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Cinco institutos cientificos estao a desenvolver um teste que
detecte anticorpos contra o SARS-CoV-2. Tém ja um prototipo.

O objectivo € ver que pessoas ja tiveram contacto com este virus
e se isso lhes deu imunidade, protegendo-as de uma nova
infeccao. Informacao que é crucial para o controlo da pandemia

TeresaFirmino

e um de nds ja esteve em con-

tacto com o virus da covid-19,

mesmo nio o sabendo, esse

encontro deixou marcas no

nosso sistema imunitario,

que reagiu produzindo anti-
corpos especificos contra o coronavi-
rus SARS-CoV-2. Tal contacto pode
ser denunciado com testes (serologi-
COS) que procurem esses anticorpos
no soro sanguineo de uma pessoa.
Sendo o SARS-CoV-2 totalmente novo
para nos, pelo mundo estao a desen-
volver-se testes serologicos que res-
pondam a uma série de incognitas
sobre o virus. Quem ja esteve infecta-
do sem nunca ter tido sintomas? Sera
que o virus desencadeia a producéo
de anticorpos capazes de fornecer
imunidade? E esta protec¢io é sazo-
nal ou de longa duracao? Cinco insti-
tuicoes cientificas portuguesas avan-
caram, juntas em consorcio, para o
desenvolvimento de um teste serolo-
gico aaplicar na populagio portugue-
sa e ajudar, a0 mesmo tempo, a escla-
recer estes grandes enigmas.

Eis as cinco instituicoes do consor-
cio Serology4Covid: o Instituto Gul-
benkian de Ciéncia IGC); o Instituto
de Medicina Molecular IMM) da Uni-
versidade de Lisboa; o Centro de
Estudos de Doengas Cronicas (Cedoc)
daFaculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Nova de Lisboa; o Insti-
tuto de Tecnologia Quimica e Biolo-

gica ITQB) da Universidade Nova de
Lisboa; e o Instituto de Biologia Expe-
rimental e Tecnologica IBET).

O consorcio ja tem o prototipo do
teste e ja o testou em dezenas de amos-
tras de sangue de pessoas que tiveram
covid-19 e de sangue antigo (colhido
antes do aparecimento do virus, que
serve de controlo). “Até ao final desta
semana, esperamos ter analisado 100
amostras para ter o teste validado”,
informa o imunologista Bruno Silva-
Santos, vice-director do IMM, esclare-
cendo que daqui auma ou duas sema-
nas a fase de desenvolvimento do

teste devera estar terminada.

“Aideia é ter um teste que possa ser
feito em larga escala e que possa
medir se as pessoas tém anticorpos
contra o SARS-CoV-2 — se ja viram
essa infeccdo, porque ha pessoas
assintomaticas que nio sabem que
tiveram a doenca. Se estdo imunes,
se tém de ser vacinadas e quio longa
pode ser essa imunidade”, assinala
também Monica Bettencourt-Dias,
directora do IGC, em Oeiras. Estas
questdes sio importantes, contextua-
liza a investigadora, para gerir a pan-
demia no futuro, até porque 80% dos
casos detectados de covid-19 tém sin-
tomas leves ou moderados e cerca de
25% dos casos nem sequer tém qual-
quer sintoma, ainda que possam pro-
pagar a infec¢do.

Os passos seguintes do consorcio
passam por encontrar um parceiro
na indastria biotecnologica que pro-
duza o teste serologico em massa,
bem como a articulag¢io com as auto-
ridades de satide quanto a sua aplica-
¢do na populacdo portuguesa. “A
visdo do consoércio é produzir um
teste que so tenha associado o preco
de custo para ser aplicado facilmente
a escala nacional, em coordenagao
com o Ministério da Saide, a
Direc¢io-Geral da Saiide e o Insa [Ins-
tituto Nacional de Satide Dr. Ricardo
Jorge]”, frisa Bruno Silva-Santos.

Vamos por partes em relacio aos
testes. Ha os testes moleculares e os
testes serologicos. Os que tém estado
a ser aplicados em Portugal no dia-
gnostico da covid-19 sio os molecula-
res: detectam a presenga do proprio
material genético do virus (a molécu-
la de ARN) nos doentes, em amostras
colhidas no nariz ou na garganta. Ao
permitirem ver quem esta infectado
nesse instante, possibilitam a detec-
¢do do virus durante a infec¢do.

Jaostestesserologicos detectam no
soro sanguineo os anticorpos desen-
volvidos pelo sistema imunitario em
resposta a infeccao. No caso do novo

coronavirus, os anticorpos comegam
a surgir apenas na segunda semana
apos o inicio da infeccao. Por isso,
embora possam ser usados no dia-
gnostico, testes serologicos nao sao
os mais indicados para detectar pre-
cocemente a infeccio e evitar o con-
tagio. Dizem “apenas” que a pessoa
esteve em contacto com esse agente
patogénico. Pode ainda estar infecta-
da, mas também pode ja nem estar e
ter ficado a memoria dessa infeccao
através dos anticorpos. Porém, numa
fase posterior os testes serologicos
sdo valiosos para avaliar a imunidade
adquirida a nivel individual e, depois
demuitos de nés termos tido contac-
to com o virus, a imunidade como
grupo populacional protegendo-nos
uns aos outros, sobretudo perante
um virus desconhecido até ha poucos
meses como 0 SARS-CoV-2.

“Como todos os outros virus, este
também induz uma resposta no hos-
pedeiro. Claramente, ha anticorpos
na populacio humana que neutrali-
zam este virus”, explica Bruno Silva-
Santos. “Nao sabemos é se os anticor-
pos de cada pessoa a protegem da
entrada do virus na célula. A divida
é se, em todas as pessoas que tém

anticorpos, eles bloqueiem a entrada
do virus. Quem é que, tendo anticor-
pos, esta realmente protegido?”
Da China para os EUA
Perante esta nova ameaca global, os
cientistas tém-se apressado por todo
o lado a criar prototipos de testes
serologicos para o SARS-CoV-2. Mas
este € um terreno totalmente novo
que se esta a desbravar. Muitos destes
testes, além de caros para aplicar em
massa, ainda tém uma percentagem
elevada de resultados que sio falsos
negativos e falsos positivos. Paises
como Espanha e o Reino Unido ja se
confrontaram com esse problema.
Atingindo de rompante a espécie
humana como uma forma estranha
de pneumonia no final de Dezembro
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de 2019, na cidade chinesa de Wuhan,
o virus foi rapidamente isolado e o
seu genoma sequenciado por cientis-
tas chineses. A 10 Janeiro, tornavam
esses dados publicos.

Pegando na sequenciacio genética
do virus, nos Estados Unidos a equipa
de Florian Krammer, da Escola de
Medicina Icahn do Hospital do Monte
Sinai (Nova Iorque), isolou as sequén-
cias do gene envolvidas na codifica-
¢do de uma proteina viral muito
importante. Essa proteina, que € um
pico a superficie do virus, é a espicu-
la, ou spike. O virus usa a espicula
para entrar nas células humanas, em
particular usa uma parte da proteina
aque sechama o “dominio de ligacao

Quemé que.
tendo anticorpos,
estarealmente
protegido?

BrunoSilva-Santos
Imunologista

aoreceptor”. O receptor, esse, encon-
tra-se a superficie das nossas células.
A espicula é a chave com que o SARS-
CoV-2 abre a porta das células huma-
nas, ligando-se ao tal receptor, e
depois entra e replica-se ai.

Em seguida, a equipa de Florian
Krammer pegou nas sequéncias gené-
ticas da proteina inteira da espicula,
bem como s6 da parte do dominio de
ligacio ao receptor, e colocou-as den-
tro de um plasmideo. Os plasmideos
sdo fragmentos de ADN de forma cir-
cular, geralmente bacterianos. Como
podem ser modificados ao juntarem-
se-lhes novos fragmentos de ADN, sdo
uma boa ferramenta para inserir
material genético em células-alvo.

Foi assim que a equipa de Florian
Krammer introduziu, em células
humanas, a sequéncia genética da
proteina inteira da espicula do novo
coronavirus e s6 da parte do dominio
deligacio ao receptor. As células pas-

saram entio a fabricar esses pedaci-
nhos do virus. Por fim, a equipa reve-
lou o protocolo seguido, passo a
passo, num artigo cientifico disponi-
bilizado no repositorio medRxiv, para
que o processo de produgao desses
pedacos do virus pudesse ser repeti-
do em qualquer sitio do mundo.
Informagao que € preciosa para des-
envolver testes serol6gicos.

E porqué esta proteina? Porque,
neste caso, 0 NOsso sistema imunita-
rio também a reconhece como um
agente estranho que nos pode preju-
dicar. E procura ataca-la. Uma das
formas de ataque é através da produ-
¢do dos tais anticorpos dirigidos con-
cretamente a um agente patogénico,
neste caso a esta particula viral. Feitos
amedida, esses anticorpos encaixam
na perfeicio no antigénio desse agen-
te patogénico especifico, bloqueando
a sua entrada nas células. Um teste
serologico socorre-se assim dos dois
lados destamesma moeda. No kit esta
o antigénio do virus e na amostra de
soro sanguineo de uma pessoa pode-
rao estar (ou ndo) os anticorpos. Ao
colocar-se o soro no kit, o antigénio
funciona como isco dos anticorpos.

Por correio até Portugal

No seu artigo cientifico, Florian
Krammer dizia que os plasmideos
que desenvolveram estariam dispo-
niveis para quem os quisesse, de for-
ma a poder produzir-se a proteina
inteira do virus ou parte dela. O mun-
do ouviu-o e 0s seus materiais e pro-
tocolo estdo a ser usados por todo o

lado como base para desenvolver tes-
tes serologicos. Igualmente, foio que
fez o consorcio portugués.

No inicio deste més, o consorcio
estava a receber dos EUA um papel
de feltro laboratorial embebido com
gotinhas dos plasmideos, conta a
engenheira bioquimica Paula Alves,
directora do IBET, em Oeiras. “Pega-
mos nomaterial enviado dos Estados
Unidos e produzimos as proteinas em
quantidade para dar aos nossos cole-
gas [do consorcio].”

Para aumentar a quantidade de
proteinas virais, agora de producao
portuguesa, os plasmideos foram
igualmente introduzidos em células
humanas. “As células humanas sio
usadas como fabricas: com elas con-
seguimos produzir a proteina o mais
proximo possivel da realidade do
virus quando ele infecta as células.”
Portanto, sdo elas que vao fabricar
para noés os antigénios do novo coro-
navirus. Como sao células humanas,
os anticorpos no soro humano pode-
rao reconhecé-las mais facilmente.
“Na China, ha antigénios a venda e
podemos compra-los, mas nao foram
produzidos em células humanas.
Podem nao funcionar muito bem. Um
dos problemas [dos testes serologicos
paraeste virus] sio os falsos negativos
e falsos positivos.”

Como o mundo esta em correria a
criar prot6tipos de testes serologicos
para o novo coronavirus, alguns jaem
células humanas, nio tardario a apa-
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recer no mercado testes bastante
fiaveis. Porqué entio este esfor¢o em
Portugal? “Porque podemos ter testes
serolégicos completamente feitos em
Portugal sem estar dependentes de
cadeias de fornecimento. Como se viu
com as mascaras, ficavam pelo cami-
nho. O que queremos € ser auto-sufi-
cientes”, responde Paula Alves. Bru-
no Silva-Santos partilha dessa visio,
até porque, como os testes serologi-
cos para a covid-19 estio a entrar em
grande ac¢do no mundo no combate
a pandemia, a sua procura é muita.
“Queremos ter um teste para aplica-
¢do em Portugal em larga escala, para
isso tem de ser barato, e ndo quere-
mos ter restricbes de acesso aos kits”,
acrescenta Bruno Silva-Santos.
“Enquanto nio houver uma vacina,
temos de seguir o estado imunoldgico
da populacio portuguesa com testes
em larga escala, para perceber como
ainfec¢io esta a progredir e ajudar o
Governo a tomar a decisdo de reaber-
tura da sociedade para controlar a
densidade de pessoas em contacto
umas com as outras”, completa o imu-
nologista. “A vacina é uma forma de
induzir a imunidade de grupo. Nio
tendo a vacina, as pessoas s6 adqui-
rem imunidade através da infec¢do.”
Mas nao é claro ainda se a infeccio
pelo SARS-CoV-2 depois se traduz de
facto em proteccio, se essa proteccio
€ para a vida como no sarampo, se €
sazonal como na gripe, ou até se pode
voltar a ser-se infectado ao fim de
pouco tempo da doenga. “A presenca
de anticorpos é um indicador do
potencial de imunidade a partida,
mas isso tem de ser validado depois.

Temos de ver se a pessoa ficou prote-
gida”, resume Bruno Silva-Santos. “E
depois, com a vacina, a tnica forma
de saber se ela é eficaz é ver quantas
pessoas desenvolverem anticorpos e
estio protegidas.”

Helena Soares, cientista do Cedoc
citada em comunicado, nota ainda
que este teste permitira “quantificar
possiveis diferencas na produgio de
anticorpos entre portadores assinto-
maticos, casos ligeiros e casos mais
graves, com importantes repercus-
soes na satde individual e ptblica”.

Regressando ao IBET, a proteina do
virus que foi ai fabricada seguiu depois
até aos outros quatro parceiros do
consorcio. A cada um coube desenvol-
ver o resto do teste e valida-lo em
amostras de soro sanguineo, para evi-
tar “falsos positivos” e “falsos negati-
vos”. Fixaram a proteina em placas de
plastico e comecaram a inocular-se ai
o soro de quem teve covid-19 e de
quem nunca poderia ter tido. “Tem de
detectar quem tem muito poucos anti-
corpos. E o busilis da questio”, exem-
plifica Bruno Silva-Santos. “Essa liga-
¢io é detectada por um reagente que
emite luz. Se houver anticorpos, ha
emissio de uma luz amarela, que é
medida num detector. Quando é mui-
to amarela, ha muitos anticorpos.”

O1Insa, que é laboratério nacional
de referéncia nestas questoes, tera
ainda de certificar este teste serologi-
co. Alias, o Insa vai comecar em Maio
um estudo-piloto seroldgico numa
amostra de 1700 pessoas representa-
tivas da populacdo portuguesa. Os
testes, neste caso, Sao comerciais e a
sua real eficacia esta em avaliacio

peloInsa.

Ja oteste desenvolvido pelo consor-
cio portugués terd os seus protocolos
experimentais divulgados de forma
totalmente aberta a comunidade
cientifica. Mas, para poder chegar a
populacdo portuguesa em grande
escala, falta ainda encontrar uma
empresa de biotecnologia que o fabri-
que a preco de custo. E decidir em
que moldes sera fabricado — se como
uma placa laboratorial (com resulta-
dos mais lentos, mas mais rigorosos),
se num dispositivo individual a seme-
Ihanca de um teste de gravidez (mais
rapido, mas menos informativo).
Ménica Bettencourt-Dias diz que o
consorcio esta a falar com a industria
nesse sentido, além de se ir articular
com o Governo para ver onde, quan-
do e aquem aplicar os testes.

Nesse dia, esta historia ter-se-a tor-
nado um dos exemplos do esforco
global dos cientistas no combate a
pandemia, com impacto imediato nas
nossas vidas.
teresa.firmino@publico.pt

As células humanas
$d0 como fabricas:
com elas produzimos
aproteinadovirus

Paula Alves
Engenheira bioquimica
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