O tempo de soroconversdo de anticorpos totais e IgM e IgG apareceu
consecutivamente (p<0,05), sendo a média de dia de soroconversao de 11, 12 e 14,
respectivamente (ZHAO et al., 2020). Nos estagios iniciais da infeccédo, os testes
comerciais de anticorpos baseados em soro mostram baixa sensibilidade, ja que a
maior parte da resposta imune do paciente ainda esta em desenvolvimento. A

eficiéncia dos testes sorolégicos pode ser proxima de 100%, quando as amostras
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sdo adquiridas ap6s 20 dias do inicio dos sintomas (CDC, 2020b; HUANG et al.,
2020; WEISSLEDER et al., 2020), e apresentam taxa cumulativa de 50% de
soropositividade no 11° dia e 100% no 39° 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 apos inicio dos sintomas, pelo menos
para os individuos hospitalizados. No entanto, ndo podemos supor que a detec¢ao
precoce esteja ligada a gravidade da doenca ou a uma anterior infeccdo por SARS-
CoV-2, pois tais informacfes sdo escassas. Assim como relatado por outros estudos
gue ndo encontraram evidéncias da associacdo entre gravidade da doenca e titulos
de anticorpos (ADAMS et. al., 2020; CHRISTENSEN; AZAR; TURBETT, 2022). Por
outro lado, poucas amostras apresentaram valor negativo de index mesmo apés 10
dias do inicio dos sintomas.

A urina é negligenciada para uso como amostra bioldgica, ja que testes
imunolégicos baseados em sua utilizacdo sdo escassos. No presente estudo, foram
incluidas 19 amostras de urina coletadas antes do surto em 2019, e todas elas
apresentaram valores de index <1,1. Também foram incluidas 11 amostras de urina
coletadas durante 2021 de individuos que permaneceram em quarentena e que nao
apresentaram nenhum sintoma ao longo de 2020/2021, embora ndo possam ser
consideradas como verdadeiro negativas. Ressaltando que todas essas amostras
apresentaram index <1,1 (n&o positivo).

N&o obstante, neste estudo foram utilizadas amostras com até 60 dias apds
inicio dos sintomas, com a identificacdo de anticorpos, mas um estudo de
acompanhamento mais longo ainda € necessario para estabelecer a janela de
deteccdo diagnostica de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de urina. A
identificacdo de anticorpos na urina anti-virus da hepatite A pode durar até 130 dias
apos inicio dos sintomas, sendo compativel para diagnéstico de infec¢ao recente ou
passada (JOSHI et al., 2002).

Somado a isso, é importante saber que o periodo de deteccdo de anticorpos
baseado em ELISA pode ser distinto para urina e soro. Essa diferenca é encontrada
para a leishmaniose visceral (LV), em que a deteccdo de anticorpos especificos no
soro persiste ap0s a cura, enquanto a presenca de anticorpos desaparece

completamente ap6s 6 meses quando se utiliza um ELISA de urina. Essa
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observacédo indica uma possivel utilizacdo para o diagndéstico especifico da LV e
também para 0 monitoramento da resposta ao tratamento (EJAZI et al., 2016).

Bagno e colaboradores (2021) evidenciaram a especificidade das proteinas
utilizadas no ensaio de ELISA para anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2, pois
nao se observou reatividade humoral em amostras de soro de pacientes com
infeccdes virais do trato respiratorio (influenza, sarampo e parvovirose), pacientes
com arboviroses (virus da febre amarela, chikungunya, dengue e Zika virus) e
individuos vacinados contra influenza (30 a 60 dias). Porém, ndo foi testado em
amostras obtidas de pacientes com infeccdes respiratérias causadas por outros tipos
de coronavirus.

Todavia, a auséncia de reatividade cruzada de anticorpos anti-SARS-CoV-2
RBD entre os virus SARS-CoV e MERS-CoV foi relatada na literatura, sugerindo que
as regides RBDs sdo imunogénicas de formas distintas, com respostas especificas a
espécie viral identificadas nos pacientes (JU et al.,, 2020). Além disso, estudos
anteriores demonstraram que ha diminuicdo do nivel de anticorpos especificos anti-
SARS-CoV (virus que nao circula mais desde 2004), se tornando indetectavel apdos 6
anos em 91% das amostras de soro em pacientes recuperados da doenca (TANG et
al.,, 2011; LEE et al.,, 2020). Esses fatores sao importantes para evidenciar a
confiabilidade das amostras utilizadas no estudo, uma vez que o virus SARS-CoV
nao circula na populacdo humana desde 2004 (AHMED; QUADEER; MCKAY, 2020)
e amostras negativas pré-COVID utilizadas no presente projeto data de periodo
posterior a 2016 e anterior a 2019, apesar de ndo ter sido testadas amostras de
urina provenientes de pacientes com outras infeccdes.

Paralelamente, o uso comparativo de amostras séricas pareadas como
referéncia foi fundamental para o estudo devido ao seu uso convencional em ELISA,
lembrando que a plataforma de ELISA baseada em soro ja havia sido validada
anteriormente (BAGNO et al., 2021).

O ELISA baseado em urina e baseado em soro alcancou um perfil qualitativo
muito semelhante para as diferentes proteinas, N e S, exceto para as proteinas S
expressas em sistema procarioto, como relatado acima. No entanto, a comparacgéao
guantitativa da intensidade da reacdo entre as amostras deve ser avaliada com
cuidado, pois as amostras de urina foram coletadas sem um tempo fixo de retencéo,

podendo gerar variagdo na concentracdo de anticorpos. Um estudo futuro seria



104

importante para determinar e fixar o tempo de retencdo, bem como para seu uso na
pratica clinica.

Um estudo de avaliagdo do emprego da urina na filariose mostrou que coletas
de urina no inicio da manha ou ao fim do dia apresentaram apenas uma pequena
flutuacdo 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 agua
na urina influenciou na concentracdo de anticorpos na urina, porém o desempenho
do ensaio qualitativo na urina pos-jejum correlacionou-se bem com as amostras de
soro (ALEMOHAMMAD; FOLEY; COHEN, 1993; NAGAOKA et al., 2021).

Varias caracteristicas da urina, além do tempo de retengcdo, podem gerar
influéncias na forca do sinal em relagdo ao soro e merece investigacao futura, como
hidratacdo, comorbidades, proteinuria significativa ou uso concomitante de
medicamentos.

Mudancas no pH da urina e a presenca de microrganismos nao tiveram efeito
significativo no valor de absorbancia em ELISA para H. pylori. Além disso, a azida
sbdica é comumente adicionada para evitar altera¢cdes no pH da urina resultantes da
contaminacdo e crescimento de bactérias (ALEMOHAMMAD; FOLEY; COHEN,
1993). No presente estudo, azida sodica (NaN3) foi utilizada nas amostras de urina
como conservante, pois a presenca de anticorpos detectaveis 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 0os dados mostraram que nao houve alteragcdo no
desempenho do ensaio entre amostras frescas ou armazenadas.

Em suma, a combinagcdo de testes diretos e indiretos aumenta
significativamente as chances de se detectar pacientes com SARS-CoV-2, em
convalescenca, ou imunizados por vacinas com diferentes tecnologias de
desenvolvimento, como a aplicacdo da proteina N no diagnoéstico de SARS-CoV-2
em pessoas imunizadas somente com vacinas que codificam IgG anti-proteina S.
Isso sugere que os testes imunologicos possam contribuir para a confirmacdo e
acompanhamento da doenca em seus aspectos agudos ou poés-infeccdo (COVID-
longa) (ZHAO et al., 2020; MATTA et al., 2022).
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E diante de todos os dados apresentados, a urina se apresenta como uma
fonte biologica importante de biomarcadores sorolégicos para diversas doengas,
permitindo sua descoberta, visto que € uma amostra que reflete o estado metabdlico
e fisiopatolégico do corpo em um determinado momento (ZHAO et al., 2017).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho de avaliacdo do uso da urina como amostra para teste
diagndstico de anticorpos especificos contra SARS-CoV-2 ampliou o conhecimento a
respeito da utilizacdo da urina como espécime de avaliacdo imunolégica, assim
como influenciou no entendimento imunofisiolégico sobre a presenca de anticorpos
na urina, remetendo ao proteoma urinario, que pode ser surpreendentemente
complexo e Gtil na descoberta de futuros biomarcadores.

Nosso estudo foi de carater basico e exploratério, com o objetivo de identificar
a presenca de anticorpos especificos para as proteinas recombinantes N e S em
pacientes RT-gPCR positivos para SARS-CoV-2 usando a urina como amostra
biologica.

Os resultados apresentados mostraram que os testes de diagndstico utilizando
a urina apresentaram eficiéncia semelhante quando comparados ao uso do soro
como amostra biolégica, evidenciando que a urina pode ser empregada no
diagndstico da infeccao pelo SARS-CoV-2 baseado na detec¢éo de anticorpos. Além
disso, a urina também permitiu a avaliagdo da evolucdo imunoldgica de IgG de
amostras individuais em diferentes pontos de coleta.

Entretanto, embora tenhamos comprovado a aplicabilidade do uso de proteinas
SARS-CoV-2 S néo glicosiladas em ELISA usando amostras de urina, ndo ha
evidéncias na literatura que explique biolégica/imunologicamente porque esse
reconhecimento de proteinas nao 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 validacao
clinica da plataforma de ELISA baseada no uso de urina, visto que avaliamos mais
de 200 amostras previamente caracterizadas. Prototipagem e regulamentacdo da
ANVISA se tornam 0s proOxXimos passos para que o teste aqui proposto possa gerar
uma inovagdo em beneficio da sociedade.

Esses achados sdo de extrema importancia, uma vez que evidenciam a
necessidade de mais estudos a respeito desse espécime bioldgico, sua composicao,
além da imunopatologia da doenca, somados a andlise de amostras de pacientes

vacinados.
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8. CONCLUSAO

O estudo evidenciou o uso da urina como potencial amostra biolégica para
deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em plataformas de ELISA contra
diferentes proteinas do virus. Como vantagens inerentes a amostra de urina, tém-se
a facilidade na coleta, baixo custo, estabilidade biolégica e altos niveis de preciséo.
O ensaio a base de urina para deteccéo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 se mostrou
um método néo invasivo e que poderia ser implementado para relatar a extenséo da

exposicao no nivel populacional e/ou avaliar o risco de infec¢cdo ao nivel individual.
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9. PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade no projeto com a realizacéo de:

o Ensaios com amostras de individuos vacinados para analise de desempenho
das proteinas na avaliacdo diagndstica da imunoconversao de imunoglobulinas
anti-SARS-CoV-2;

o Propor um protétipo de teste imunocromatografico sensivel e especifico para

SARS-CoV-2, empregando amostras de urina dos pacientes;

o Avaliar as amostras de urina frente a proteinas de variantes do virus SARS-
CoV-2;

o Propor o uso da estratégica empregada neste trabalho para outras doencas

infecto-contagiosas.
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11.1. ANEXO 1. Comité de Etica
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracteristicas clinicas, de imagem pulmonar e laboratoriais de pacientes com
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de Minas Gerais

Pesquisador: Vandack Alencar Nobre Jr
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CAAE: 30437020.9.0000.5149
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Patrocinador Principal: Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais
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As informacdes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagédo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_1580819_E2.pdf, de 27/06/2021) e/ou do Projeto Detalhado
(Projeto_pesquisa_emergencial_COVID_300320_VERSAO_APROVADA_CONEP_HMCC__sem_marcacoe
s_junho_21.docx).
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Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovagdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 29/05/2021 |Vandack Alencar Aceito
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Enderegco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail:

conep@saude.gov.br
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CONEP_3965370_ PENDENTE.pdf 15:05:58 | Nobre Jr
QOutros Anuencia_HSH_Projeto_Covid.pdf 29/05/2021 |Vandack Alencar Aceito
15:03:53 | Nobre Jr
Recurso Anexado Resposta_parecer_4645345.pdf 29/05/2021 |Vandack Alencar Aceito
pelo Pesquisador 15:03:39 | Nobre Jr
Declaragdo de TERMO_BIORREPOSITORIO_PROJET| 29/05/2021 |Vandack Alencar Aceito
Manuseio Material |O_COVID.pdf 15:03:10 |Nobre Jr
Biolégico /
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Municipio:
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Detecting anti-SARS-CoV-2 antibodies in urine
samples: A noninvasive and sensitive way to assay

COVID-19 immune conversion
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Serum-based ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) has been widely used to detect anti-severe acute res-
piratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) antibodies. However, to date, no study has investigated patient
urine as a biological sample to detect SARS-CoV-2 virus-specific antibodies. An in-house urine-based ELISA was
developed using recombinant SARS-CoV-2 nucleocapsid protein. The presence of SARS-CoV-2 antibodies in urine
was established, with 94% sensitivity and 100% specificity for the detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies with
the urine-based ELISA and 88% sensitivity and 100% specificity with a paired serum-based ELISA. The urine-based
ELISA that detects anti-SARS-CoV-2 antibodies is a noninvasive method with potential application as a facile
COVID-19 immunodiagnostic platform, which can be used to report the extent of exposure at the population

level and/or to assess the risk of infection at the individual level.

INTRODUCTION

The outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by in-
fection with SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2) spread rapidly throughout the world, and in just 3 months,
it was declared as a pandemic (1). This outbreak has highlighted the
importance of readily available diagnostic tests to contain emerging
and reemerging diseases. Diagnosis of COVID-19 can be done by
direct detection of either SARS-CoV-2 RNA or SARS-CoV-2 antigens,
as well as by indirect detection of specific antibodies (serological as-
says) (2-5). These strategies play different roles in distinct settings,
from point-of-care testing to large-scale epidemiological surveil-
lance (4). However, independently of the used tests, it is important
to understand their performance, characteristics, and limitations to
use them properly (6).

Many different serological assays are available for COVID-19,
including the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). These
tests rely on the use of SARS-CoV-2 proteins to assess the presence
of host-specific antibodies, such as immunoglobulin G (IgG), IgM,
and IgA. Serological tests can identify individuals who have devel-
oped immunity to SARS-CoV-2 approximately 2 weeks post symp-
toms onset (PSO), and this information contributes substantially to

'Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Satide, Infectologia e Medicina Tropical,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte
30.130-100, Minas Gerais, Brazil. “Laboratério de Virologia Bésica e Aplicada, Depar-
tamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte 31.270-901, Minas Gerais, Brazil. *Centro de Tecnologia
em Vacinas (CT Vacinas), BH-Tec, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte
30.130-100, Minas Gerais, Brazil. “Neisseria Research Group, Molecular Microbiology,
School of Clinical and Experimental Sciences, University of Southampton Faculty of
Medicine, Southampton General Hospital, Southampton SO16 6YD, UK. Hospital
das Clinicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte 30.130-100,
Minas Gerais, Brazil. Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte 30.130-100, Minas Gerais,
Brazil. 7Departamento de Patologia Clinica, COLTEC, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte 31.270-901, Minas Gerais, Brazil.

*Corresponding author. Email: feludolf@gmail.com

tThese authors contributed equally to this work as co-senior authors.

Ludolf et al, Sdi. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022

epidemiological studies by helping to determine previous exposure
to SARS-CoV-2 on an individual and/or population level (4, 5).
Drawing blood for serological tests is one of the most common
invasive procedures in health care, and although it has a low rate of
complications, it can be unpleasantand difficult to perform in some
circumstances. Collecting blood from children can be difficult, and even
some adults might not wish to provide blood samples because of reli-
gious and/or personal reasons. The procedure also requires a trained
phlebotomist, who may potentially be exposed to blood-borne patho-
gens. Blood collection via venipuncture can be especially challenging in
some environments such as rural areas with limited health care re-
sources and access (7, 8). Dried blood spots collected by finger or heel
prick are a minimally invasive alternative with the potential to solve
some of the logistical challenges associated with venipuncture and offer
the advantages of sample stability and the possibility of self-collection
(9). Urine is a potentially useful sample for serological testing because
collection is noninvasive, simple, and safe, and urine is easy to handle
and store and very convenient for the individual and for clinical practice.
It has been known since the mid-1950s that y-globulins can be de-
tected in urine (10, 13). Although not widely studied or reported, urine-
based diagnostic tests that detect antibodies have been suggested as a
possible noninvasive alternative to diagnose several conditions, such as
dengue, Helicobacter pylori infection, hepatitis A and C, human immu-
nodeficiency virus, strongyloidiasis, schistosomiasis, paragonimiasis,
and leishmaniasis (11-20). To the best of our knowledge, there is no
published study on detecting anti—-SARS-CoV-2 antibodies in urine.
In the present study, we used a recombinant (r)SARS-CoV-2 nucleo-
capsid (N) protein as part of an in-house ELISA to examine the pres-
ence of antiviral antibodies in urine samples collected from patients
with SARS-CoV-2 infection, which was confirmed previously by quan-
titative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR).

RESULTS
We customized an in-house urine-based ELISA protocol using rSARS-
CoV-2 N protein to evaluate the presence of anti-SARS-CoV-2
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antibodies in the urine of patients with SARS-CoV-2 infection that
had been confirmed previously by qRT-PCR. We used the original
and well-established serum-based ELISA to compare accuracy and
to validate our data. We included 139 adult hospitalized or non-
hospitalized patients in this study (Table 1), only after positive confir-
mation of SARS-CoV-2 infection by qRT-PCR. Hospitalized patients
recruited for this study accounted for 16.3% of the total number
of COVID-19-confirmed patients admitted during the collection
period at the study hospitals. For this study, we collected 209 urine
and 187 serum paired samples, which varied from the 2nd to the
60th day PSO. We also included unpaired negative samples collected
before 2019 and from individuals who had maintained a rigorous
quarantine regimen and did not show any symptoms of COVID-19.

Detection of specific SARS-CoV-2 antibodies

in urine samples

From a total of 209 urine samples collected from 139 qRT-PCR~
positive patients, at different days PSO, we found that 187 urine sam-
ples reacted with the rSARS-CoV-2 N protein above the positive
index value of >1.1, whereas 15 samples were classified as “indeter-
minate” (index values from 0.8 to 1.1) and 7 had a negative index
value (<0.8) (Table 2). In addition, nonhospitalized individuals with
mild symptoms (n = 11) showed positive (n = 9) or indeterminate
(n = 2) index values, all of which were =0.9 (table S1). None of the
urine samples obtained from pre- and post-COVID-19 negative
controls (n = 19 and n = 11, respectively) reacted with the rSARS-
CoV-2 N protein with a positive index above 1.1. Moreover, 26 sam-
ples had a negative index value below 0.8 and 4 had an indeterminate
index value of 0.81, 0.85, 0.87, or 0.94 (Table 2).

Evaluation of IgG immunological conversion

We did a serial evaluation of IgG antibody in urine and serum sam-
ples from 44 patients on days 1, 3, 7, and 14 after their inclusion in
the study. Immune conversion for SARS-CoV-2 N protein was ob-
served in urine, with an increase in IgG levels after symptoms on-
set, which varied depending on the patient (Fig. 1). A comparative
ELISA using either urine or serum samples, from 34 patients,
with at least 2 days of sample collection, revealed that immune con-
version takes places with small variation between the different
samples. However, we observed higher index values for the
urine samples (figs. S1, A to D). For patients from whom only one
sample was collected, it was not possible to determine the PSO day
when immune conversion occurred, and thus, it was only possible
to determine whether they were positive or negative on the day of
sample collection.

Immune conversion distribution of hospitalized patients

by days PSO

A distribution plot was generated based on the PSO day of each
patient’s sample collection to assess the time window when most
patients reported a positive index value, thus indicating the pres-
ence of specific antibodies. For individuals with more than one col-
lection, we plotted only samples from the first collection with a
positive index value. From a total of 128 patients, 123 patients (96%)
showed positive index values (>1.1) for their urine samples collected
before 60 days PSO. From a total of 125 patients, 107 patients (86%)
showed a positive index value (>1.1) for their paired collected serum
samples. Four patients had a negative index value (<0.8) for their
urine samples, while eight patients had a negative index value for
their serum samples, collected before 20 days PSO. After 20 days PSO,
no patient had a negative index value (<0.8) for their urine samples,
whereas two patients had a negative index value for their serum
samples (Fig. 2).

A possible immune conversion window, based on the day of PSO,
could be determined for some patients with more than two urine col-
lections, who obtained a negative index value (<0.8) for the first sample
collection and became positive (index > 1.1) on subsequent collec-
tions. Five patients (patients 23, 29, 39, 86, and 104) turned positive
(index > 1.1) before 20 days PSO and two patients (patients 16 and 105)
after 20 days PSO, while only one (patient 21) maintained an indeter-
minate index value (from 0.8 to 1.1) after 20 days PSO, as highlighted
by the paired symbols located below the patient number in Fig. 2.

Comparing the accuracy of urine- and serum-based ELISA

We evaluated the diagnostic efficacy for COVID-19 of the rSARS-
CoV-2 N protein by ELISA against a panel of urine and paired
serum samples, collected at the same time, from hospitalized and
nonhospitalized patients. For the analyses, urine and serum (1 = 209
and n = 187, respectively) samples from qRT-PCR-positive patients
were used, as well as unpaired negative samples from pre-COVID-19
(n = 19) and post-COVID-19 (n = 11) urines and pre-COVID-19
(n = 30) and post-COVID-19 (1 = 5) sera. The individual OD (op-
tical density) values determined for each urine or serum sample
against the rSARS-CoV-2 N protein are shown in Fig. 3. Sensitivity
and specificity values of 93.81 and 100%, respectively, were calculated
for urine samples tested in ELISA, as well as 87.70 and 100%, re-
spectively, for serum samples. Comparative diagnostic performance
of urine- and serum-based ELISA for COVID-19, under optimal
experimental protocols for each biological specimen, is presented in
Table 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves showed mar-
ginally superior accuracy when urine was tested (R value = 0.9856)

Table 1. Demographic breakdown of the study cohort. ICU, intensive care unit.

Characteristics Healthy subjects (n = 30)

Nonhospitalized patients (n=11) Hospitalized patients* (n=128)

Age, mean (+SD) 405+166 4515 62+21
Female sex, % 75 455 118

Ward, % 0 0 29.75
ICU admission, % 0 0 7035

*Hospitalized patients recruited for this study accounted for 16.3% of the total number of COVID-19-confirmed patients admitted during the collection period

at the study hospitals.

Ludolf et al, Sci. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022
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Table 2. Evaluation of the presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in
urine samples.

Positive sample* Negative sample’
Positive index (>1.1) 187 (90%) -
Indeterminate index 15 (7%) 4(13%)
(0.8to0 1.1)
Negative index (<0.8) 7 (3%) 26 (87%)
Total samples 209 (100%) 30 (100%)

*Positive samples are collected from 139 qRT-PCR-positive patients, in
different days PSO. tNegative samples collected before 2019 were
considered truly negative and called “pre-COVID-19.” Negative samples
from individuals who had maintained a rigorous quarantine regimen and
did not show any symptoms were considered theoretically negative and
called “post-COVID-19."

SARS-CoV-2 N protein IgG immune conversion
(urine)

Index (/) log,

T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Days PSO

Fig.1.IgG immunological conversion to SARS-CoV-2 N protein in patient urine
samples. Patients are represented by the lines interconnected by the points (sam-
ple collected in different days PSO). The immunological conversion observed for
each patientvaried in days PSO. The plotted index values (/) are related to the ab-
sorbance ratio of the cutoff values. Positive index value, above 1.1; indeterminate
index value, between 0.8 and 1.1 (gray); and negative index value, below 0.8.

compared to serum (R value = 0.9577), but this was not statistically
significant (Fig. 4).

DISCUSSION

In the present study, we compared the ability of an rSARS-CoV-2 N
protein-based ELISA to discriminate serologically positive patients
with COVID-19 using either urine or serum samples. Our data
showed sensitivity and specificity values of 94.0 and 100%, respec-
tively, when urine was used, and the presence of antibodies in pa-
tients’ urine was observed a few days PSO. The use of urine gave
higher sensitivity to detect seroconversion over the use of sera
under optimal experimental conditions. Serum-based ELISA tests

Ludolf et al, Sci. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022

have been used to diagnose SARS-CoV-2 seropositivity by detecting
specific antibodies in patient serum samples (4). However, to the best
of our knowledge, this is the first study using a noninvasive urine-
based ELISA test to identify specific antibodies against a SARS-CoV-2
protein. The use of urine to detect antibodies could be considered
more convenient for clinical practice and for epidemiological sur-
veillance compared to the challenges encountered with venipunc-
ture, because it (i) allows patients to collect their own samples and
(ii) eliminates the need for trained phlebotomists to draw blood and the
attendant risks involved in handling potential blood-borne patho-
gens (11). We used sodium azide as a preservative for this study, as
the presence of detectable antibodies in urine samples stored at 4°C
has been reported for as long as 6 years (14). Nonetheless, the stabil-
ity of five refrigerated urine samples without sodium azide was ex-
amined for five consecutive days, and our data showed that there
was no change in assay performance between fresh and stored sam-
ples (fig. S2).

SARS-CoV-2 has four structural proteins—spike (S), envelope
(E), membrane (M), and nucleocapsid (N) proteins—and all of
them have already been tested as antigens for COVID-19 diagnosis
using recombinant proteins, synthetic peptides, and/or polypeptide
chimeras (4, 6, 22). Although many diagnostic tests use the recom-
binant protein S as the antigen, ELISA-based assays using a recom-
binant N protein have also been widely used with high sensitivity to
detect antibodies in mildly infected patients (21, 23). In the current
study, we found that the diagnostic performance of the serum-based
ELISA (sensitivity and specificity of 87.7 and 100%, respectively) was
marginally lower than that of the urine-based ELISA using recom-
binant N protein.

Specific IgG SARS-CoV-2 seroconversion usually occurs at 7 to
14 days after infection, and it is presumably accompanied by the
development of protective immunity (4). In the early stages of in-
fection, commercial serum-based antibody tests show low accuracy
because most of the patient’s immune response is still developing.
The accuracy of serological tests can be near 100%, when samples
are acquired at 20 days PSO (4, 8, 24-26). Note that urine samples
collected from positive QRT-PCR patients who did not demonstrate
positive index values might have been collected too early for sero-
conversion to occur. We confirmed this with a longitudinal analysis
of the samples, collected from the same patients on different days
PSO, who turned positive along the course of the disease (fig. S1). In
our study, immune conversion for urine and serum occurred at a
similar rate, with an increase in IgG production along the days PSO,
when individual index values were plotted for such samples (fig. S1).
ELISA-positive index values were obtained with many of the sam-
ples collected before 10 days PSO, at least for the hospitalized indi-
viduals. Nonetheless, we cannot assume at this moment that early
detection and more rapid rise of antibodies would be due to a first
or prior SARS-CoV-2 infection, as such information is lacking.
Conversely, few samples showed a negative index value even after
10 days PSO collection.

We identified antibodies in patients up to 60 days PSO; however,
a longer follow-up study is still necessary to establish the diagnostic
detection window of anti-rSARS-CoV nucleocapsid antibodies in
urine samples. The identification of anti-hepatitis A virus antibodies
in urine appeared to be comparable to serum for the diagnosis of
recent and past infection and could last for as long as 130 days PSO
(15). It is important to be aware that a distinct diagnostic detection
window may be found for urine- and serum-based ELISA. This
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Fig. 2. Urine and serum index values (/) of each patient according to the days PSO. The index values obtained from urine and serum samples for each patient are
represented by circles and diamonds, respectively. Both samples, from the last day before immune conversion (index < 1.1) and from the first day of immune conversion
(index > 1.1), collected from the same patient were plotted and are indicated by the matching symbol below the patient number. Only the first sample collected was
plotted for those patients with all samples with positive index. Individual data were divided according to the PSO days of the collection date: <10 (green), 11 to 15 (blue),

16 t0 20 (yellow), and >20 days (red). Positive index value, above 1.1; indeterminate index value, between 0.8 and 1.1; and negative index value, below 0.8.

difference is found for visceral leishmaniasis (VL), for which the de-
tection of specific antibodies in serum persists after cure, while the
presence of antibodies completely disappears after 6 months when
using a urine-based ELISA. This observation indicates a possible use
for the specific diagnosis of VL and also for monitoring the treat-
ment response (20).

Our study has suggested similar patterns of baseline antibody
responses for urine-based ELISA to those found for serum-based
ELISA and with substantial variation in the magnitude of the re-
sponses between participants within each severity category, hospital-
ized or nonhospitalized (27). The degree and duration of immunity
that antibodies confer, from infection or vaccination, remain un-
clear (28). Notably, if IgG antibodies are present, they often indicate
a previous infection, but do not exclude an ongoing infection.

Vaccines approved to protect against SARS-CoV-2 infection and
administered around the world, such as Oxford/AstraZeneca ade-
novirus viral vector AZD1222, Pfizer-BioNTech mRNA vaccine
BNT162b2, Johnson & Johnson’s Janssen modified viral vector,
Moderna mRNA Spikevax, and Sputnik V adenovirus viral vector,
use only the S protein of SARS-CoV-2 to elicit protective immunity.
For these vaccines, the SARS-CoV-2 N protein antibody response
evaluated by ELISA in our study could be used potentially as a reli-
able tool for assessing antibody responses to COVID-19 versus anti-
body responses induced by vaccination. On the other hand, the
inactivated CoronaVac/Sinovac or Sinopharm viral vaccines con-
tain the N protein in their formulation and could be evaluated to
confirm vaccine-induced antibody conversion. Because of the diver-
sity of the vaccines licensed in each country and the types of immu-
nological tests used (SARS-CoV-2 N and/or S proteins), humoral
conversion results can be misinterpreted by patients who may not
always know what type of antibody test was used (29, 30).

Ludolf et al, Sci. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022

Many individuals do not have their infectious status confirmed
by the direct detection of either SARS-CoV-2 RNA or antigens, be-
cause of the limitations of tests, the short detection window, or the
availability of tests to the patients. While antibody tests should not
be used to establish the presence or absence of acute SARS-CoV-2
infection, they can be a useful tool for identifying people with re-
solving or past SARS-CoV-2 infection, which can aid diagnosis and
complications arising from COVID-19 (8). In this sense, the devel-
opment of our N protein urine-based ELISA becomes an additional
available tool for individual and epidemiological use. Furthermore,
because we have identified antibodies to the SARS-CoV-2 N protein
in urine, the development of a urine-based spike ELISA test may also
be feasible to cover other applications of serological tests such as the
detection of vaccine-induced antibodies.

Urine collection has been neglected as a biological specimen be-
cause urine-based serological tests are uncommon. Our study in-
cluded 19 urine samples collected before the outbreak in 2019, and
all of them showed index values of <1.1. We also included 11 urine
samples collected during 2021 from individuals who remained in quar-
antine and who did not show any symptoms throughout 2020/2021,
although they cannot be considered as true negatives. Nevertheless,
all these samples also showed an index of <1.1 (no positive).

A minimum of 98% specificity was stated in some countries for
lateral flow immunoassay home tests, as false-positive results may
increase the risk of self-exposure of nonimmune protected individuals
(31). ELISA is an analytical method used to identify and measure
analytes in low concentrations with less risk of interference. As a
quantitative and qualitative assay, its cutoff is defined to distinguish
between positive and negative samples with accuracy (32). The N
protein was specific for SARS-CoV-2 in our ELISA, because we ob-
served no humoral reactivity in serum samples from patients with

40f8

133



SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

1gG urine

o Negative

© Positive

@
£
£ 0.5
8 0.25
0125
0.0625-
0.03 T T
Negative Positive
1gG urine
8
4 comRYBO ogog
85TVER v 8 g 8 Dg’ °
®
21 ©90g00® —F—— ae
°
- 0%
7 1 Sege 0® °
3 %000° ° e
ve (-4
£ 05 ®ogo 133 0000
] %0 go ® 0®
8 025 0g0°® % e
go o0 "
° ° °
0425 ee 2202
BT °
0.0625
°
0.031 - - r T T
Negative PSO <10days  11-15days  16-20 days >20 days

Positive

IgG serum
8+
*  Negative
4 =
© Positive
24
e i
S
g 0.5+
=] —
© 0.25 R G
vyl 00
0.125+ hias 2204
o e
0.0625
0.03125 . -
Negative Positive
IgG serum
8-
n
o
o
24 «3%%& w
o, ° i
35- 1 —eﬁg— 00009
2 000 <
€
£ 0.5 ® ® o
8 %042 P o
ey 3
3 0251  Seqe %600 gQ 00 >
° ¢
s o4 ¢ *
0.125- %o
- o
O.‘ ’S %
0.0625
0.031; T T T T T
Negative PSO <10 days 11-15 days 16-20 days >20 days

Positive

Fig. 3. Evaluation for SARS-COV-2 diagnosis by using rSARS-CoV-2 N protein against patient urine and serum samples. ELISA was done using urine and serum
samples (n=209 and n= 187, respectively) from COVID-19 patients with positive qRT-PCR. Urine and unpaired serum samples from healthy subjects (1=30 and n=37,
respectively) were also used. The mean of each group is shown, and the dashed line indicates the cutoff value determined for each type of biological sample (urine =0.123
and serum =0.323). The cutoff values were determined as the mean plus three times the SD of negative samples. Bottom: Positive sample groups are divided according
to the PSO days of the collection date: <10 (green), 11 to 15 (blue), 16 to 20 (yellow), and >20 days (red).

Table 3. Comparative IgG anti-SARS-CoV-2 N protein diagnostic performance of the in-house urine- and serum-based ELISA. The diagnostic
performance of the antigen against the urine and serum samples was based on the estimation of sensitivity (Se), specificity (Sp), area under the curve (AUC),
95% confidence level (95% Cl), and Youden index (J)). Positive and negative predictive values (PPV and NPV, respectively) were calculated on the basis of the
index value, excluding the indeterminate value samples, and using the following equations: NPV = true negative/false negative + true negative and PPV = true

positive/false positive + true positive. Cl, confidence interval.

Sample AUC Pvalue Cutoff Se (%) 95%Cl Sp (%) 95%Cl J PPV NPV
Urine 0.9856 <0.0001 0.123 93.81 89.65-96.66 100 88.06-100 0.94 1.0 0.79
Serum 09577 <0.0001 0323 87.70 82.12-92.04 100 90.00-100 0.88 1.0 0.70

respiratory tract viral infections (influenza, measles, and parvovirus),
patients with arboviruses (yellow fever virus, chikungunya, dengue,
and Zika), and individuals vaccinated against influenza (30 to 60 days)
(21). Nonetheless, our study has limitations, as we have not tested
our ELISA against samples obtained from patients with respiratory

Ludolf et al, Sci. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022

infections caused by other types of coronavirus. Therefore, we
cannot rule out the possibility of cross-reactivity with other human
coronaviruses.

The comparative use of paired serum samples as reference was
fundamental for our study because of their conventional use in
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Fig. 4.ROC curve for comparative diagnostic performance of urine-and serum-
based ELISA for COVID-19. ROC curves were constructed using the individual
OD values for each sample to obtain the sensitivity, specificity, and area under
the curve.

ELISA, noting that Bagno et al. (21) had already validated the serum-
based ELISA platform used here. Urine-based and serum-based
ELISA achieved a very similar qualitative profile. However, we should
interpret the quantitative comparison of reaction intensity between
samples with care, as urine samples were collected without a fixed
standard retention time; thus, there may be variation in antibody
concentration. It would be important in a future study to determine
and fix retention time, as well as for its use in clinical practice. When
the effect of the timing of urine collection was studied for Wuchereria
bancrofti infection, with urine collections in the early morning and
later throughout the day, only a small fluctuation in antibody units
was observed and all samples remained positive (33, 34). In a urine-
based ELISA study conducted for H. pylori, it was observed that the
urine water content influenced the concentration of antibody in urine;
however, the performance of the qualitative assay on post-fasting
urine correlated well with those of serum samples (33, 35). Various
features of urine, beyond retention time, could influence signal
strength relative to serum and deserve future investigation. Changes
in urine pH and the presence of microorganisms had no significant
effect on the absorbance value of the H. pylori urine-based ELISA.
Moreover, sodium azide is commonly added to prevent changes in
urine pH resulting from contamination and growth of bacteria
(33, 35). Patients with significant proteinuria should be tested with
caution as demonstrated for the H. pylori urine-based ELISA (35).

In summary, our preliminary study suggests that a urine-based
ELISA using a recombinant N protein could be useful for diagnos-
ing SARS-CoV-2 immune conversion. Advantages of the assay in-
cluded ease of sample collection, biological sample stability, easy
assay standardization, and high levels of accuracy. This noninvasive
immunoassay can become a useful tool to guide public health policy
across the clinical and research environment, with effects to be pro-
vided at the individual and population level.

MATERIALS AND METHODS

Experimental design

First, we evaluated the presence of anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid-
specific antibodies in 209 urine samples, collected between the 2nd
and 60th PSO day, from 139 infected patients previously confirmed
with qRT-PCR. We then checked the immune conversion window

Ludolf et al, Sci. Adv. 8, eabn7424 (2022) 13 May 2022

of 44 patients with follow-up collections on days 1, 3, 7, and 14
after their inclusion in the study. We used the original and well-
established serum-based ELISA to compare accuracy and validate
our findings. To assess the detection window time on which most
patients found a positive index value, we plotted the PSO day distri-
bution of the first day of positive urine and serum sample collection
of 128 and 125 patients, respectively. Last, we compared the diag-
nostic accuracy of the rSARS-CoV-2 N protein against a panel of
209 urine and 187 serum paired samples, which we collected at the
same time, between the 2nd and the 60th day PSO, from hospital-
ized and nonhospitalized patients. We also included unpaired neg-
ative samples collected before 2019 and from individuals who had
maintained a rigorous quarantine and did not show any symptoms.

Research subjects and biological samples

The study was approved by the Human Research Ethics Committee
from the Federal University of Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte,
Brazil) under protocol number CAAE 30437020.9.0000.5149. Patients
seeking hospital assistance presenting respiratory symptoms were
assessed by the attending physician and included in this study
after confirmation of a positive qRT-PCR test for SARS-CoV-2. Non-
hospitalized individuals who experienced mild COVID-19 symp-
toms and tested positive for SARS-CoV-2 by qRT-PCR were also
included in this study. All included participants were adults, male or
female, and signed an informed consent form. Hospitalized patients
(n =128) were recruited at Hospital das Clinicas of the UFMG (Belo
Horizonte, Brazil) and Hospital Santa Helena (Betim, Brazil), and
nonhospitalized individuals (n = 11) were recruited through active
search in the general population (Belo Horizonte, Brazil).

Urine and serum samples from hospitalized patients were col-
lected on the first day of inclusion and, whenever possible, on days
1,3, 7, and 14 after recruitment, thus varying the corresponding day
PSO for each patient. Urine and serum samples from nonhospital-
ized individuals, who tested positive for SARS-CoV-2 infection by
qRT-PCR, were collected between 20 and 60 days PSO. Samples
collected before 2019 were considered truly negative and called “pre—
COVID-19.” Samples from individuals who had maintained a rig-
orous quarantine and did not show any symptoms were considered
theoretically negative and called “post-COVID-19 negative.” Both
sample sets were used as negative controls. The total number of
urine samples used herein was 198 hospitalized and 11 nonhospital-
ized, and 19 and 11 pre- and post-COVID-19 negative, respectively.
The total number of serum samples was of 226 hospitalized and
4 nonhospitalized, and 30 pre-COVID and 5 post-COVID negative.

Urine samples were collected any time of the day, using a 80-ml
urine collection cup, when the liquid was transferred to 15-ml tubes
containing 0.1% (w/v) sodium azide. Tubes were kept at room tem-
perature for a few days or at 4°C for long time storage. The pre—
COVID-19 urine samples were previously collected in 2018/2019
and kept at 4°C until use. Blood was collected in 20-ml tubes with-
out anticoagulant, and serum was separated by centrifugation at
3000g for 15 min at 4°C and stored at —20°C until use.

Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISA was performed according to Bagno et al. (21) under optimal
experimental conditions for urine or serum, as described below.
Plates were coated with 0.4 pg per well of rfSARS-CoV-2 N protein
diluted in carbonate buffer for 18 hours at 4°C. After antigen bind-
ing, blocking was done with a solution of phosphate-buffered saline
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(PBS) containing 0.05% (v/v) Tween 20 (PBS-T) and 1% (w/v) bovine
serum albumin for 2 hours at 25°C. Then, the wells were washed
using PBS-T and incubated with 100 pl per well of urine (undiluted)
or serum (1/100 dilution in PBS-T) samples for 1 hour or 30 min,
respectively, at 37°C, when they were again washed. Using urine as
samples, peroxidase-conjugated anti-human IgG antibody (Sigma-
Aldrich), 1/10,000 dilution in PBS-T, was added, and the plates were
incubated for 1 hour at 37°C. Using serum as samples, the conjugated
antibody was diluted 1/80,000, and the plates were incubated for
30 min at 37°C. Next, the wells were washed, and reactions were
developed by the addition of TMB (3,3',5,5-tetramethylbenzidine)
for 15 min in the dark. Reactions were stopped by adding 0.5 M
H,S0,, and the OD values were read on a microplate spectropho-
tometer (Multiskan Go) at A 450 nm. The cutoff values were deter-
mined as the mean plus three times the SD of negative samples. The
index (I) value for each sample was calculated using the following
equation: I = (OD 2450 nm)/(cutoff). The index value was classified
positive above 1.1, indeterminate between 0.8 and 1.1, and negative
below 0.8.

Statistical analysis

Data collected from the included individuals were recorded in a
dedicated form. The analyses were done using the GraphPad Prism
program (version 8.0 for Windows). Value distributions (means +
SD, as indicated) were obtained for continuous variables, while cat-
egorical ones were evaluated as proportions. ROC curves were con-
structed with OD values of the positive versus negative (pre- and
post-COVID negative) samples. The diagnostic performance was
evaluated by estimation of sensitivity, specificity, area under the
curve, and Youden index. Confidence intervals (CIs) were defined
with 95% confidence level (95% CI). The paired t test was used to
compare the distinct groups. P < 0.05 values were considered signif-
icant. Positive and negative predictive values (PPV and NPV, re-
spectively) were calculated on the basis of the index value, excluding
the indeterminate value samples, and using the following equations:
NPV = true negative/false negative + true negative and PPV = true
positive/false positive + true positive.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary material for this article is available at https://science.org/doi/10.1126/
sciadv.abn7424

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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Urine-based Enzyme-Linked Immunosorbent Assay to detect anti-SARS-
CoV-2 nucleocapsid protein antibodies

Abstract

Anin house urine-based ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) were developed to detect
anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid protein (N) IgG antibodies in urine samples, providing a
noninvasive diagnostic tool to assess the humoral response against COVID-19. The presence of
anti-SARS-CoV-2 N protein antibodies was detected with 94% sensitivity and 100% specificity
with urines collected from the second to the 60" day post symptoms onset with this protocol.

Background

Many different serological assays are available for COVID-19, which preferentially uses plasma
or serum as sample. Drawing blood can be unpleasant and difficult to perform in some
circumstances, requiring sterile equipment and trained staff. Body fluids such as urine have been
suggested as an alternative for the detection of immunoglobulins against several microbial
agents (1-10). In this context, we develop an in-house ELISA to detect anti- SARS-CoV-2
nucleocapsid protein antibodies in urine samples. The protocol was based on a pre-validated
serum-based ELISA with some modifications. Urine-based and paired serum-based ELISA
achieved a very similar qualitative profile. Some of the advantages of the urine-based ELISA
include ease of sample collection, biological sample stability and high levels of accuracy. Since
most vaccine platforms are based on immune response against SARS-CoV-2 Spike (S) protein,
anti-SARS-CoV-2 N ELISA may differentiate in this case individuals previously infected with SARS-
CoV-2 from those vaccinated (11,12). So, this test may contribute to epidemiological studies by
helping to determine previous exposure to SARS-CoV-2 in a population or individual level.

Materials and Reagents

1. High binding 96-well polystyrene microplate, (Corning, Merck, Germany, catalog
number: CLS2592).

2. SARS-CoV-2 Nucleocapsid Recombinant protein (in house production). **

3. Coating buffer: 0.2 M sodium carbonate/bicarbonate, pH 9.6 (Merck, Germany, catalog
number: 222321 and S6014).

4. Wash buffer: 0.1 M sodium phosphate (Merck, Germany, catalog number: 7558-79-4),
0.15 M sodium chloride (Merck, Germany, catalog number): S9625, pH 7.4 containing
1% Tween 20 (Merck, Germany, catalog number: P2287), pH 7.4.

5. Blocking buffer: 1% (w/v) Bovine Serum Albumin (BSA, Merck, Germany, catalog
number: A7030) in wash buffer pH 7.4.

6. Conjugated antibody: peroxidase-conjugated anti-human IgG antibody (Sigma- Aldrich,
A0170) diluted (1:10.000) in wash buffer.

7. Substrate: TMB substrate (Scienco, Brazil, Reference: One Step).

8. Stop solution: 0,5M sulfuric acid (Merck, Germany, catalog number: 258105).

*1 Note: alternative N antigen from Fapon Biotech Inc, China, catalog number: FP0516.



9.

50 mL reagent reservoir sterile polystyrene (Merck, Germany, catalog number:
CLS4870).

10. Tips: 10 pl, 200 pl and 300 pl.

Equipment
1. Vortex Mixer (Thermo Fisher Scientific, USA, catalog number: 88882012).
2. Incubator at 37°C (Fanem, Brazil, catalog number: 502/2-C).
3. ELISA Microplate Washer (Wellwash™ Microplate Washer, 5165000).
4. Microplate Spectrophotometer (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific, USA, catalog
number: N10588, 450 nm).
5. Microplate Washer (not compulsory, Wellwash Versa, Thermo Fisher Scientific, USA,
catalog number: 5165010).
6. Monochannel 1-10 pl pipette (Thermo Fisher Scientific, USA, catalog number:
4641040N).
7. Monochannel 10-100 pl pipette (Thermo Fisher Scientific, USA, catalog number:
4641070N).
8. Multichannel 30-300 ul pipette (Thermo Fisher Scientific, USA, catalog number:
4661070N).
Software
1. Excel (Microsoft).
2. GraphPad Prism (version 8.0,USA).
Procedure
1. Plates

a. Coating: Distribute 100 pl of coating solution containing the antigen in each well
of the plate (400 ng/well). Incubate at 2-8°C overnight;

b. Blocking: Remove the coating solution from the wells by aspiration (ELISA
microplate washer) or by decanting (manual). Add 250 pl of blocking solution to
each well of the plate. Incubate at room temperature for two hours;

c. Drying: Remove the blocking solution, tap the plate inverted for a few seconds
on absorbent paper until dry.

2. ELISA

Place all reagents at room temperature and wait for 30 minutes until stabilize;
Add 100 pL of each sample (undiluted urine) to the wells of the plate;

Cover the wells with plate sealer;

Incubate the plate for 60 minutes at 37°C;

Remove the plate sealer;

Discard the contents of the cavities by suction (washing machine) or by
decanting (manual);
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g. Add 300ul of Wash Solution to each well (and then remove) and repeat it for 5
times. To ensure plate drying, at the end of the wash, tap the plate inverted for
a few seconds on absorbent paper;

h. Add 100 pL of Conjugated antibody into each well;

Cover the wells with plate sealer;

j. Incubate the plate 60 minutes at 37°C;

k. Remove the plate sealer;

|.  Repeat the Wash step (step g);

m. Add 100 pL of Substrate (TMB) into all wells;

n. Protect the plate from light;

0. Incubate the plate at room temperature until the desired color intensity is
reached; *?

p. Add 100 pl of the Stop Solution into all wells;

g. Measure the absorbance at 450nm.

3. Data analysis
a. Calculation of ELISA cut-off value.

The optical density (OD) of the negative control samples ** was determined and used to
calculate the Cut-off as determined by the formula (13):

cut —of f = Apeg 2 (SDpeg)
Apeg: Average of negative samples

SDy4: standard deviation of negative samples

Use the cut-off to evaluate the diagnostic performance by estimation of sensitivity, specificity,

area under the curve at GraphPad Prism (Analyses>Column analyses>Roc Curve).

b. Index calculation: calculate the index (/) of sample absorbance (Abs) over the

value of cut-off, according to the equation:

_ Abs450nm
cut — of f value

The results can be classified as follows:
1< 0.8: negative

0.8 </< 1.1: borderline (indeterminate)

*2 As established by the manufacturer, for Scienco TMB we used 30 minutes.
*3 We used n=30 negative samples.
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/2 1.1: positive

Use conditional formatting in Excel to classify the results.

In the case of an indeterminate result, the sample must be reanalysed. Samples that repeatedly
obtain indeterminate results should be retested using an alternative method. If results remain

indeterminate, a new sample should be collected in one week.
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Professor; Fernanda Ludolf . | Postdoctoral Research Fellow

' Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil

This Break was edited by Isa Ozdemir, Senior Scientific Editor -TheScienceBreaker

ABSTRACT

Recently, we developed a new way to identify SARS-CoV-2 antibodies without blood samples and needles. The assay
detects these specific antibodies using urine instead of blood samples. Thus, people unable to perform blood puncture
will be able to benefit from the possibility of checking for the presence of anti-SARS-CoV-2 antibody produced after a
recent infection without any need for a needle.

Image credits: Pexels.com

While serological tests are not intended to diagnose an blood/serum as a sample. Although considered

acute SARS-CoV-2 (COVID-19) infection, they can
indicate the presence of antibodies generated from
previous viral exposure or vaccination. Several
diagnostic kits to assess the presence of SARS-CoV-2
antibodies are available on the market, all using

minimally invasive, blood collection can be unpleasant
due to the needle used, difficult to execute in some
physical circumstances, and challenging in areas with
limited healthcare resources, differently from the urine
that humans naturally expel. The presence of

TheScienceBreaker | Science meets Society
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antibodies in the urine has been poorly studied and
understood. It 1s probably why researchers and R&D
worldwide have not chosen to investigate urine for
COVID-19 until now. However, the few relevant
scientific publications for other infectious diseases
have shown the plausibility of urine for searching for
antibodies, inspiring, and motivating us to translate this
idea to COVID-19. We developed the test based on
the quanttative and qualitative evaluation of the
presence of antibodies for ~95 samples in a single test
plate. The study analyzed 209 urine samples, collected
between 2 to 60 days post symptoms, from patients
SARS-CoV-2 infection confirmed by PCR
(Polymerase Chain Reaction). Thirty negative samples

with

were collected before the COVID-19 pandemic or

from people who maintained rigorous quarantine.

The urine-based analysis demonstrated a specificity of
1009%, meaning no false-positive results, and a
sensitivity of 949%, meaning that of every 100 people
who had been infected with the new coronavirus, 94

were 1dentified. We compared paired serum samples

from the same patients using a previously validated
serum test demonstrating 100% specificity and 88%
sensitivity.

By using this test, it is possible to distinguish the
antibodies generated by the spike protein of the
COVID-19 mRNA vaccines from other proteins of the
virus. Thus, our test can still detect antibodies upon
infection even in a vaccinated person who misses the
opportunity of being tested for the active COVID-19
by PCR or antigen.

Our study presents a proof-of-concept that eliminates
the necessity of needles for antibody assessments for
COVID-19, as well as for other diseases in the future.
As many more people will not be afraid of testing for
antibodies, this could have a beneficial effect on an
individual and population level. Also, urine samples
collected in any period of the day could be used, not
only the first-morning sample. Let’s focus on the use
of needles for what’'s most matters, vaccination!

144

TheScienceBreaker | Science meets Society



11.6. ANEXO 6. Artigo 4 — Em submissao

Manuscript

O 0 9 & W A W NN -

[ T R N S L S S e O S I S S S e R R R )
P o= O O 0N R WD = O O NN AR WD = O

W
w

145

Click here to view linked References &

Association of urine-based ELISA and recombinant non-glycosylated SARS-CoV-2 Spike
protein as a convenient strategy to assess for the presence of anti-SARS-CoV-2 Spike antibodies
Femnanda F. Ramos!, Flavia F. Bagno?, Paula F. Vassallo®, Joao A. Oliveira-da-Silva!, Thiago A. R.
Reis!, Raquel S. Bandeira!, Amanda S. Machado!, Daniela P. Lage!*, Vivian T. Martins!, Ana P.S.M.

2,8

Fernandes>®, Myron Christodoulides6, Cecilia G. Ravetti’, Vandack Nobre!’, Flavio G. Fonseca>®,

Eduardo A F. Coelho'*, Fernanda Ludolf"*

! Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical, Faculdade
de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 30130-100, Minas Gerais,
Brazil.

2 Centro de Tecnologia de Vacinas (CT Vacinas), BH-Tec, UFMG. Belo Horizonte, MG, Brazil.

3 Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Prof. Alfredo Balena, 110,
Santa Efigénia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 30.130-100, Minas Gerais,
Brazil.

4 Departamento de Patologia Clinica, COLTEC, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 31270-901, Minas Gerais, Brazil.

° Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte, 31270-901, Minas Gerais, Brazil

®Neisseria Research Group, Molecular Microbiology, School of Clinical and Experimental Sciences,
University of Southampton Faculty of Medicine, Southampton General Hospital; Southampton,
England, SO16 6YD.

7 Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina, Avenida Prof. Alfredo Balena, 190,
Centro, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 30.130-100, Minas Gerais, Brazil.

8 Laboratério de Virologia Molecular e Aplicada, Departamento de Microbiologia, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 31270-901, Minas
Gerais, Brazil.

#Corresponding author:

Dra. Fernanda Ludolf. Laboratorio do Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude:
Infectologia e Medicina Tropical, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais,
Avenida Prof. Alfredo Balena, 190, 30.130-100, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Phone
number: +55 31 3409 4983

E-mail addresses: feludolf@gmail.com




34

35
36
37
38
39
40
41
42
43

45
46
47
48
49
50

52
53
54
55

57
58
59

Summary

Serological assays have been widely used to detect anti-SARS-CoV-2 antibodies, which are generated
from previous exposure to the virus or after vaccination. The presence of anti-SARS-CoV-2
Nucleocapsid (N) antibodies was recently reported in patients” urine using a urine-based ELISA-
platform, allowing new possibilities for a more comfortable and easy way to collect clinical samples
and assess immune conversion. In the current study, we evaluated and validated an in house urine-
based ELISA for the detection of anti-SARS-CoV-2 Spike (S) antibodies. Recombinant SARS-CoV-
2 partial S protein expressed in a eukaryotic system and rSARS-CoV-2 S protein subunits (S1 and
RBD) expressed in a prokaryotic system were tested in an ELISA platform against a panel composed
by over 146 urine and paired serum samples from 109 patients with SARS-CoV-2 confirmed qRT-
PCR. Anti-SARS-CoV-2 S antibodies were detected in the urine samples and, unexpectedly,
exclusively for the urine-based assay, glycosylation of the ISARS-CoV-2 S protein was not a critical
requirement to obtain high serology accuracy. In conclusion, the association of the use of urine-based
ELISA assay and rSARS-CoV-2 S protein (S1 and RBD) expressed in prokaryotic system could be
considered as a convenient strategy for screening for the presence of anti-SARS-CoV-2 S antibodies,
overcoming the difficulties arising from the sample collection and production of glycosylated

proteins.

Keywords: SARS-CoV-2; immunodiagnostic; COVID-19; urine; antibody; spike (S) protein,
glycosylation.
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Introduction

On 11 March 2020 the outbreak of coronavirus disease (COVID-19) caused by SARS-CoV-
2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Corona Virus-2) was characterized as a pandemic (1). In vitro
diagnostics (IVDs) of assured, quality, safety and performance were considered a critical component
of an overall strategy to control the pandemic. IVDs for COVID-19 fall into two main categories: the
direct detection of SARS-CoV-2 virus (RNA or protein) and indirect serological detection of anti-
SARS-CoV-2 antibodies produced by the host's immune system (2,3.4,5).

While serological tests should not be used for diagnosing an acute SARS-CoV-2 infection,
they may indicate the presence of antibodies generated from a previous viral exposure or to
vaccination. The presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies has still not been recommended as a
criterion to assess protection (6). Today, serological results depend on the diversity of vaccines
licensed in each country and the type of used antigen in the immunological tests, i.e. SARS-CoV-2
Nucleocapsid (N) and/or Spike (S) proteins, which may indicate antibodies from previous infection
and/or vaccination (6,7). As an antibody response to infection takes days to weeks to be detected
reliably, serological assays have been more relevant for patients presenting for medical care with late-
complications of illness and confirming persistent symptoms caused by long-COVID (8.9).

Although considered minimally invasive and with a low rate of complication, venipuncture
blood collection can be (i) unpleasant, especially for those who suffer with aichmophobia (fear of
sharp objects), (i1) difficult to perform in some physical circumstances, and (ii1) challenging in areas
with limited and inaccessible healthcare resources (10,11). Urine-based tests to detect antibodies have
been suggested as a non-invasive, simple and safe alternative to diagnose several infectious diseases,
including COVID-19 (12,13,14,15,16,17,18). Recently, a urine based-ELISA assay able to detect
anti-SARS-CoV-2 N antibodies was developed and validated, with calculated sensitivity of 94% and
specificity of 100% after testing a collection of 209 samples from COVID-19 patients. This
performance was comparable to a serum-based ELISA with the paired patient sera (12). |Compared
to sera, urine collection for the purposes of detecting specific antibodies is simpler and the samples
easier to store and, therefore, could be convenient for clinical and epidemiological studies (17).

The development of a urine-based SARS-CoV-2 S protein ELISA may be also viable and
important to cover other applications of serological tests such as the detection of vaccine-induced
antibodies (12). The Spike protein is a large (~140 kDa) transmembrane glycoprotein containing two
subunits, S1 and S2. The S protein is located on the surface of the virus and has been reported to be
highly immunogenic. The high cost and limited production of full-length S protein pose considerable
technical challenges. S1 contains mainly a Receptor Binding Domain (RBD), which mediates viral
interaction with the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor on the host cell. Both the S1

subunit and its RBD domain are the main antigens used for serological tests with regards to the S
3
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protein. It has also been reported that S1 exhibits less background and cross-reactivity than using full-
length S protein, which may be due to the lower similarity of the S1 subunit among the human
coronaviruses compared to S2 (19,20,21,22).

Selecting suitable SARS-CoV-2 recombinant proteins is essential for developing a reliable
serological test. SARS-CoV-2 N protein can be efficiently expressed through a prokaryotic system
and maintain good immunoreactivity. However, the transmembrane surface glycoprotein S protein
has been expressed preferentially in eukaryotic systems, which often generate post-translational
modifications on the antigen (23,24). In terms of antigen-scale production, prokaryotic systems have
advantages over eukaryotic systems, such as faster, easier and higher productivity rates and
significantly reduced costs. These advantages make such systems useful especially in developing
countries and in large-scale epidemiological investigations (23,25).

In the current study, we tested the hypothesis that SARS-CoV-2 S proteins expressed in both
eukaryotic and prokaryotic systems could be used to detect the presence of anti-SARS-CoV-2 S
antibodies in urine samples of individuals who had tested positive for SARS-CoV-2 by qRT-PCR
assay. The association of the use of urine-based ELISA and Spike proteins (S1 and RBD) expressed
in a prokaryotic system could be a convenient strategy for screening the population for the presence
of anti-Spike protein antibodies, overcoming the difficulties arising from the sample collection and

the production of glycosylated proteins.

Material and Methods

Research subjects and biological samples

This study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Brazil) under protocol number CAAE
30437020.9.0000.5149. Patients presenting with respiratory symptoms and seeking hospital
assistance were assessed by the attending physician and included in this study after confirmation of
SARS-CoV-2 infection with a positive gqRT-PCR. Hospitalized patients (n=107) were enrolled at the
Hospital das Clinicas of UFMG and Hospital Santa Helena (Betim, Brazil). Non-hospitalized
individuals (n=2) who experienced mild COVID-19 symptoms and tested positive for SARS-CoV-2
by qRT-PCR were also included in this study and were enrolled via an active search in the general
population (Belo Horizonte, Brazil).

Urine and paired serum samples from hospitalized patients were collected on the first day of inclusion
and whenever possible, on days 1, 3, 7 and 14 post-recruitment, thus varying the corresponding day
Post Symptom Onset (PSO) for each patient. Urine and paired serum samples from non-hospitalized
individuals, who tested positive for SARS-CoV-2 infection by qRT-PCR were collected after around

20 days PSO. Samples collected before 2019 were considered truly negative and called “pre-COVID-
4
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19 negative”. Samples from individuals who had maintained a rigorous quarantine and did not show
any symptoms were considered theoretically negative and called “post-COVID-19 negative”. Both
sample sets were used as negative controls. The total number of urine samples used herein was 144
hospitalized and 2 non-hospitalized, and 19 pre- and 12 post-COVID-19 negative, respectively. The
total number of serum samples was of 144 hospitalized and 2 non-hospitalized, and 40 pre-COVID
negative plus 6 post-COVID negative.

Urine and serum samples were collected as described by Ludolf et al., (2022) (12). Urine samples
containing 0.1% (w/v) sodium azide were stored at 4°C and serum samples were stored at -20°C until
use.

Production of recombinant SARS-CoV-2 Spike proteins

The S1 subunit and RBD domain regions of the SARS-CoV-2/human/BRA/SP02/2020
(MT126808.1) gene that encodes SARS-CoV-2 Spike (S) protein (QIG55994.1) were cloned into a
prokaryotic expression vector (Genescript®, USA). The pET-24a(+) vectors, containing the inserts
corresponding to the S1 or RBD sequences, were transformed into Escherichia coli BL21 strain cells
(DE3), and recombinant protein expression induced with Isopropyl p-D-1-ThioGalactopyranoside
(IPTG; 0.5 mM) for 4 h. Both proteins were purified on a HisTrap HP affinity column connected to
an AKTA system (GE Healthcare, USA), following the manufacturer instructions. A 12.5% (w/v)
SDS-PAGE was done to evaluate the purity of the recombinant protein (Supplementary Figure 1B).
A partial rISARS-CoV-2 S protein antigen (FPZ0540), which was expressed in mammalian Chinese
Hamster Ovary (CHO) cells, was acquired from Fapon Biotech Inc., China. The amino acid sequences
of the recombinant proteins expressed in the prokaryotic system, termed NonGly-S1 and NonGly-
RBD and expressed in the eukaryotic system, termed Gly-S, were compared by alignment to the
whole SARS-CoV-2 Spike protein amino acid sequence (Supplementary Figure 1A).

ELISA

ELISAs were done according to Ludolf er a/ (2022) (12), with few modifications. ELISA 96-well
high binding plates (Costar) were coated with 400 ng/well of ISARS-CoV-2 Spike proteins, NonGly-
S1, NonGly-RBD or Gly-S, diluted in carbonate buffer, pH 9.6 for 18 h at 4°C. The wells were
blocked with a solution of Phosphate Buffered Saline (PBS) containing 0.05% (v/v) Tween 20 (PBS-
T) and 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) for 2 h at 25°C. Then, 100 pL/well of urine (undiluted)
or serum (1/100 dilution in PBS-T) samples were added to the wells and incubated for 1 h or 30 min,
respectively, at 37°C, when they were again washed. With the urine samples, peroxidase-conjugated
anti-human IgG antibody (Invitrogen A18811), 1/10,000 dilution in PBS-T, was added and the plates
incubated for 1 h at 37°C. With the serum samples, the peroxidase-conjugated anti-human IgG
antibody (Fapon) was diluted 1/10,000 and the plates incubated for 30 min at 37°C. Next, the wells

were washed and reactions were developed by addition of TMB (3,3',5,5;-tetramethylbenzidine) for
)
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20 min in the dark. Reactions were stopped by adding 0.5 M H»SOs and the optical density (OD)
values were read on a microplate spectrophotometer (Multiskan Go), at 2450 nm. The cut-off values
were determined as the mean plus two times the standard deviation of negative samples for each
assay. The index (I) value for each sample was calculated using the following equation:
I=(ODM450nm)/(cut-off). The index value was classified as positive above 1.1, indeterminate
between 0.8 and 1.1 and negative below 0.8.

Statistical analysis

Data analyses were done using the GraphPad PrismTM program (version 8.0 for Windows). Value
distributions (mean + SD, as indicated) were obtained for continuous variables, while categorical
ones were evaluated as proportions. Receiver-Operator Characteristic (ROC) curves were constructed
with the OD values of the positive (SARS-CoV-2 infection) versus negative (pre-COVID-19 and
post-COVID negative) samples. The diagnostic performance was evaluated by estimation of
sensitivity (Se), specificity (Sp), Area Under the Curve (AUC) and Youden index (J). Confidence
intervals (CI) were defined at the 95% confidence level (95%CI). A paired ¢-test was used to compare
the distinct groups and P < 0.05 values were considered significant. Positive and Negative Predictive
Values (PPV and NPV, respectively) were calculated based on the index value, excluding the
indeterminate value samples, and using the equation NPV=true negative/false negative + true

negative, and PPV=true positive/false positive + true positive.

Results

We customized an in-house urine-based ELISA protocol using rSARS-CoV-2 Spike proteins to
evaluate the presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in urine samples collected at different days
Post Symptom Onset (PSO) from previously confirmed qRT-PCR positive patients. We used the
well-established serum-based ELISA (26) to compare accuracy and to validate our data. We evaluated
the immunodiagnostic efficacy for COVID-19 of three rSARS-CoV-2 Spike proteins, one expressed
in a eukaryotic system, Gly-S, and two expressed in a prokaryotic system, NonGly-S1 and NonGly-
RBD. For the analyses, urine and paired-serum samples from qRT-PCR—positive patients were used,
as well as unpaired negative samples from pre—-COVID-19 and post-COVID-19 individuals.
Evaluation of anti-rSARS-CoV-2 Gly-S antibodies in urine and paired serum samples

ELISA testing showed that 31/44 urine samples, collected from 19 qRT-PCR positive patients on
different days PSO, reacted with the ISARS-CoV-2 Gly-S protein with a positive index value of >1.1,
whereas 6 samples were classified as “indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1) and 7 had a
negative index value (<0.8). Only one indeterminate and one positive index values were observed
from the 25 negative controls urine samples (Fig. 1A). In parallel, results showed that 30/44 serum

samples, collected from 19 qRT-PCR positive patients on different days PSO, reacted with the
6
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rSARS-CoV-2 Gly-S protein with a positive index value of >1.1, whereas 1 sample was classified as
“indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1) and 13 samples had a negative index value (<0.8).
Only 2 indeterminate and 2 positive index values were observed from the 31 negative controls serum
samples (Fig. 1A).

The individual index (I) value obtained by the OD (optical density)/cut-off ratio were used for
standardization and comparison of the results. Sensitivity and specificity values of 75% and 96%,
respectively, were calculated for urine samples tested in ELISA, as well as 68.18% and 93.55%,
respectively, for serum samples. Comparative diagnostic performance of urine- and serum-based
ELISA for COVID-19, under optimal experimental protocols for each biological specimen, is
presented in Table 1. ROC curves were constructed and showed that the ELISAs had marginally
superior accuracy when urine was tested (AUC 0.9450) compared to serum (AUC 0,8237), but this
was not statistically significant (Fig. 1B and Table 1). PPV and NPV values were calculated based
on the index value, which excluded the indeterminate value samples, and results showed a NPV of
0.767 and PPV of 0.969 for urine and NPV of 0.675 and PPV of 0.939 for serum (Table 2).

Anti- rSARS-CoV-2 Gly-S stratified comparative ELISA using urine and paired serum samples
The comparison of reactive profiles using urine and serum samples against rISARS-CoV-2 Gly-S
protein was demonstrated in a stratified manner, according to PSO days of < 7 days, 8 to 20 days and
> 21 days (Fig. 2). All positive samples are paired and collected on the same day. Up to 7 days PSO,
1/6 urine samples had a positive index value (>1.1), while for serum, 0/6 samples had a positive index
value. In the PSO period of 8 to 20 days, 31/38 urine samples and 30/38 serum samples had a positive
index value. After 21 days PSO, both of the 2 urine and serum samples had a positive index value
(Fig. 2).

Evaluation of anti-rSARS-CoV-2 NonGly-S1 antibodies in urine and paired serum samples
ELISA testing showed that 117/145 urine samples, collected from 109 qRT-PCR positive patients on
different days PSO, reacted with the rSARS-CoV-2 NonGly-S1 protein, showing a positive index
value of >1.1, whereas 11 samples were classified as “indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1)
and 17 had a negative index value (<0.8). Only one indeterminate and one positive index value sample
were observed within the group of 31 negative control urine samples (Fig. 3A). In parallel, results
showed that 83/145 serum samples, collected from 109 qRT-PCR positive patients on different days
PSO, reacted with the rSARS-CoV-2 NonGly-S1 protein, showing a positive index value of >1.1,
whereas 19 samples were classified as “indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1) and 43 had a
negative index value (<0.8). From the 46 negative control serum samples, 9 had indeterminate and 1
had a positive index value (Fig. 3A).

The individual index (I) value obtained by the OD (optical density)/cut-off ratio were used for

standardization and comparison of the results. Sensitivity and specificity values of 81.38% and
7
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96.77%, respectively, were calculated for urine samples tested in ELISA, and 60.69% and 95.65%,
respectively, for serum samples. Comparative diagnostic performance of urine- and serum-based
ELISA for COVID-19, under optimal experimental protocols for each biological specimen, is
presented in Table 1. ROC curves were constructed and showed that the ELISA assays showed
marginally superior accuracy when urine was tested (AUC 0.9422) compared to serum (AUC
0.8247), but this was not statistically significant (Fig. 3B and table 1). PPV and NPV values were
calculated based on the index value, which excluded the indeterminate value samples, and results
showed a NPV of 0.630 and a PPV of 0.992 for urine and a NPV of 0.456 and a PPV of 0.988 for
serum (Table 2).

Anti-rSARS-CoV-2 NonGly-S1 stratified comparative ELISA using urine and paired serum
samples

Comparison of reactive profiles of urine and serum samples against rSARS-CoV-2 NonGly-S1
protein is demonstrated in a stratified manner according to days PSO of < 7 days, 8 to 20 days and >
21 days (Fig. 4). All positive samples are paired and collected on the same day. Up to 7 days PSO,
10/15 urine samples and 4/15 serum samples had a positive index value (>1.1). In the PSO period of
8 to 20 days, 86/102 urine samples and 62/102 serum samples had a positive index value. After 21
days PSO, 22/26 urine and 19/26 serum samples had a positive index value (Fig 4).

Evaluation of rSARS-CoV-2 NonGly-RBD antibodies in urine and paired serum samples
ELISA testing showed that 130/145 urine samples, collected from 109 qRT-PCR positive patients on
different days PSO, reacted with the iISARS-CoV-2 Gly-S protein, showing a positive index value of
>1.1, whereas 9 samples were classified as “indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1) and 6 had
a negative index value (<0.8). From the 31 negative controls urine samples, 3 had an indeterminate
value and there was only one sample with a positive index value (Fig. 5A). In parallel, results showed
that 47/145 serum samples, collected from 109 qRT-PCR positive patients on different days PSO,
reacted with the rSARS-CoV-2 NonGly-RBD protein, showing a positive index value of >1.1,
whereas 36 samples were classified as “indeterminate” (index values from 0.8 to 1.1) and 62 had a
negative index value (<0.8). From the 46 negative controls serum, 10 samples had an in indeterminate
index and none had a positive index value (Fig. 5A).

The individual index (I) value obtained by the OD (optical density) / cut-off ratio were used for
standardization and comparison of the results. Sensitivity and specificity values of 89.66% and
96.77%, respectively, were calculated for urine samples tested in ELISA, as well as 39.31% and
97.83%, respectively, for serum samples. Comparative diagnostic performance of urine- and serum-
based ELISA for COVID-19, under optimal experimental protocols for each biological specimen, is
presented in Table 1. ROC curves were constructed and showed that the ELISA assays showed

marginally superior accuracy when urine was tested (AUC 0.9803) compared to serum (AUC
8
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0.7601), but this was not statistically significant (Fig. 5B and Table 1). PPV and NPV values were
calculated based on the index value, which excluded the indeterminate value samples, and results
showed a NPV of 0.818 and a PPV of 0.992 for urine and a NPV of 0.367 and a PPV of 1.000 for
serum (Table 2).

Anti-rSARS-CoV-2 NonGly-RBD stratified ELISA comparative urine and paired serum
samples

Comparison of reactive profiles of urine and serum samples against ISARS-CoV-2 NonGly-RBD
protein is demonstrated in a stratified manner according to days PSO of < 7 days, 8 to 20 days and >
21 days (Fig. 6). All positive samples are paired and collected on the same day. Up to 7 days PSO,
12/15 urine samples and 0/15 blood samples had a positive index value (>1.1). In the PSO period of
8 to 20 days, 93/102 urine samples and 47/102 serum samples had a positive index. After 21 days
PSO, 23/26 urine and 10/26 serum samples had a positive index value (Fig. 6).

Correlation between the rSARS-CoV-2 NonGly-RBD and rSARS-CoV-2 NonGly-S1 versus
rSARS-CoV-2 Gly-S using urine and paired serum samples

Samples from COVID-19 patients (n=44) and healthy donors (n=31) were used to compare the in
house produced proteins 1SARS-CoV-2 NonGly-RBD and rSARS-CoV-2 NonGly-S1 with the
commercial 'ISARS-CoV-2 Gly-S. Higher correlations were observed when we compared urine-based
ELISA indexes (1=0.7567 and 1=0.7779 for rSARS-CoV-2 NonGly-RBD and 1SARS-CoV-2
NonGly-S1, respectively) against serum-based ELISA indexes (1=0.3562 and 1=0.3981) (Fig. 7).

Discussion

The presence of anti-SAR-CoV-2 N antibodies was recently reported in urine samples by using an in
house urine-based ELISA platform, by that moment, additional studies are required confirm the
presence of anti-SARS-COV-2 S antibodies in patients” urine samples (12). Herein, we confirmed
the ability of ISARS-CoV-2 S proteins in discriminating serologically positive COVID-19 patients
using an in-house urine-based ELISA platform, although with lower sensitivity than when using the
rSAR-CoV-2 N protein. Similar sensitivity (75.00% and 68.18%) and specificity (96.00% and
93.55%) values were shown for the urine and paired-serum, respectively, when eukaryotic-expressed
rSARS-CoV-2 protein Gly-S, was used. As expected, significantly lower sensitivity (60.69% and
39.31%) and similar specificity (95.65% and 97.83%) values were found when serum samples were
used with prokaryotic-expressed rSARS-CoV-2 proteins NonGly-S1 and NonGly-RBD, respectively.
However, unexpectedly, we found significant higher sensitivity (81.38% and 89.66%) and specificity
(96.77% and 96.77%) when using the prokaryote-expressed SARS-CoV-2 proteins NonGly-S1 and
NonGly-RBD, respectively, in the urine-based ELISA platform. These findings suggest that the

association of the use of urine-based ELISA with prokaryote-expressed rSARS-CoV-2 proteins
9
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(NonGly-S1 and NonGly-RBD) could be a convenient strategy for screening large numbers of people
for the presence of anti-SARS-CoV-2 S antibodies, overcoming the difficulties and cost arising from
the sample collection and the production of protein.

To our knowledge, our study is the first to show the presence of anti-SARS-CoV-2 S
antibodies in urine samples, collected on days between 2 and 38 PSO, from COVID-19 qRT-PCR
positive patients, using recombinant proteins expressed in either eukaryotic or prokaryotic system.
Overall, IgG SARS-CoV-2 antibodies appear to peak at 14-30 days PSO and then to slowly decline
for 2-3 months (27,28). Commercial serum-based antibody tests show low accuracy in the early
stages of infection, since the patient immune response is still developing (29,30,5,11). This rise in
IgG production during the first days PSO was demonstrated recently with an in-house SARS-CoV-2
N protein urine-based ELISA (12). Our findings are consistent for the SARS-CoV-2 S protein urine-
based ELISA, where most of the false negatives were found in the collection range before the 7% day
PSO. Immune conversion of IgG antibodies in urine and serum samples, with an increase in IgG
levels along the PSO days, is represented in Supplementary Figure 2 by two of the patients. Although
we have worked on the optimization of our ELISA tests, in this study we were not able to achieve
sensitivity performance as high as some tests reported in the literature or commercially available (2),
most probably because we have included samples with early PSO days collections, i.e. before immune
conversion. As speculated before, relatively late IgG response to the S protein compared to the IgG
response to the N protein in patients with SARS-CoV-2 might explain the differences in sensitivity
achieved (23). This late IgG response might explain also the negative index values obtained for three
of the patients with collections on days 26, 27 and 28 PSO, for both samples, urine and serum, and
both proteins, rISARS-CoV-2 NoGly-S1 and NonGly-RBD.

The specificity of an immunodiagnostic test for COVID-19 may be estimated by testing
samples collected before the emergence of SARS-CoV-2 (2) and before mass vaccination in the case
of SARS-CoV-2 S protein. Urine collection has been neglected as a biological specimen, since the
use of urine-based immune tests are not usually available. Our study included 19 urine samples
collected before the outbreak in 2019 and 12 urine samples collected during 2021 from individuals
who maintained a rigorous quarantine regimen and who did not show any symptoms throughout
2020/2021. We suggest that the SARS-CoV-2 S protein was specific for COVID-19 in our urine-
based ELISA, since we observed only one false positive for all three proteins from 25, 31 and 31
negative individuals using the 1SARS-CoV-2 Gly-S, NoGly-S1 and NonGly-RBD proteins,
respectively. However, a limitation of our study is that the urine-based ELISA was not tested with
samples obtained from patients with other diseases, including infection with other coronaviruses and,
therefore, we cannot rule out the possibility of cross-reactivity. Patients included in this study were

not vaccinated at the moment of the sample collection, and in this sense, we can infer that the results
10
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of our urine-based ELISA came from antibodies generated from an exposure to the virus. Future
studies could seek to identify vaccine-induced anti-SARS-CoV-2 S antibodies in urine, particularly
because most approved vaccines use SARS-CoV-2 S protein to elicit protective immunity. Anti-
SARS-CoV-2 S antibodies elicited after COVID-19 and/or immunization with an inactivated vaccine
were identified by serum-based ELISA, using the same rSARS-CoV-2 Gly-S protein as used here
(26), indicating the potential of identifying vaccine-generated antibodies by our urine-based ELISA.
As our understanding of immunity and correlates of protection increases, and the range of
immunoassays multiplies, different assays will probably be used to answer specific questions (31).
The presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in urine to both S and N proteins (12) opens the door
to a more complete platform, where each antigen (separately or together) can address specific
questions.

Antigen selection, source, and purity, are crucial parameters for immunoassay development
as they determine accuracy, fields of application and mass production. Prokaryotic or eukaryotic
expression systems are used to produce recombinant proteins. Prokaryotic systems have great
advantages in their production, but the lack of post-translational modification can be a limitation (32).
SARS-CoV-2 Spike protein is extensively glycosylated with host-derived glycans at 22 N-linked
glycosylation sites and at least two O-glycan sites. The virus acquires glycosylation by appropriating
the glycosylation machinery in the host cell reticulum-Golgi intermediate compartments when
offspring virions are formed (33). To our knowledge, there is no available serological test or published
study on detecting anti-SARS-CoV-2 S antibodies using prokaryotic-expressed rSARS-CoV-2
protein, which is probably due to the influence of post-translational modification for diagnostic
performance. Thus, rISARS-CoV-2 Spike protein as a transmembrane surface glycoprotein has been
expressed using a eukaryotic expression system, which often retains glycan posttranslational
modifications of the antigen, unlike bacterial recombinant proteins- or peptide- based ELISAs
(23,34). Our data showed similar qualitative ELISA diagnostic performance for urine (75.00% se)
and paired-serum (68.18% se) when the rSARS-CoV-2 Gly-S protein expressed in eukaryotic system
was used. Additionally, when we compared the non-glycosylated proteins with the rSARS-CoV-2
Gly-S, higher correlations were observed in urine-based ELISA.

It is noteworthy that the comparative use of paired serum samples as reference was
fundamental for this study, as serum-based ELISA is a well-established platform. However, we
observed significantly lower sensitivity in serum-based ELISA assays for prokaryote-expressed
SARS-CoV-2 S protein (60.69% NonGly-S1 and 39.31% NonGly-RBD, respectively), compared to
the eukaryote-expressed SARS-CoV-2 Gly-S protein (82.37%). Thus, confirming that prokaryote-
expressed SARS-CoV-2 S protein may be not suitable for detecting anti- SARS-CoV-2 antibodies in

serum.
11
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Interestingly, we found a higher accuracy for prokaryote-expressed iISARS-CoV-2 proteins
over eukaryote-expressed rSARS-CoV-2 proteins when using a urine-based ELISA. Although we
have proven the applicability of the use of Non-glycosylated SARS-CoV-2 S proteins in ELISA
assays using urine samples, we could not find any explanation in the literature for why this recognition
of non-glycosylated proteins occurs when using urine instead of serum. Thus, our data suggest that
non-glycosylated SARS-CoV-2 S proteins could be used to assay seroconversion, overcoming many
of the problems associated with eukaryotic expression of protein. Until now, protein S glycosylation
appeared to be essential for serological testing, and since the beginning of the pandemic there have
been significant studies dedicated to developing SARS-CoV-2 S protein constructs that allow for
greater recombinant production and protein stability. Different expression systems impact on
glycosylation of the SARS-CoV-2 Spike glycoproteins by the type of attached glycan (35), the
production yields and even variation between batch-to-batch (32,36). Recombinant proteins,
particularly S1, are one of the key reagents used to produce immunoassays for detecting IgG, IgM or
IgA antibodies to SARS-CoV-2. However, expressing S1 protein in the correct conformation is
difficult, and in some cases, the antibodies that recognize the membrane S protein are unable to bind
recombinant S protein (37). In addition, high cost and insufficient capacity to produce enough high-
quality recombinant S1 protein may limit accessibility to the immunoassay in poor or remote regions
around the world (38).

The findings from our study could be applied to other diseases that are diagnosed serologically
using pathogen glycosylated antigens. This is especially true for neglected tropical diseases; for
example, disrupting the carbohydrate molecules of the parasitic roundworm Strongyloides stercoralis
caused a significant reduction in immunoassay detection. This is consistent with the hypothesis that
specific immune reactivity is reduced when glycosylated epitopes are removed from parasite antigens,
as previously demonstrated in immunoassays with sera from patients infected with Hemonchus
contortus, Taenia solium, Leishmania spp. and S. stercoralis (39).

In summary, our preliminary study suggests that a urine-based ELISA containing prokaryotic-
expressed Spike proteins (S1 and RBD) could provide a convenient strategy for screening large
numbers of people for the presence of Spike protein antibodies, and overcome the difficulties and
costs arising from serum sample collection and the production of recombinant protein with eukaryotic

systems.
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Figure 1. Comparative diagnostic performance of using rSARS-CoV-2 Gly-S protein with
patient urine and serum samples.

A ELISA assays were done using positive samples (n=44 urine and n=44 serum) from COVID-19
patients with positive qRT-PCR and negative samples (n=25 urine and n=31 serum). The mean of
each group is shown and the gray band indicates indeterminate values for each sample, while index
values below the range (<0.8) are negative and values above (>1.1) are considered positive.

B Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed using the individual index (I)
value for each sample, in order to obtain the sensitivity, specificity and area under the curve.
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to the days Post-Symptoms Onset (PSO) by using rSARS-CoV-2 Gly-S protein.
The index values obtained from urine and serum samples for each patient are represented by circles
and when paired they are interconnected by lines, each color being specific to the collection period

after the onset of symptoms. Individual data were divided according to the PSO days of the

collection date, i.e. at <7 days, 8 to 20 days and > 21 days.
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Figure 3. Comparative diagnostic performance of using rSARS-CoV-2 NonGly-S1 protein with
patient urine and serum samples.

A ELISA assays were done using positive samples (n=145 urine and n=145 serum) from COVID-19
patients with positive qRT-PCR and negative samples (n=31 urine and n=46 serum). The mean of
each group is shown and the gray band indicates indeterminate values for each sample, while index
values below the range (<0.8) are negative and values above (>1.1) are considered positive.

B Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed using the individual index (I)
value for each sample, in order to obtain the sensitivity, specificity and area under the curve
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Figure 4.
Evaluation of comparative urine and serum index values (I) for each patient according to the
days post-symptoms onset (PSO) by using rSARS-CoV-2 NonGly-S1 protein.
The index values obtained from urine and serum samples for each patient are represented by circles
and when paired they are interconnected by lines, each color being specific to the collection period
after the onset of symptoms Individual data were divided according to the PSO days of the collection
date, i.e. at < 7 days, 8 to 20 days and > 21 days.
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Figure S. Comparative diagnostic performance of using rSARS-CoV-2 NonGly-RBD protein

with patient urine and serum samples.

A ELISA assays were done using positive samples (n=145 urine and n=145 serum) from COVID-19
patients with positive qRT-PCR and negative samples (n=31 urine and n=46 serum). The mean of
each group is shown and the gray band indicates indeterminate values for each sample, while index
values below the range (<0.8) are negative and values above (>1.1) are considered positive.

B Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed using the individual index (I)
value for each sample, in order to obtain the sensitivity, specificity and area under the curve.
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Figure
6. Evaluation of comparative urine and serum index values (I) of each patient according to the
days post-symptoms onset (PSO) by using rSARS-CoV-2 NonGly-RBD protein.
The index values obtained from urine and serum samples for each patient are represented by circles
and when paired they are interconnected by lines, each color being specific to the collection period
after the onset of symptoms Individual data were divided according to the PSO days of the collection
date, i.e. at <7 days, 8 to 20 days and > 21 days.
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Figure 7: Correlations between the rSARS-CoV-2 NonGly-RBD and NonGly-S1 versus Gly-S
proteins using serum and urine samples. Samples (n=75) were collected from COVID-19 patients
(n=44) and healthy donors (n=31) and used to compare the in house produced - non-glycosylated
proteins rSARS-CoV-2 NonGly-RBD (white) and rSARS-CoV-2 NonGly-S1 (black) with the
commercial glycosylated protein.
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Table 1. Comparative table of the results obtained from the diagnostic test for COVID-19 based
on the search for specific IgG antibodies in urine and serum.

"Sm‘l’l‘"z Sample n AUC p-value | Cut-off Se 95%CI Sp 95%CI J
iy 59.66% to 79.65% to
URINE | -25 | 09450 | <00001 | >1000 | 7500 Sy 96,00 e 071
— o 52.42%to 78.58% to
SERUM | -31 | 08237 | <0000l | >1000 | 6818 P 9355 e 062
145 74.08% to 83.30% to
URINE | -30 | 00422 | <00001 | >1065 | 8138 sl 96,77 o 0,78
R +145 52.24%to 85.16% to
SERUM | -46 | 08247 | <00001 | >1020 | 60,69 e 95,65 Sy 056
URINE g 13‘:)5 09803 | <00001 | >1.065 | 8966 ng(l)z: /:° 96,77 sg ; g;/: /:" 036
S 2 31.31%¢ 88.47% t
SERUM | -46 | 07601 | <0000l | >1010 | 3931 e | wa el | eE

Samples from symptomatic patients for Covid-19 and with PCR + for SARS-COV-2, as well as from healthy individuals
pre-exposed to the virus were used. The individual index (I) value obtained by the Abs / cut-off ratio were used in the
construction of ROC curves. The diagnostic performance of the antigen in relation to the type of sample used was based
on the evaluation of sensitivity (95% CI), specificity (95% CI), area on the curve (AUC) and Youden index (J). Legend:
J = (Se+Sp) — 1; n = samples number; + = positive sample; - = negative sample.

Table 2. Predictive positive and predictive negative values of rSARS-CoV-2 proteins for urine

and serum samples.

rSARS-CoV-2 > > A
Antigen Sample PPV NPV Indeterminate
URINE 0969 0.767 7
Gly-S
SERUM 0.938 0.675 3
URINE 0.992 0.630 12
NonGly-S1
SERUM 0988 0456 28
URINE 0992 0818 11
NonGly-RBD
SERUM 1.000 0367 46

PPV and NPV were calculated based on the index value, excluding the indeterminate value samples and using the

equation: NPV=true negative/false negative + true negative, and PPV=true positive/false positive + true positive.
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Supplementary Figure 1: Recombinant SARS-CoV-2 Spike proteins: NonGly-S1, NonGly-RBD
and Gly-S. Amino acid sequence of the SARS-CoV-2 Spike protein: NonGly-S1 (250-667aa) in red
>NonGly-RBD (319-59 1aa) underlined > Gly-S (330-554aa) in bold. SDS-PAGE of the recombinant
proteins.
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Supplementary Figure 2. Dynamics of IgG antibody conversion in patient urine and serum
samples. Figures show the IgG levels specific to the recombinant SARS-CoV-2 Spike proteins (Gly-
S, NonGly-S1, NonGly-RBD) for two patients, with longitudinal collection on different days post-
symptom onset. The plotted index values (I) were related to the absorbance ratio on the cut-off.
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