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Nota técnica sobre novas variantes SARS CoV-2 e impacto no kit cPass SARS
CoV-2 neutralizing antibody

Fevereiro de 21

Com o inicio da Campanha de Imunizacao Nacional contra o virus SARS CoV-2 e a
divulgacdo de novas cepas circulantes sequenciadas, a NL Diagndstica vem esclarecer
aos seus clientes que o cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection
Kit mantém sua eficdcia mesmo com o aparecimento das novas cepas.

O ensaio de metodologia ELISA é o primeiro ensaio funcional, capaz de substituir um
ensaio de metodologia Neutralizagao Viral em Placa (PRNT) para SARS-CoV-2. Entdo o
mais correto seria compara-lo ao PRNT e ndo aos demais ensaios sorologicos para
deteccdo de anticorpos ligantes (ligacdo a epitopos especificos, mas ndo da
capacidade neutralizante). Diferente da maioria dos testes no mercado, o c-Pass
detecta a capacidade de um anticorpo em bloquear (neutralizar) a entrada do virus na
célula pela via de interagdo RBD-ACE-2, via responsavel pela infecgdo viral. Veja a
seguir o esquema ilustrativo do principio do teste c-Pass e dos demais kits soroldgicos.
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cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection Kit
Detecgao especifica de anticorpos neutralizantes

Quando ndo ha anticorpos neutralizantes, o RBD se liga ao receptor celular humano (ACE-2), mimetizando a
infeccdo da célula humana. Na presenca de anticorpos com capacidade neutralizante, essa ligagdo é
blogueada, neutralizando a infecgdo celular, dai o nome “anticorpo neutralizante”.

Demais kits sorolégicos:
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Kit de ELISA 1gG/igM
Detecta todos os anticorpos que se liguem

Sédo detectados todos os anticorpos que se ligam, mas nem todos tém a capacidade de neutralizagdo.
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No kit c-Pass sao utilizadas as proteinas da terminagdo RBD da proteina S1 da cepa
original de Wuhan conjugadas com peroxidase para que o soro do paciente seja
testado. No proximo passo, esse soro com conjugado é transferido para a microplaca
do kit c-Pass, a qual é recoberta com ACE-2 humano (receptor celular)

Desenvolvido pela GenScript e aprovado pelo FDA e pela ANVISA ainda em 2020, o kit
utiliza a porgdo RBD da proteina S1 identificada originalmente na primeira cepa
caracterizada de Wuhan, ndo sendo direcionado contra apenas um epitopo especifico
(representados por pontos coloridos na porgao verde da imagem a seguir).

Representacdo esquematica do complexo S1-RBD e ACE-2, sendo a porcdo em branco representativa do
receptor.

Com relagdo as novas cepas, o fabricante GenScript ja realizou uma pesquisa com
modelagem computacional. Vale salientar que a GenScript € uma empresa que tem
em sua equipe excelentes cientistas e historicamente é extremamente reconhecida na
area de desenvolvimento de primers e pesquisa cientifica.

A seguir, apresentamos as sequencias de aminoacidos de diferentes cepas de SARS-
Cov-2 circulantes. Em amarelo, destacamos os aminoacidos que na estrutura
quaternaria formam o sitio de ligacdo do RBD ao ACE-2. Repare o quanto sdo
conservados os mesmos aminoacidos nas diferentes cepas:
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Sequenciamento de aminoacidos da regido RBD. Linha 3: Cepa de Wuhan (RBD-Wuhan-HU1); Linha 4:
Cepa descoberta na Inglaterra (RBD-UK-B117); Linha 5: Cepa descoberta na Africa do sul (RBD-SA-501-
V2). cepas menos comuns, prevalescente em morcegos: Linha 6: Cepa RBD-RaTG13 e; Linha 7: Cepa RBD-
RmYNO02).

Em analise “in silica” (modelagem computacional), as mutagdes da sequéncia de
aminoacidos presentes no sitio de ligagdo (evidenciado em amarelo na figura anterior)
foram comparadas com a cepa original, quanto a estabilidade e afinidade. As 3 cepas
circulantes entre humanos sdo muito parecidas nestes sitios (3, 4 e 5), enquanto as
que mais divergem sao as de morcego (RBD-RaTG13 e RBD-RmYNO02):

= =
g. N g- & o %' 5 g’ ™ S
s 3 3 & = : 5 3 & =
[=] [=] [=] Q [=] [=] [=] o [=) Q

mutation dAffinity dStability 2 2 2 2 2 mutation dAffinity dStability 2 2 2 2 2

1LR40R  0.00000  0.00000 NN 1:0493Q  0.00000 0.00000

1:R403T 2.54616 i | 1:Q493Y  0.12853 -0.20797

1:54435 0.00000  0.00000 NG 1:04935 m—t

1S443A 000712 044050 [ 1:54945 000000 0.00000 NN

154431 -0.48630  0.06957 | 1:5494R | -131225)10/40689 i

1v44sv  0.00000  0.00000 NN 1:5494T | 251409 0.28273 | m—

1VA4SE  -0.05128  0.64433 == 1:6G496G  0.00000 0.00000 NN

1:vassy  0.00000  0.00000 NN 1:64960 [1395179 1.08881 = ]

1:Y449F 154318  -0.06402 [ 1:0498Q  0.00000 0.00000 NN

1:N450N 1:Q498Y -037417 -0.13248 =

1:N4505 [ 1:Q498N 263281 1.05966 I

1:1452L 1TS00T  0.00000 0.00000 NN

1:L452F [ 1TSOON | -148191 0.09541 [

1:1455L 1:N50IN  0.00000 0.00000 NN

1:14555 = 1LNS01Y -0.20838 0.29124 | g —

1:FAS6F 1NS0ID 056460 0.84568

1:FA56H im— | 1LNS01V  0.16666 0.19578

1:T470T 1:G502G  0.00000 0.00000 NN

1:T4705 =1 1:GS02P  -0.18032 0.85035 a1

1:E484E .00000 T 1:6504G  0.00000 0.00000 NN

LE4SAK  -0.27639) 1.23813 | — 1:G504D  0.48814)1.30883 o

1:FA90F 0.00000  0.00000 NN 1YS05Y  0.00000 0.00000 NN

1:F490Y 022525  0.74939 [ — 1YS0SH ~ 0.98894 1.02570 —

As maiores variagdes ocorrem com as cepas de morcego. Por isso foram escolhidas
para teste com o c-Pass para verificacgdo de neutralizantes. Anteriormente, Andersen
et. al (2020) discutiram que o RBD da cepa RaTG13, mesmo sendo cerca de 96%
idéntico ao SARS-CoV-2, poderia ndo se ligar de forma eficiente ao ACE2 humano.
Recentemente, Wacharapluesadee et. al (2021), verificaram que o anti-soro gerado
contra o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) de RmYNO2 foi capaz de neutralizagdo
cruzada ao SARS-CoV-2, apesar do fato de que o RBD de RacCS203 ou RmYNO2 ter
falhado na ligagao ao ACE2.
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Fig. Investigacdo soroldgica. a. resultado de neutralizagdo com soros de morcegos na Taildndia testados
com c-Pass. b resultado de neutralizagdo com soros de pangolim na Taildandia SARS-CoV-2 sVNT. c Teste de
SARS-CoV VNT e C-ELISA para amostras de soro de pangolim originarios do Sudeste Asiatico. d Estudo de
ligacdo Multiplex-RBD para examinar a reatividade cruzada antigénica entre soros humanos e diferentes
RBDs. e Ensaio SARS-CoV-2 sVNT para examinar a capacidade de neutralizagdo cruzada de diferentes soros
anti-RBD de coelho. Os dados indicam a porcentagem de inibicdo na diluicdo de 1:20. f Ensaio SARS-CoV-2
PRNT para examinar a capacidade de neutralizagdo cruzada de diferentes soros de coelho anti-RBD. Os
dados indicam a porcentagem de inibicdo na diluicdo de 1:10. A linha pontilhada vermelha indica corte com
inibicdo de 20%. Pré indica soros pré-imunizados; Primeiro e Segundo indicam soros obtidos apds a
primeira imunizagdo e segunda imunizagdo, respectivamente. Todos os graficos e mapas de calor
apresentados foram gerados usando GraphPad Prism 8. (Imagem dos resultados gentilmente cedida pelos
autores Lin-Fa Wang, Chee Wah Tan e Wan Ni Chia, do artigo de Wacharapluesadee et. al (2021)

O kit c-Pass foi capaz de identificar a positividade para anticorpos neutralizantes
contra as cepas de morcego, que apresentaram a maior variacao de afinidade,
indicando que, frente as novas cepas de origem Sul Africana e inglesa, cujas mutagoes
sdo menos significativas em relagdo a cepa original, também tém anticorpos
neutralizantes dectados pelo kit. Esses estudos corroboram com a permanéncia da
aplicabilidade e adequacdo do cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Antibody
Detection Kit frente as novas variantes.

Nota: Lin-Fa Wang, Chee Wah Tan e Wan Ni Chia, do artigo de Wacharapluesadee et.
al (2021) sao inventores de um pedido de patente para o SARS-CoV-2 sVNT, que foi
comercializado pela GenScript Biotech sob o0 nome comercial c-Pass™.
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