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Introducao

Resultados e Discussao

A pandemia de COVID-19 deixou recentemente de ser uma Emergéncia de
Saude Publica de Importancia Internacional. No entanto, mais de 690 milhoes
de pessoas foram infectadas até o momento, resultando em mais de 6
milhdes de mortes no mundo e mais de 700 mil s6 no Brasil. A resposta contra
a doenca demandou mobilizacao global da comunidade cientifica para o
desenvolvimento de métodos diagnhosticos, terapéuticos e profilaticos em
tempo recorde, o que somente foi possivel devido a presenca de plataformas

bem estabelecidas.

Objetivos

Nesse contexto, este projeto objetivou a producao de vesiculas a partir do
polidiacetileno (PDA) para a elaboracao de kits diagnosticos. Essas vesiculas
tém como propriedade a mudanca da coloracao, do azul para o vermelho,
bem como do espectro de absorcao maximo, mediante estimulos externos.
Assim, para fins diagnosticos, a vesicula é funcionalizada com o objetivo de
que, a partir de uma interacao de alta afinidade, a transicao colorimétrica
indique a presenca de determinada molécula de interesse.

Material e Método

Neste trabalho, foram produzidas vesiculas contendo a proteina S do SARS-
CoV-2 (expressao heterologa através de Komagataella phaffii) e, portanto, a
interacao antigeno-anticorpo é a responsavel pela mudanca cromatica. Para
tal, foram diluidos 3,7 mg de acido pentacosadiinocio (PCDA) e 3,4 mg de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) em 10 e 5 mL de cloroférmio,
respectivamente. Em seguida, as solucoes foram misturadas na proporcao 7:3
(PCDA/ DMPC) até o volume final de 10 mL, o qual foi submetido ao fluxo de
nitrogénio até completa secagem. Logo apds, 10 mL de agua ultrapura foram
adicionados ao residual, que foi submetido ao banho ultrassénico e, entao,
sonicado por 10 minutos a 80 W. Posteriormente, 3,3 mg de EDC-HCl e 3,5 mg
de N-hidroxisuccinamida (NHS) foram adicionados para interacao por 1 h. Em
seguida, foi acrescida a proteina na concentracao final de 33 pg/mL e
incubado por 5 h. A fim de evitar possiveis interacoes inespecificas, albumina
bovina (BSA) 1% foi utilizada para bloqueio. Todas as incubacdes ocorreram
em agitacao a 4°C. Ao final do processo, a amostra foi polimerizada em banho
ultravioleta por 15 min. A sensibilidade e a especificidade das vesiculas foram
ete{minadas atraves da curva ROC, pelo Prism graphpad.

A avaliacao da funcionalidade das vesiculas foi realizada através de soros de
pacientes previamente infectados com a COVID-19, detentores de anticorpos
contra o virus. O controle foi feito com sorologia negativa. Os resultados
demonstraram a efetividade do meétodo para a distincao de pacientes
sorologicamente positivos de negativos. A mudanca na coloracao da amostra
foi observada visual e espectrofotometricamente, em dois comprimentos de
onda. Pela curva ROC foi possivel determinar um cutoff de 0,0045 nm para
discriminacao dos resultados, com 91,67% de sensibilidade e especificidade.

Figura 1. Método colorimétrico - Transicdo de cor do azul negativo (A) para o vermelho
positivo (B). O cutoff pode ser numericamente estabelecido pela curva ROC (C).

Conclusoes

A eficacia da técnica, portanto, impoe como perspectiva a consolidacao de um
novo teste, rapido e preciso, para a COVID-19 e outras doencas virais.
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