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RESUMO

Determinadas infecgOes virais causam morbidade e mortalidade em todo o mundo e
alguns surtos atrairam a atencdo nos Ultimos tempos. No contexto da atual pandemia, a
realizacdo do diagnostico rapido e preciso da COVID-19 é uma estratégia eficaz para o
controle da doenga, permitindo a triagem e garantindo a intervencdo terapéutica
oportuna. Frente a isso, diversos testes rapidos e a construcdo de biossensores foram
desenvolvidos nos ultimos tempos na busca de uma ferramenta de diagndstico para
serem usadas no ponto de atendimento. Nesse contexto, o presente trabalho analisou
relatdrios cientificos sobre testes rapidos para o diagnostico de COVID-19 para avaliar
seus parametros de confiabilidade e propds desenvolver um biossensor com
nanobastbes de ouro para deteccdo de SARS-CoV-2. Para isso, termos ou palavras-
chave referentes a testes de diagnostico rapido e testes de ponto atendimento para
SARS-CoV-2 e COVID-19 foram pesquisados em dados publicados de novembro de
2020 a novembro de 2021 nos bancos de dados PubMed e Google Scholar. Para o
biossensor, a superficie dos nanobastées foi modificada com polietilenoimina e com
anticorpos anti-SARS-CoV-2 (0,25 pug/mL) e testados em seguida contra diferentes
concentragbes do virus. Nos relatorios cientificos, foram observadas diferencas na
sensibilidade entre os testes diretos que usaram amostras distintas, e uma boa acuracia
em amostras com valores altos de Ct (RT-PCR). Também se observou falta de
sensibilidade nos testes para deteccdo de anticorpos nos primeiros dias ap6s a infec¢éo,
com valores crescentes na analise pos-infeccdo. Reacdo cruzada com outros patdgenos
foi relatada. A maioria dos testes analisados em nosso estudo ainda precisam ser
aprimorados para testar a reatividade cruzada contra outros patégenos, principalmente
contra outros coronavirus. No que se refere ao biossensor, 0s nanobastdes foram
sintetizados pelo método de crescimento com sementes usando hidroquinona como
agente redutor e mostrou-se reprodutivel e estavel por um ano quando armazenado em
geladeira. O biossensor proposto foi capaz de diferenciar o virus alvo do controle
apenas em concentragcdes mais altas do virus (10° UFP/ml). O uso de Triton X-100 ndo
se mostrou eficaz para melhorar a sensibilidade do biossensor, porém em amostras
aquecidas os resultados se mostraram melhores quando comparados a amostras nédo
aquecidas. Novos ensaios deverdo ser realizados para o aprimoramento do
desenvolvimento de um produto que explore adequadamente as propriedades Unicas dos

nanobastdes de ouro.
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ABSTRACT

Certain viral infections cause morbidity and mortality worldwide, and some outbreaks
have attracted attention in recent times. In the context of the current pandemic, carrying
out a rapid and accurate diagnosis of COVID-19 is an effective strategy for controlling
the disease, allowing for screening and ensuring timely therapeutic intervention. Given
this, several rapid tests and the construction of biosensors have been recently developed
in the search for a diagnostic tool to be used at the point of care. In this context, the
present work analyzed scientific reports on rapid tests for the diagnosis of COVID-19 to
assess their reliability parameters and also proposed to develop a biosensor with gold
nanorods for the detection of SARS-CoV-2. For this, terms or keywords referring to
rapid diagnostic tests and point of care for SARS-CoV-2 and COVID-19 were searched
in data published from November 2020 to November 2021 in PubMed and Google
Scholar databases. For the biosensor, the surface of the nanorods was modified with
polyethyleneimine and anti-SARS-CoV-2 antibodies (0.25 pg/mL) and then tested at
different concentrations of the virus. In the scientific reports, differences in sensitivity
were observed between the direct tests that used different samples, and good accuracy
for the most part. Sensitivity below 80% was found in pediatric samples and samples
with high Ct values (RT-PCR). A lack of sensitivity was also observed in the tests for
detecting antibodies in the first days after infection, with increasing values in the post-
infection analysis. Cross-reaction with other pathogens has been reported. Overall, the
tests found in our survey still need to be improved to test for cross-reactivity against
other pathogens, especially against other coronaviruses. Regarding the biosensor, the
nanorods were synthesized by the seed growth method using hydroquinone as a
reducing agent and it was shown to be reproducible and stable for one year when stored
in a refrigerator. The proposed biosensor was able to differentiate the target virus from
the control only at higher virus dilutions (10° PFU/ml). The use of Triton X-100 was not
effective to improve the sensitivity of the biosensor, but in heated samples, the results
were better when compared to unheated samples. As for the proposed biosensor, further
tests should be carried out to improve the development of a product that adequately

explores the unique properties of gold nanorods.
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1. INTRODUCAO

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios e dependem da célula hospedeira
para se propagar e estabelecer a replicacdo do material genético (GELDERBLOM,
1996). Os virus sdo abundantes, ubiquos e infectam uma ampla gama de formas de vida,
inclusive outros virus (HERRERO-URIBE, 2011; CASSEDY et al., 2021; PAEZ-
ESPINO et al., 2021). A maior parte dos virus sdo especificos para uma espécie,
contudo, alguns virus podem infectar organismos que pertencem a espécies diferentes,
como influenza A e C. Outros virus, como 0s coronavirus, sofrem mutacao e saltam de
uma espécie para outra (FILCHAKOVA et al., 2022).

A estrutura dos virus é basicamente formada por dois componentes, que sdao um
capsideo e um genoma de &cido nucléico que é composto por DNA ou RNA de fita
dupla, ou simples. Alguns virus ainda possuem uma camada adicional de protecdo
conhecida como envelope, que normalmente € constituido por um revestimento de
lipidios ou glicoproteinas. Apesar da maior parte dos virus serem estruturalmente
semelhantes, geneticamente sdo bastante diversos (FENNER et al., 1987; CASSEDY et
al., 2021). Diante da necessidade da maquinaria celular do hospedeiro para se propagar,
a maioria dos virus ndo causa a morte do organismo hospedeiro. No entanto,
determinadas infec¢Ges virais causam morbidade e mortalidade em todo o mundo
(SAYLAN et al., 2019) e alguns surtos atrairam a aten¢do nos ultimos tempos, como: o
surgimento do virus Zika nas Américas em 2016 (WHO, 2016), a pandemia ocasionada
pelo SARS-CoV-2 em 2019 (WHO, 2020a) e o surto de Monkeypox em 2022 (WHO,
2022).

A deteccdo rapida e eficaz de virus exerce um papel de grande relevancia na
prevencdo de doencgas, diagnostico e monitoramento ambiental (PARIHAR et al., 2020).
Reacdo em cadeia da polimerase e suas variagdes, ensaio imunoenzimatico, testes
imunocromatograficos e diferentes tecnologias de biossensores sdo usadas para
deteccdo viral (PEELING et al., 2010; HERRADA et al., 2018; PARIHAR et al., 2020).
Nos ultimos anos, tém surgido novas ferramentas para o diagndstico viral em vista da
necessidade de um diagnostico rapido, simples, seletivo e econdmico.

No contexto da atual pandemia, os testes de diagndstico rapido (do inglés Rapid
Diagnostic Tests - RDTs) se mostraram uma alternativa para o diagnéstico rapido e
barato da COVID-19 (WHO, 2021). A importancia dos testes em massa desencadeou 0

desenvolvimento de varios RDTs e a construcdo de biossensores na busca de uma
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ferramenta de diagndstico mais seletiva, estavel e econémica para serem ser usados no
ponto de atendimento (do inglés Point-Of-Care - POC) de modo a ajudar a aumentar os
testes e reduzir a propagagéo da infeccdo por meio do auto isolamento precoce (da
SILVA et al., 2020; PECK, 2020; XU et al., 2020). Nesse sentido, 0 presente trabalho
traz uma analise da literatura acerca da precisdo dos testes POCs e RDTs usados nos
dois primeiros anos de pandemia para diagnostico de COVID-19 e o desenvolvimento
de biossensor usando nanomateriais de ouro para detecgdo de SARS-CoV-2.

1.1. SARS-CoV-2 - Generalidades

Em dezembro de 2019, foi detectado um novo coronavirus (SARS-CoV-2) em
Wuhan, Provincia de Hubei, China, que ficou conhecido por causar a COVID-19 (do
inglés — COronaVlrus Disease 2019) (HUANG, C. et al.,, 2020; TALEGHANI e
TAGHIPOUR, 2021). Este virus espalhou-se pelo mundo rapidamente e em marco de
2020 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 como uma
pandemia (WHO, 2020a). O numero de casos aumentou exponencialmente, com mais
de 570 milhdes de casos notificados até inicio de agosto de 2022 e mais 6 milhdes de
oObitos relatados (WHO, 2020b).

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae
género Betacoronavirus e subgénero Sarbecovirus. O SARS-CoV-2 esta estreitamente
relacionado com dois outros virus causadores de patologias respiratérias graves, que sao
0 SARS-CoV, causador de um surto de sindrome respiratéria aguda grave em 2002 na
China, e 0 MERS-CoV, causador da sindrome respiratoria do Oriente Médio em 2012,
estando estes agrupados no mesmo género (GORBALENYA et al., 2020).

Os coronavirus sdo comuns em muitas espécies diferentes de animais, no entanto,
apenas sete sdo conhecidos por infectar seres humanos (HUANG, Y., et al., 2020;
MINISTERIO DA SAUDE, 2021a). Entre estes, quatro coronavirus (229E, NL63,
OC43 e HKU1) causam apenas sintomas leves similar a um resfriado comum e os
outros trés (SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2) sdo capazes de causar sintomas
graves e, eventualmente, ébitos (HUANG, Y., et al., 2020).

Assim como 0s outros coronavirus, 0 SARS-Cov-2 é um virus formado por um
nucleocapsideo (N) helicoidal que esta envolto por um envelope constituido por uma
bicamada lipidica, na qual estdo associadas as proteinas estruturais: spike (S),
membrana (M) e envelope (E) (Figura 1) (WANG et al., 2020).
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O genoma e composto de RNA de fita simples de sentido positivo (+ssSRNA) de
aproximadamente 29,9 kb. O genoma possui duas regides ndo traduzidas (UTRs do
inglés untranslated region) e uma Unica fase aberta de leitura (ORF, do inglés open
reading frame) e codifica quatro proteinas estruturais principais: spike (S), membrana
(M), envelope (E) e nucleocapsideo (N), que atuam na formacéo da particula viral; e
duas poliproteinas precursoras (ppla e pplab) que sdo processadas em 16 proteinas ndo
estruturais (nsP1-16) e exercem papel crucial na replicacdo e transcricdo do RNA viral
(BORGES et al., 2020; KUMAR, 2020).

Figura 1. Estrutura fisica e genémica do SARS-CoV-2. (A) Diagrama do SARS-CoV-2. (B) Organizagéo
do genoma e proteinas com fungdes conhecidas ou desconhecidas. Adaptado de SAFIABADI TALI et al.,

2021.
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A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre por contato com as secre¢des de individuos
infectados, como secrec¢des respiratorias, goticulas ou saliva, que sdo liberadas ao tossir,
espirrar ou falar e também pode ocorrer, em menor escala, através do contato com
objetos e superficies contaminadas (CDC 2021; LEWIS, 2021). A gravidade da
infeccdo por SARS-CoV-2 pode manifestar de formas distintas nos individuos,
abrangendo casos assintomaticos e manifestacdes clinicas leves, até quadros moderados,
graves e criticos, como doenca respiratoria aguda, pneumonia com diferentes graus de
gravidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2021b).
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Diante da alta transmissdo do SARS-CoV-2 e seus acometimentos na saude dos
individuos infestados, o diagndstico répido e preciso da COVID-19 é crucial para a
triagem da doenca e o gerenciamento da prepara¢do da salde publica (JIN et al., 2019).

1.2. Diagnostico

Os métodos diagnosticos podem ser divididos em diretos e indiretos. Os métodos
diretos sdo caracterizados pelo isolamento do virus, deteccdo do genoma viral e de
antigenos. Tais métodos séo utilizados para identificacdo precoce e definitiva, e podem
ser usados para identificar sorotipos e genotipos. Os métodos indiretos séo baseados na
deteccdo de anticorpos especificos, como a identificacdo de imunoglobulinas M e/ou G
(PEELING et al., 2010). As qualificacbes de diferentes testes de diagndstico sdo
resumidas na Figura 2.

Figura 2. Comparagéo entre 0s métodos laboratoriais diretos e indiretos. A “Oportunidade’ se refere ao

fato de que geralmente testes de anticorpos sdo a opcdo de diagndstico mais pratica disponivel. Adaptada
de PEELING et al., 2010.
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A identificacdo do virus através do seu isolamento é uma técnica altamente
sensivel, no entanto, nem sempre a quantidade de virus viaveis é o suficiente nas
amostras clinicas, dificultando sua utilizagdo (VERSIANI, 2018). Além disso, é um
processo demorado, custoso, requer estrutura laboratorial elaborada e, dependendo do
virus, como € o caso do SARS-CoV-2, exige nivel de biosseguranca 3, que
normalmente ndo esta disponivel nas instituicbes de saide (ARTIKA et al., 2020;
CASE et al., 2020).
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A deteccdo do genoma viral permite a identificacdo e a diferenciacdo de outras
doencas. O genoma viral pode ser detectado por diferentes técnicas moleculares, sendo
a PCR quantitativa precedida por transcrigdo reversa (RT-qPCR) a mais sensivel para
deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 (MARDIAN et al., 2021). Apesar disso, técnicas
moleculares séo Uteis apenas na fase aguda da doenca, sdo necessarios equipamentos de
laboratério especificos e pessoal treinado para execugdo destas técnicas, ndo podendo
ser disponibilizados em laboratérios clinicos de pronto atendimento ou em areas rurais
(PEELING et al., 2010; CASSEDY et al., 2021). Outras técnicas moleculares que vem
sendo desenvolvidas oferecem a diminuicdo do tempo em relacdo a RT-gPCR,
demandam de uma infraestrutura minima e ainda garantem uma boa sensibilidade, como
é o caso da amplificagdo isotérmica mediada por loop de transcricdo reversa (RT-
LAMP), amplificacdo da polimerase recombinase (RPA) e 0 ensaio de repeticbes
palindrémicas curtas (CRISPR). No entanto, essas ferramentas ainda apresentam
limitacGes, como a estabilidade do conjunto de iniciadores LAMP e desafios éticos na
questéo de utilizacdo do CRISPR no local de atendimento domiciliar (DROBYSH et al.,
2022).

Técnicas de imunohistoquimica ou imunofluorescéncia fazem a deteccdo de
antigenos virais, mas sdo ensaios complexos e de alto custo que impedem a sua
utilizacdo em laboratorios de analises clinicas com infraestrutura limitada (VERSIANI,
2018). Os testes de ELISA (do inglés: enzyme-linked immunosorbent assays) também
podem ser utilizados para deteccdo de antigenos e, apesar de sua simplicidade, os testes
imunocromatograficos sdo os que ganham destaque por sua praticidade e rapidez. Os
testes imunocromatogréaficos sdo popularmente conhecidos como testes rapidos de fluxo
lateral ou apenas testes rapidos (RDT) por gerarem resultados em até 30 minutos. Estes,
sdo portateis, faceis de usar, utilizam pequenos volumes de amostras, possuem custo de
fabricacdo relativamente baixo e séo facilmente produzidos em larga escala. Essas
caracteristicas permitem que os testes imunocromatograficos sejam utilizados em
laboratérios clinicos de pronto atendimento e transportados para regides
geograficamente remotas e de dificil acesso. Apesar disso, esse tipo de teste possui
limitacOes quanto ao desempenho de sensibilidade e reprodutibilidade (O'FARRELL,
2009; BORGES et al., 2021; WHO, 2021; DIAS et al., 2022).

Em relacdo aos métodos indiretos, estes se baseiam na detec¢do de anticorpos
especificos, e ndo devem ser usados para diagnosticar uma infeccéo atual, uma vez que

a producdo de anticorpos pelo corpo humano ocorre semanas apos a infeccdo. Os testes
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de anticorpos ajudam a identificar individuos que podem ter sido infectados por virus ou
se recuperaram da doenca. Geralmente, os testes soroldgicos indiretos sdo de facil
execucdo e possuem um bom custo/beneficio, entretanto, ndo possui a especificidade
dos métodos diretos e a confirmacao requer duas ou mais amostras (PEELING et al.,
2010). Além disso, em alguns casos pode ocorrer reacao cruzada, como, por exemplo, a
reacdo cruzada entre o virus da Dengue e SARS-CoV-2 (VILLARREAL et al., 2021;
MASYENI et al., 2021).

1.3. Nanotecnologia

Nanotecnologia pode ser definida como uma tecnologia capaz de criar, manipular e
explorar materiais em escala nanométrica, onde 1 nanémetro corresponde a 10 metros
(IIEP, 2015). Os materiais em escala nanométrica possuem grande area superficial em
relacdo ao volume, o que lhes confere propriedades e comportamentos distintos de uma
massa com a mesma composicao na escala macrométrica (FERREIRA e RANGEL,
2009).

A nanotecnologia explora fronteiras e interse¢des de muitas disciplinas, incluindo
biologia, quimica, fisica, medicina e engenharia (SAHOO et al., 2007; BAYDA et al.,
2019, DIAS et al., 2020), mas € na area da satde que ela vem se destacando com 0 uso
de tecnologias para prevencdo, diagnéstico, monitoramento e tratamento de doencas
(SIM e WONG, 2021). No diagnostico, a utilizacdo de materiais nanométricos se
mostra vantajosa devido a reducdo significativa do tempo de analise, melhora na
sensibilidade e sdo mais econémicos (KANG et al., 2021; SHAND et al.,, 2022).
Diferentes nanoparticulas podem ser utilizadas no diagnostico, entre elas:
nanoparticulas de ouro (WANG et al., 2022), nanoparticulas magnéticas (FARZIN et
al., 2020), quantum dots (STANISAVLIEVIC et al., 2015), nanotubos de carbono
(HAN et al., 2004), entre outras.

1.3.1. Nanoparticulas de ouro

Dentre as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas de ouro (AuNPSs) estdo entre
as mais estudadas e utilizadas em decorréncia das suas propriedades Opticas e
eletronicas, estabilidade, simplicidade de sintese em diversificados formatos (esferas,

bastdes, conchas, estrelas), baixa toxicidade e a facilidade em realizar modifica¢bes na
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camada superficial (DANIEL; ASTRUC, 2004, DYKMAN; KHLEBTSOV, 2011;
JAZAYERI et al., 2016; MASLOVA; HSING, 2019; SANI et al., 2021).

As AuNPs se distinguem de outras nanoparticulas por suas propriedades opticas
unicas resultantes do fenbmeno de Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado
(do inglés, “localized surface plasmon resonance”, LSPR) (JEONG et al., 2009). A
LSPR acontece quando o campo eletromagnético da luz interage com os elétrons da
banda de conducdo das nanoparticulas de metal levando a formacdo de oscilacbes
coerentes em ressonancia com a frequéncia da luz. Como resultado dessa oscilacéo,
ocorre uma separagdo de cargas entre o elétron livre e o ndcleo metélico idnico,
restaurando as forcas de Coulomb entre os elétrons livres e, agindo como uma forca
restauradora, empurra os elétrons livres para se moverem na direcdo oposta, 0 que
resulta na oscilacdo coletiva dos elétrons, ou seja, a excitacdo do LSPR (NEHL;
HAFNER, 2008; CAO et al., 2014).

A excitacdo do LSPR causa fortes bandas de absorcédo e dispersdo na regido visivel
do infravermelho proximo do espectro eletromagnético. O comprimento de onda em que
0 pico LSPR é observado é dependente da composicdo, tamanho, forma das
nanoparticulas e é sensivel a mudanca do indice de refracdo no ambiente dielétrico local
(HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009). Para AuNPs em formato esférico é
observado apenas uma banda de absorc¢do, ja a forma de bastbes, por apresentarem uma
estrutura anisotropica, sdo observadas duas bandas de absorcdo, que sdo referentes as

oscilagdes dos elétrons ao longo do eixo longitudinal e do eixo transversal (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de oscilacdo de uma nanoparticula de ouro ap6s irradiacdo de luz. (A)
Movimento ondulatério é proveniente da interacdo entre os elétrons livre da superficie e o campo elétrico
gerado pela particula metalica. (B) banda de absorc¢éo. Fonte: autor
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A banda longitudinal de ressonancia em nanobastdes é dependente e sensivel a
relacdo de aspecto (do inglés Aspect Ratio, AR, relacdo entre comprimento e largura) da
particula. Portanto, alteracdes em torno dos AuNRs, como a ligagdo de moléculas, altera
0 meio circundante e afeta a densidade de carga dos elétrons na superficie, causando
deslocamento da banda longitudinal, do visivel para a regido do infravermelho préximo
(NIR) com AR crescente (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009; NI et al., 2008).
Diante disso, mudancas do comprimento de onda de pico ou a absorbancia de pico no
espectro de absorcdo das AuNPs podem ser empregadas como indicador da resposta do
sensor LSPR.

1.3.2.  Nanobastdes de ouro (NB)

Das distintas formas que as AuNPs podem ser produzidas, os NB tém atraido
atencdo devido as suas propriedades éticas e a sua facilidade de sintese por meio de uma
diversidade de métodos que possibilitam ajustar sua razdo de aspecto, o que
consequentemente ira variar a resposta dptica em uma ampla faixa espectral, do visivel
a regido do NIR. Para aplicagdes de imageamento e melhoramento de fluorescéncia, os
NB maiores sdo preferiveis. Ja os NB menores, aprimoram a conversdo fototérmica
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devido a maior eficiéncia de absorcdo (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009;
PARK et al., 2014). Assim, ajustes no tamanho dos NB garantem melhor controle sobre
suas propriedades (CHANG; MURPHY, 2018).

1.3.3.  Sintese de nanobastdes de ouro

Os NB podem ser sintetizados por meio do crescimento mediado por sementes,
crescimento sem semente, pelo método de crescimento induzido por irradiacdo
ultravioleta (NIIDOME et al., 2003), por sintese fotoquimica (KIM; SONG; YANG,
2002), pelo método de bio-reducdo (CANIZAL et al., 2001) e por sintese assistida por
micro-ondas (ZHU; HU, 2003). No entanto, 0 método mais comum € o crescimento
mediado por semente, por apresentar alto rendimento, ser mais simples e direto para
produzir a forma, o tamanho e monodispersividade desejada de NB (ZHOU et al.,
2017).

Neste método, pequenas esferas de ouro (aproximadamente 4nm), denominadas
sementes, sdo sintetizadas pela redugdo do &cido tetraclorodurico (HAuCl,) por um
agente redutor forte (boridreto de sédio - NaBH,), e servem como pontos de nucleacdo
para o crescimento dos bastdes de ouro. Essas sementes sdo adicionadas a uma solucao
de crescimento que contém sal de ouro (AuCly’), um agente redutor fraco, geralmente é
usado o &cido ascorbico (CgHgOg) € um agente direcionador de estrutura, o CTAB
(Brometo de cetiltrimetilam6nio), que facilita a formagdo do bastdo através de uma
ligacdo preferencial nas faces laterais da nanoparticula (HUANG; NERETINA; EL-
SAYED, 2009). O nitrato de prata (AgNO3z) pode ser adicionado na reacdo de
crescimento por permitir alterar a AR de acordo com a concentragdo utilizada (ALI;
SNYDER; EL-SAYED, 2012).

Apdbs aproximadamente 20 minutos de reacdo, é observada a mudanca de cor da
solucdo, do transparente para roxo, caracterizando a formacéo dos NBs (ZHOU et al.,
2017) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo das etapas do protocolo de sintese de nanobastdes de ouro. A primeira etapa
representa a preparacdo da solucdo semente, na qual pequenas sementes de ouro reduzem sais de ouro por
CTAB na presenca de NaBH,. Na segunda etapa ocorre a preparacdo da solucdo de crescimento, em que
na solucdo de sais de ouro sdo adicionados o CTAB, a AgNO; e as sementes produzidas na primeira
etapa. O produto final é a formacdo de nanobastdes de ouro (roxo/violeta). Fonte: autor. Criado no
Biorender.com
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1.3.4. Funcionalizacdo de nanobastdes de ouro

O CTAB além de atuar como agente direcionador de estrutura também atua como
um estabilizador para proteger os NB contra agregacdo. No entanto, essa bicamada de
CTAB na superficie dos NB precisa ser substituida ou coberta por moléculas
compativeis conhecidas para se poder direcionar a aplicacdo dos NB (HWANG e TAO,
2010; LOCATELLI et al., 2015).

As estratégias de ligacdo de biomoléculas aos NB consistem principalmente em: (a)
adsorcdo eletrostatica de biomoléculas diretamente a camada de CTAB; (b)
revestimento da camada de CTAB com uma ou mais camadas de polimeros carregados,
seguido de fisiossor¢do, ou ligacdo covalente da biomolécula de interesse; (c) adicao de
ligantes bifuncionais, no qual o CTAB é primeiramente substituido pelo ligante
escolhido seguido da conjugacdo das biomoléculas; (d) troca de ligantes, no qual o
CTAB ¢é substituido por pequenas moléculas contendo grupos tiol (HUANG;
NERETINA; ELSAYED, 2009).

Neste trabalho, a bicamada de CTAB foi substituida pela Polietilenoimina (PEI)

linear, um polimero que dispde de grupos amino livres, com o intuito de atuar como um
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agente intermediario. Nessa estratégia, uma das extremidades do residuo amina (-NH2)
da PEI se liga ao ouro e a outra extremidade se liga covalentemente ao grupo carboxila
(-COOH) da porcéo C-terminal de anticorpos (ZAPP et al., 2014).

Os anticorpos monoclonais sdo amplamente utilizados como agentes direcionadores
para deteccdo, uma vez que podem ser orientados para explorar sua capacidade natural
de reconhecer um unico antigeno especifico (ZHOU et al.,, 2017). Assim, a
funcionalizacdo de anticorpos especificos em NB pode ser utilizada para o
desenvolvimento de imunoensaios opticos (HWANG; TAO, 2010).

1.3.5. Biosensoriamento

Um biossensor consiste em um dispositivo analitico que integra elementos
biolégicos, como microrganismos, enzimas, anticorpos, acidos nucleicos, entre outros,
que produz sinais com base na interagdo com o elemento testado e um transdutor que
converte esses sinais em um parametro elétrico mensuravel (NAKAMURA; KARUBE,
2003). Em razdo do uso de elementos biol6gicos especificos, esses sistemas de medicédo
possuem  propriedades Unicas para identificar e medir analitos alvo
(MOKHTARZADEH et al., 2017). Diversos biossensores ja foram desenvolvidos, no
entanto, muitos ainda sdo baseados em marcadores de fluorescéncia,
quimiluminescéncia e radioativo, e estes ainda possuem um alto custo e necessitam de
treinamento especializado. Assim, a aplicacdo de biossensores livres de marcadores se
mostram mais interessantes por serem de facil manipulacdo, estaveis e passiveis de
miniaturizagdo (SANG et al., 2015).

A nanotecnologia vem apresentando avangos com o desenvolvimento de sensores
em nanoescala que sao capazes de fornecer a deteccdo em tempo real e de quantificar as
substancias-alvo. Diante ao reduzido tamanho e aumento da razéo entre area e volume
dos nanomateriais, a interacdo da superficie dos sensores com o analito torna-se
altamente eficiente e melhora significativamente a aplicabilidade do biossensor
(MOKHTARZADEH et al., 2017).

Os nanobiossensores podem apresentar diversas variagdes em relacdo aos seus
constituintes bem como o0 seu modo de deteccdo e leitura do sinal. Os baseados em
LSPR tém evoluido significativamente ao longo dos anos e estes exploram as
propriedades Unicas das nanoparticulas de metais nobres. Muitos desses

nanobiossensores baseados em LSPR ja foram estudados e desenvolvidos para a
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deteccdo de varios virus, como, por exemplo, a detec¢do do virus da Dengue através da
ligagdo de DNAzyme as AuNPs (CARTER et al., 2013), SARS-CoV-2 com a ligagdo
de anticorpos especificos as AuNPs (KARAKUS et al., 2021) e a deteccdo de
anticorpos antivirus da Zika com o uso de nanobastbes de ouro (VERSIANI et al.,
2020).

Como comentado no tdépico anterior, nanoparticulas de ouro apresentam fortes
bandas de ressonéncia de plasmon de superficie que sdo dependentes do tamanho, da
forma e da composicdo (ANKER et al., 2008). O uso dessas nanoparticulas em sensores
é baseado nas alteracdes do comprimento de onda da banda LSPR diante mudancas nas
propriedades dielétricas do meio circundante, resultante da ligagdo de moléculas
bioldgicas. Esta ligacdo pode ser monitorada em tempo real com alta sensibilidade
usando espectrometria de transmissao simples e barata.

Varios sensores LSPR vém sendo desenvolvidos baseados nas variadas formas
que as nanoparticulas metalicas nobres podem ser sintetizadas, em especial 0s
nanobastBes de ouro, que devido as propriedades intrinsecas de sua forma anisotropica,
se mostraram mais sensiveis em compara¢do com o uso de nanoesferas de ouro (CAQO;
SUN; GRATTAN, 2014). Assim, moléculas de DNA, RNA, anticorpos e antigenos
conjugados a superficie de nanobastdes de ouro podem ser utilizados para detec¢do
rapida, sensivel, especifica e direta do virus.
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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia de COVID-19 tem sido um desafio de satde publica global por mais de
dois anos. A necessidade de um répido rastreamento da infeccdo por SARS-CoV-2
acarretou uma busca constante no desenvolvimento de testes diagndsticos. Embora
varios métodos possam ser utilizados para o diagndstico de virus, muitos ainda séo
metodologias caras que necessitam de treinamento profissional especifico e ndo podem
ser disponibilizadas em laboratérios clinicos de pronto atendimento ou em &reas rurais.

O desenvolvimento de testes POC tem tido um efeito transformador nos cuidados
de salde por sua facil implementacdo em centros de atendimento remoto,
disponibilizacdo do teste a beira do leito e reducdo do tempo de resultado, ajudando no
manejo clinico, especialmente no contexto da pandemia de COVID-19.

Os testes de diagndstico rapido de antigenos (Ag-RDT) sdo uma alternativa para o
diagnostico rapido e barato de COVID-19 e podem ser realizados no ponto de
atendimento. Adicionalmente, os testes sorolégicos que detectam anticorpos produzidos
pelo corpo humano em resposta a infeccdo com 0 SARS-CoV-2 sdo aplicados por serem
Uteis em estudos de sorovigilancia para apoiar a investigacdo de um surto em
andamento e apoiar a avaliacao retrospectiva da taxa de ataque ou tamanho de um surto
e ajudam a identificar pacientes assintomaticos.

Ademais, a construgéo de biossensores para deteccdo de doencas virais tem ganhado
atencdo nos ultimos anos e a implementacdo da nanotecnologia nesses dispositivos Ihes
confere maior sensibilidade, especificidade e simplicidade e se mostram uma ferramenta
promissora para 0 uso em ponto de atendimento.

Frente ao exposto, este trabalho faz um levantamento acerca da sensibilidade,
especificidade e acurécia dos testes rapidos desenvolvidos para COVID-19 no ultimo
ano da pandemia e adicionalmente, em vista da necessidade do desenvolvimento de
novas ferramentas para detec¢do viral, propomos desenvolver um biossensor para

deteccdo direta de SARS-CoV-2 usando nanobastdes de ouro.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Avaliar pardmetros de confiabilidade de testes rdpidos para o diagndstico de
COVID-19 relatados na literatura e desenvolver um biossensor utilizando nanobastdes

de ouro para detec¢do de SARS-CoV-2.
3.2. Objetivos especificos
1 - Realizar uma revisdo sistematica;
1.1 - Analisar a sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes selecionados;

1.2 - Comparar as analises dos testes no primeiro ano de pandemia com os testes do

segundo ano;

2 — Analisar o efeito de diferentes condi¢fes de armazenamento dos nanobastdes de

ouro na viabilidade de uso;
3 — Bioconjugar nanobastdes de ouro com anticorpos 1gG anti-SARS-CoV-2,;

6 — Avaliar a eficacia do nanosensor plasmonico para deteccdo de amostras inativadas
de SARS-CoV-2
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4. METODOLOGIA

4.1. Revisdo sistematica
4.1.1. Busca literaria

Foi realizada a busca de estudos publicados de 01 de novembro de 2020 a 30 de
novembro de 2021 nas bases de dados PubMed e Google Scholar. Foram considerados
titulos de assuntos e titulos/subtitulos (quando aplicavel), além de palavras-chave e
resumos para identificar os termos pesquisados: “point of care sarscov2 diagnostic or
diagnosis”, “point of care covid-19 diagnostic or diagnosis”, “rapid test covid-19

diagnostic or diagnosis” e “rapid test sars-cov-2 diagnostic or diagnosis”.
4.1.2. Critério de selecao

Caso-controle, estudos de coorte e ensaios clinicos randomizados com dados
experimentais em testes POC ou RDT para SARS-CoV-2 realizaram analises eficientes
e forneceram dados robustos sobre seus resultados foram elegiveis para inclusdao. A
OMS e o Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF) apontam que o RDT
deve preferencialmente fornecer resultados entre 15 e 30 minutos para melhor lidar com
a pandemia de COVID-19. Portanto, apenas testes rapidos POC e RDT que fornecem
resultados em até 30 minutos foram incluidos. Artigos duplicados, preprints e outros
artigos com temas ndo correlacionados, como editoriais, relatos de casos, estudos de
modelagem e estudos que ndo apresentavam dados de POC ou RDT para COVID-19
ndo foram incluidos na presente revisao sistematica. Nao houve restricdes de idioma. A

estratégia para selecdo dos dados esta representada na Figura 5.
4.1.3. Extracgdo de dados e avaliacéo de qualidade

Um investigador independente realizou uma busca sistematica nas bases de dados.
Sete pesquisadores analisaram independentemente o titulo, resumo e artigos na integra
para aplicar os critérios de selecdo seguindo um roteiro com 0S mesmos parametros.
Foram extraidos autores, ano de publicacéo, tipo de teste, método de ensaio, critérios
diagnosticos (sensibilidade, especificidade/precisdo), tempo de deteccdo, tamanho da
amostra e andlise de reacdo cruzada para cada estudo. Dois revisores analisaram e

resolveram independentemente a qualidade metodoldgica dos estudos elegiveis.
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Os dados de sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes soroldgicos POC e
RDT entre o primeiro e o segundo ano da pandemia de COVID-19 foram analisados
pelo programa GraphPad Prism 7.0 software. De acordo com o teste de normalidade
Shapiro-Wilk as diferencas entre os grupos do primeiro ano e segundo ano foram

consideradas significantes quando o valor de P foi menor ou igual a 0,05 por meio do

4.1.4. Analise estatistica

teste Kruskal-Wallis.

Figura 5. Esboco da metodologia. Fluxograma das duas principais etapas do estudo.

1" etapa

Pesquisa no PubMed e Google Académico atraveés das palavras-chave: “point of care SARS-
CoV-2 diagnostic or diagnosis™, “point of care COVID-19 diagnostic or diagnosis™, “rapid test
covid-19 diagnostic or diagnosis™ and “rapid test sars-cov-2 diagnostic or diagnosis™

e

Do total de 2,135 milhdes de acessos possiveis, acessos recordes, os registros foram exchidos
com base na revisio de titulo, resumo e palavras-chave.

S

520 estudos avaliados para elegibilidade (presenca de todos os termos pesquisados no titulo,
palavras-chave ou resumo nos artigos)

2% etapa

Etapa de exclusio

. Testes rapidos
Artigos » . » » Sem dados
X Preprints a COVID-19> . X

duplicados S 30 mi experimentais
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4.2. Desenvolvimento do biossensor
42.1. Virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 Wuhan Hu-1 amostra SP02/BRA) foi isolado a
partir de amostra de swab nasofaringeo de paciente testado na Universidade de Sao
Paulo. O virus foi cultivado em células Vero e titulado, pelo método de técnica de
contagem de Unidades Formadoras de Placas (UFP) de Dulbecco, conforme descrito
por Araujo et al., 2020. Para a utilizagdo do SARS-CoV-2 uma aliquota do virus foi
inativada por luz UV-C 254nm. A dose de UV (fluxo radiante) foi igual 2160
Joules/m2, referente a 5 minutos de exposicdo direta no aparelho colimador de luz UV-
C. A inativagdo completa do virus foi confirmada pela falta de placas de virus apés
ensaios da técnica de UFP. Todo o processo de isolamento do virus foi realizado pela
equipe da Universidade de Sao Paulo, coordenado pelo Dr. Edison Durigon. A producéo
do estoque viral e inativacdo do virus foi realizada pela equipe da Universidade Federal
de Minas Gerais coordenada pelo Dr. Mauro Teixeira, que nos cedeu gentilmente

aliquotas do virus inativado.
4.2.2.  Anticorpos anti-SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 (linhagem B.1.1.28) foi isolado a partir de amostra de
paciente testado na FUNED, cultivado em células Vero e a posteriori inativados com B-
propiolactona. Uma vez comprovada a inativacdo viral por titulagdo, o virus foi
concentrado, purificado e em seguida liofilizado e utilizado numa preparacdo antigénica
para a imunizacdo de equinos. Os ciclos de imunizacédo e coleta de plasma dos cavalos
foram realizados na fazenda experimental da FUNED, sendo a produgéo de IgG anti-
SARS-CoV-2 observada, por ELISA (ELISA - Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica),
durante a sangria exploratoria dos animais. Apds a obtencdo do pool de plasma, as
imunoglobulinas do lote experimental foram digeridas por um processo enzimatico com
pepsina e purificadas por precipitacfes salinas. O produto foi concentrado e 0 excesso
de sal retirado por dialise em filtracdo tangencial, obtendo-se o soro concentrado a
granel que tem como principio ativo fragmentos f(ab)’2 da Imunoglobina G, com sitios
de ligagdo ao antigeno, dissolvidos em solugdo salina 0,8 % e fenol 0,25 %. Ensaios in
vitro realizados com este lote teste demonstraram alta producdo de anticorpos anti-

SARS-CoV-2 (ensaios de ELISA), assim como alta capacidade neutralizante da
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infeccdo em ensaios de placas com células infectadas (Ensaios de PRNT — Plaque
reduction neutralization teste). Todo o processo foi realizado pela equipe da Funed, a
partir de projeto de pesquisa coordenado pelo Dr. Sergio Caldas, que nos cedeu

gentilmente aliquotas do soro processado e do plasma hiperimune.
4.2.3. Virus Mayaro

O virus Mayaro cepa Acre27 (numero de acesso ao GenBank KM400591) foi
utilizado como controle negativo nos experimentos do biossensor. A amostra do virus
foi gentilmente cedida pelo Professor Dr. Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP).

Células de rim de macaco verde africano — VERO, foram utilizadas para a
producdo e realizacdo da titulacdo do virus Mayaro. Essas células foram cultivadas em
Meio DMEM High Glucose (DMEM — HG) (Sigma) suplementado com 5% de SFB,
penicilina/estreptomicina (Sigma - 10.000Ul/ml) e anfotericina B (Cultilab - 250pug/mL)

em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO,.
4.2.3.1. Estoque viral

O estoque de virus foi produzido em garrafa média (75 cm?) contendo
monocamada de células Vero que foi infectada com uma multiplicidade de infecgdo
(MOI) de 0,01 com volume final de 2 ml de meio de cultura e auséncia de SFB. A
adsorcdo ocorreu em um periodo de 1 hora com homogeneizacdo constante.
Posteriormente, o meio foi completado e suplementado com 1% SFB. As células
infectadas foram incubadas por 2 dias ou até o aparecimento de 90% de efeito
citopatico. Apds esse periodo, o sobrenadante da infeccdo celular foi clarificado por
centrifugacdo a 5000 rpm (Eppendorf 5804 R) por 5 minutos a 4 °C e logo em seguida o
sobrenadante clarificado foi aliquotado e mantido em freezer -80 °C para posterior uso.

Para a utilizacdo do virus Mayaro, uma aliquota do virus foi inativada por luz
ultravioleta (UV). Para inativacdo, o virus foi disperso em uma placa de cultura de
células e uma lampada UV compacta foi colocada diretamente acima da placa por 30
minutos. A inativagcdo completa do virus foi confirmada pela falta de placas de virus

apos ensaios da técnica de Unidades Formadoras de Placas (UFP).
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4.2.3.2. Titulacédo do estoque viral

Para determinar o titulo viral foi realizada a técnica de contagem de Unidades
Formadoras de Placas (UFP) de Dulbecco. Para isso, 1x10° células/poco de células
vero foram cultivadas em placas de seis pogos e, quando a monocamada estava
confluente, foram adicionados a 5 pocos 0,3 mL de dilui¢des seriadas do virus Mayaro
realizadas em DMEM-HG 0% de SFB. No poco final, foram adicionados 0,3 mL de
DMEM - HG 0% SFB, como controle negativo. Ap6s 1lh de adsor¢do, com
homogeneizacdo de 10 em 10 minutos, o meio foi removido e a cada pogco foram
adicionados 2 mL de meio 199 suplementado com 1,25% de carboximetilcelulose e
1,5% de SFB. A placa foi incubada a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO, por 2 dias.
Ap0s esse periodo, as células foram fixadas em solucdo 10% de formol por 30 minutos.
Desprezado o meio, 0s pog¢os foram corados com solucdo de cristal violeta. O titulo foi
expresso pelo numero UFP obtido nas camaras cujas diluicGes apresentaram entre 30 e

300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da dilui¢do, e convertido para UFP/mL.

4.2.4. Sintese de nanobastdes de ouro
Nanobastbes de ouro foram sintetizados pelo método mediado por semente

utilizando &cido ascorbico ou hidroquinona como agentes redutores.

424.1. Meétodo com &cido ascorbico

A solucdo semente foi preparada por meio da mistura de 5 mL de HAuUCI,
(0,005M), 5 mL de CTAB (0,2 M) e 0,6 mL de solucéo resfriada de NaBH, (0,01M)
sob agitacdo magnética continua, resultando em uma solu¢cdo marrom-amarelada. A
solucéo de crescimento foi obtida misturando 5 mL de solu¢do HAuCl, (1M) a 5 mL de
CTAB (0,2M) e 0,2 mL de AgNO3 (0,004 M). Entdo, 0,07 mL de &cido ascorbico
(0,0788 M) foram adicionados durante agitacdo magnética vigorosa. Nessa etapa 0
acido ascorbico age como agente redutor e a solugdo altera a cor de amarelo intenso
para transparente. Por fim, 0,012 mL da solucdo semente foi adicionado a solucgéo
recém-preparada para iniciar o crescimento dos nanobastdes. A cor da solucdo se
alterou gradualmente entre os primeiros 15-20 min sob agitacdo magnética, até se
estabilizar em tom arroxeado e foi mantida 27-30 °C por 24 horas sem agitagdo. O
excesso de CTAB dos nanobast6es foi retirado por centrifugacao a 5.600 x g por 15 min

duas vezes e redispersos em agua deionizada.
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4.2.4.2. Método com hidroquinona

A solucéo semente foi preparada a partir de 5 mL de HAuCl, (0,005M) adicionados
a5 mL de CTAB (0,2M) e 0,46 mL de solucdo bésica resfriada de NaBH, (0,01M) em
0,01M de NaOH sob agitacdo magnética continua, resultando em uma solucdo marrom-
amarelada. Para a preparacdo da solucdo de crescimento, foram adicionados 5 mL de
solugédo HAuCI, (0,05M), 5 mL de CTAB (0,1M) e 0,0115 mL de AgNO; (0,1M) sob
agitacdo magnética constante. A essa solucdo, foi adicionado 0,5 mL de hidroquinona
(0,1M) sob agitacdo magnética manual até que ficasse transparente. Entdo, 0,16 mL da
solucdo semente foi adicionado a solucdo recém-preparada para iniciar o crescimento
dos nanobastdes. Em torno de 15-20 min, sob agitacdo magnética, a cor da solugdo se
alterou gradualmente até se estabilizar em tom arroxeado e foi mantida sem agitacdo
magnética a 27-30 °C por 24 horas. O excesso de CTAB dos nanobastdes foi retirado

por centrifugacdo a 5.600 x g por 15 min duas vezes e redispersos em agua deionizada.

4.2.5. Funcionalizacdo com PEI

A Polietilenoimina (PEI) deve ser utilizada para que o residuo amina de uma das
extremidades se ligue ao ouro e o grupo amina (-NH,) da outra extremidade se ligue
covalentemente ao grupo carboxila (-COOH) da por¢éo C-terminal do anticorpo (ZAPP
et al., 2014). Para que ocorra a ligacdo dos grupos carboxila com as aminas é necessaria
uma reacdo de amidacdo por diimida. Por isso, é utilizado cloridrato de N-etil-N’-(3-
dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDAC) como agente acoplante e N-
hidroxisuccinimida (NHS) como agente estabilizante, o qual converte os acidos
carboxilicos em ésteres ativos, que em seguida reagem com 0s grupos amina dos
reagentes ligantes.

Para isso, 0,1 mL de solucdo de nanoparticulas foi centrifugado a 6000 x g por 20
minutos, ressuspendido em 0,1 mL de PEI em &gua ultra-pura e incubado a temperatura
ambiente por ultrassonicacdo para desestabilizacdo do CTAB presente na superficie das
nanoparticulas. Em seguida, a solucéo foi novamente centrifugada a 6000 x g por 20

minutos e ressuspendida em 0,1 mL de anticorpo previamente preparado.
4.2.6. Bioconjugacao com imunoglobulinas

Apos a incubagéo com PEI os NB foram funcionalizados com anticorpos IgG anti-
SARS-CoV-2 (0,25ug/mL). Para conjugacdo com a PEI, a solugdo de imunoglobulina
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foi previamente preparada de modo que a solucdo de anticorpo foi adicionada a 0,4M
EDAC e 0,1M de NHS e Tampao fosfato (PBS 1X, pH 7,4 em &gua deionizada) para
um volume final de 0,1 mL e depois, incubada por 30 minutos a 4°C. Ao final deste
tempo, os NB foram novamente centrifugados a 6000 x g por 20 minutos e

ressuspendidas em 0,1 mL de solugdo com virus e lidos no espectrofotdmetro.
4.2.7. Ensaios com virus

Para analisar a sensibilidade de deteccéo, amostras de SARS-CoV-2 foram diluidas
de forma seriada em PBS para um volume final de 0,1 mL e depois adicionada ao
biossensor. O virus Mayaro foi utilizado como controle negativo (inativado) e foi
diluido da mesma forma como realizado para 0 SARS-CoV-2. A reagdo ocorreu a
temperatura ambiente por no maximo 30 minutos. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata. Os dados dos deslocamentos descritos sdo referentes a média
calcula entre as triplicatas. Os graficos de espectroscopia UV-VIS-NIR e da derivada

representam uma das amostras.
4.2.8. Tratamento das amostras

Com o intuito de aumentar a disponibilidade das proteinas virais do SARS-CoV-2,
amostras do virus foram tratadas com Triton X-100 ou por aquecimento antes de serem
adicionados no biossensor.

Para o tratamento com Triton X-100, foi pipetado a quantidade suficiente para que
qguando misturado na amostra de SARS-CoV-2 sua concentracdo fosse de 1% do
volume final. Apos sua adicdo, a amostra foi deixada incubando por 30 minutos antes
de ser incubado com o biossensor.

Para o tratamento por calor, amostras de SARS-CoV-2 foram colocadas em um
termobloco a 100 °C por 5 minutos. Apds esse tempo, a amostra foi incubada com o

biossensor.
4.2.9. Caracterizacado dos nanobastdes de ouro

A caracterizacdo Optica dos nanobastbes foi realizada pelo espectrofotometro
UV-1800, SHIMADZU, no espectro visivel e NIR de 400 a 1000 nm. Para as medidas,
0,1 mL dos NB foi adicionado a Cubetas de Quartzo (105.203-QS 10 mm) e lidos no
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espectrofotbmetro. As absorbancias obtidas foram normalizadas e convertidas em
gréaficos pelo programa Origin 8.1 (Origin Lab®, USA).

Os dados de deslocamentos foram plotados no GraphPad Prism 7 e as diferencas
entre os grupos analisados foram consideradas significantes quando o valor de P foi
menor ou igual a 0,05 por meio do teste t de Student.

As medidas de Potencial Zeta () foram realizadas no aparelho Zetasizer Nano
ZS (NanoSeries — Malvern) no Laboratério Multiusuarios da Escola de Farmacia da

Universidade Federal de Ouro Preto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento, os resultados e discusséo serdo divididos em dois
topicos principais. No primeiro topico (5.1.) serdo expostos os resultados e a discussao
da analise dos testes POC e RDT para SARS-CoV-2 nesses dois anos de pandemia. No
segundo tdpico (5.2.) serdo descritos e analisados os resultados do desenvolvimento de

um biossensor para SARS-CoV-2 usando nanobastdes de ouro.
5.1. Anélises de testes POC e RDT

Um total de 2.135 milhdes de publicacbes foram recuperadas das bases de dados,
uma amostra robusta o suficiente para identificar os artigos relevantes sobre o tema
abordado, como nosso estudo anterior do primeiro ano da pandemia (BORGES et al.,
2021). ApOs a triagem dos titulos, resumos e/ou palavras-chave, 520 estudos foram
selecionados e 52 foram escolhidos para revisdo do texto completo. Os artigos
selecionados nesta revisdo foram publicados de 01 de novembro de 2020 a 30 de

novembro de 2021.
5.1.2. Testes de deteccéo direta

Identificamos 30 testes rapidos que detectaram estruturas antigénicas e 9 que
detectaram RNA SARS-CoV-2. Dentre os métodos de ensaio, 26 foram realizados por
ensaios de fluxo lateral (considerando ensaios com ouro e fluorescéncia); 5 por
Amplificacdo Isotérmica Mediada por Transcriptase Reversa (RT-LAMP); 1 por
reverso em tempo real baseado em sonda de transcricdo fluorescente (RT-RAA); 1 por
repeticdes palindrémicas curtas com espacamento regular agrupadas (CRISPR); 1 por
protétipo de deteccdo impedimétrica portatil precisa em tempo real 1.0 (RAPID 1.0); e
3 por imunofluorescéncia microfluidica (LumiraDx™) (Figura 6). Além disso, dois
outros estudos desenvolveram novas metodologias de diagndstico, que sdo o biossensor
de modulagdo magnética (MMB) e o teste de papel quimioluminescente nanozyme
(Apéndice 1).
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Figura 6. Métodos de ensaios utilizados para deteccéao direta do SARS-CoV-2

Ensaios de fluxo lateral
RT-LAMP

LumiraDx ™

CRISPR

RAPID 1.0

RT-RAA

MMB

Quimioluminescente nanozyme

Total=39

Nos estudos que relatam deteccdo direta, 37 relataram a sensibilidade e
especificidade do teste, 11 estudos forneceram informacgdes sobre a precisdo do
diagndstico, e 2 estudos ndo revelaram nenhum desses parametros, mencionando apenas
o limite de deteccdo (Apéndice I). Todos os estudos que relataram sensibilidade usaram
variaces de RT-PCR como padrdes de referéncia para determinar a infeccdo por
SARS-CoV-2.

A maioria dos estudos analisados foram ensaios baseados em fluxo lateral para
deteccdo de antigeno viral. Entre os 26 estudos que relataram Ag-RDTs, apenas 10
atenderam aos requisitos minimos de desempenho recomendados pela OMS de 80% de
sensibilidade e 97% de especificidade (Figura 7 e Apéndice I).

Em geral, os estudos Ag-RDT usaram amostras de zaragatoas nasofaringeas (NPS).
Entretanto, dois deles utilizaram swabs nasais (CASSUTO et al., 2021; TINKER et al.,
2021) um usou swabs de NPS/garganta (CHAIMAYO et al., 2020), um utilizou os NPs
de ambos os swabs, como swabs nasais e salivares (MASIA et al., 2021); e trés usaram
swabs de NPS/orofaringe (OP) (AMER et al., 2021; MOCKEL et al., 2021; SINGH et
al., 2021).

Diferencas notaveis foram observadas nos valores de sensibilidade entre os estudos
gue usaram amostras de swab nasal [20% (TINKER et al., 2021), 44,7% (MASIA et al.,
2021) e >96% (CASSUTO et al., 2021)]. Da mesma forma, amostras de swab NPS/OP
mostraram valores divergentes de sensibilidade entre os estudos [35,29% (AMER et al.,
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2021), 75% (MOCKEL et al., 2021) e 78,2% (SINGH et al., 2021)]. Em amostras de
saliva, a sensibilidade foi menor em comparacdo com amostras de NPS/swab de
garganta [23,1% saliva (MASIA et al., 2021) contra >98% NPS/swab de garganta
(CHAIMAYO et al., 2020)].

Sensibilidade abaixo do ideal também foi observada em amostras com baixas cargas
virais (alto valor de Ct em RT-PCR) (Apéndice 1) e em amostras pediatricas, quando
comparadas com amostras de pacientes adultos (ALBERT et al., 2021; MERINO et al.,
2021; SINGH et al., 2021; VILLAVERDE et al.,, 2021). Apenas dois estudos
apresentaram valores de especificidade inferiores a 98% (64,2% e 83,3%) (AMER et al.,
2021; RASTAWICKI et al., 2021).

Em relacdo a outros métodos de deteccédo direta, os ensaios RT-RAA, RT-LAMP e
MMB relataram sensibilidade e especificidade >90%. Em estudos usando o teste de
antigeno LumiraDx™ SARS-CoV-2, a especificidade foi >92%, e apenas no ensaio
realizado por Kriger et al. a sensibilidade foi inferior a 90% (82,2%). No método
proposto por Torres et al., a sensibilidade foi maior em amostras de saliva (100%) do
que em swabs NPS/OP (83,5%). O contrario foi verificado para os valores de
especificidade, com valores maiores nas amostras NPS/OP (100%) do que nas amostras
de saliva (86,5%) (Tabela 1 do ANEXO I).

A acurdcia diagnostica foi relatada em apenas 11 estudos (Tabela 1 do ANEXO 1),
com valores superiores a 80%, exceto por um estudo que relatou 75,9% (Tabela 1 do
ANEXO 1), demonstrando que os testes desenvolvidos tiveram um bom desempenho na
deteccdo de SARS-CoV-2. Por outro lado, as analises de reacGes cruzadas foram
verificadas em apenas nove estudos, mostrando a necessidade de melhorar o
desempenho diagnostico e as informacdes fornecidas sobre eles.

Diferentes patogenos foram considerados, como Rhinovirus (CARBONELL-
SAHUQUILLO et al., 2021; KRUGER et al., 2022), Enterovirus (CARBONELL-
SAHUQUILLO et al., 2021), Adenovirus (KRUGER et al., 2022; LI, F., et al., 2021),
Bocavirus (KRUGER et al., 2022), Influenza A (KRUGER et al., 2022; LI, F., et al.,
2021; LOU et al.,, 2021; LIU et al., 2020; MARGULIS et al., 2021; TINKER et al.,
2021; TORRES et al., 2021), Influenza B (KRUGER et al., 2022; LI, F., et al., 2021;
MARGULIS et al, 2021; TINKER et al, 2021; TORRES et al., 2021),
Metapneumovirus (KRUGER et al., 2022), Parainfluenza virus (KRUGER et al., 2022),
Respiratory syncytial virus (KRUGER et al., 2022; MARGULIS et al., 2021), Herpes
simplex virus-2 (TORRES et al., 2021), Mycoplasma pneumoniae (KRUGER et al.,
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2022), Staphylococcus aureus (KRUGER et al., 2022), e Streptococcus sp. (KRUGER
etal., 2022).

Entre esses estudos, cinco avaliaram a reatividade cruzada com outros coronavirus:
HCoVOC43 (LIU et al., 2020; TORRES et al., 2021; XUN et al., 2021), HCoV-229E
(TORRES et al., 2021; XUN et al., 2021), HCoV-HKU1 (LIU et al., 2020) e HCoV-
NL63 (XUN et al., 2021), Murine hepatitis virus (TORRES et al., 2021), SARS-CoV
(LIU et al., 2020; WEI er al., 2021; XUN et al., 2021) e MERS-CoV (LIU et al., 2020;
WEI et al., 2021; XUN et al., 2021). Apenas um estudo relatou reacdo cruzada
(CARBONELL-SAHUQUILLO et al., 2021). Este relatorio analisou sete amostras com
resultados discordantes entre RT-PCR (resultados positivos) e Ag-RDT (resultados
negativos) por um ensaio de PCR multiplex visando virus respiratorios comuns.
Curiosamente, dois apresentaram resultado positivo para Rhinovirus/Enterovirus
(CARBONELL-SAHUQUILLO etal., 2021).

A sensibilidade e especificidade desses testes s&o mostradas na Figura 7.
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Figura 7. Sensibilidade e especificidade dos testes diretos. A) testes diagndsticos diretos com
sensibilidade < 80% B) testes diagnosticos diretos com sensibilidade > 80%. Testes que ndo apresentaram
valores de sensibilidade e especificidade ndo foram adicionados.
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5.1.3. Testes de detec¢cdo de imunoglobulinas
Em relacdo aos testes de deteccdo de imunoglobulinas, identificamos nove
estudos que avaliaram os niveis de IgM e IgG, trés avaliando apenas IgG e um
avaliando IgA, 1gG e IgM (Tabela 2 do ANEXO I). Um total de 10 testes de anticorpos
foram realizados por ensaios de fluxo lateral (considerando ensaios de ouro e

fluorescéncia), um por imunoensaio enzimatico eletroquimico (ELISA), um por
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plataforma de imuno-PCR magneto fluidica, e um pelo sensor de anticorpos Split
Luciferase (spLUC) (Figura 8).

Figura 8. Métodos de ensaios utilizados para deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2

Ensaios de fluxo lateral

B ELISA

B Imuno-PCR magnetofluidica
Split Luciferase

Total=13

Entre os 13 estudos selecionados, 10 apresentaram valores elevados de
sensibilidade e especificidade (>80%), e um relatou 100% de sensibilidade e
especificidade. Valores de sensibilidade mais baixos foram observados nos primeiros
dias apds a infeccdo do que nos dias pds-infeccdo. A acurécia foi relatada em trés
estudos e valores inferiores a 80% foram encontrados apenas no estudo de Fauziah et al.
A acurécia de 100% foi verificada no estudo de Kumar et al. (Apéndice I).

ReacOes cruzadas foram analisadas em seis estudos para Mycoplasma
pneumoniae (LI, K., et al.,, 2021; PLEBANI et al.,, 2021), Toxoplasma gondii
(PLEBANI et al., 2021), virus do sarampo (PLEBANI et al., 2021), citomegalovirus
(PLEBANI et al., 2021), HIV (PLEBANI et al., 2021), virus da hepatite B (PLEBANI
et al., 2021), virus da dengue (FAUZIAH et al., 2021; VILLARREAL et al., 2021),
Febre tifoide (FAUZIAH et al., 2021), Influenza virus (ELLEDGE et al., 2021),
pacientes com multiplos autoanticorpos (PLEBANI et al., 2021), pacientes com
infeccbes do trato respiratorio (LI, K., et al., 2021) e pacientes com tuberculose
pulmonar e tuberculose latente (VILLARREAL et al., 2021). Outros coronavirus foram
testados apenas no estudo de Elledge et al. (2021). Reacdes cruzadas foram encontradas
em amostras com Mycoplasma pneumoniae (LI, K., et al., 2021; PLEBANI et al.,
2021), Toxoplasma gondii (PLEBANI et al., 2021), virus da dengue (VILLARREAL et
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al., 2021) e em amostras de pacientes com infec¢des do trato respiratorio (LI, K., et al.,
2021).
A sensibilidade e especificidade desses testes séo mostradas na Figura 9.

Figura 9. Sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos POC e RDT para detec¢cdo de anticorpos
contra SARS-CoV-2.
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A pandemia de COVID-19 tem sido um desafio global de satde publica ha mais de
dois anos. A necessidade de triagem rapida da infeccdo por SARS-CoV-2 levou a uma
busca constante pelo desenvolvimento de testes diagnosticos (UNICEF, 2021; WHO,
2021). Portanto, nosso objetivo foi realizar uma revisdo sistematica de estudos de testes
POC e RDT para COVID-19 um ano ap0s nossa primeira analise para verificar se
houve progresso na pesquisa dos testes considerando as descobertas sobre SARS-CoV-
2.

Neste trabalho, selecionamos 52 estudos que relataram o uso de testes POC e RDT
para diagnosticar COVID-19. Os dados foram divididos em testes POC e RDT para
deteccdo direta de SARS-CoV-2 e testes sorologicos POC e RDT para deteccdo de
anticorpos contra SARS-CoV-2.

A maioria dos estudos POC e RDT selecionados mostrou boa sensibilidade e
especificidade. Nossos resultados indicam bom desempenho para amostras de saliva,

swabs NPS/OP e amostras de garganta, sugerindo que essas amostras podem ser usadas
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como alternativa ao NPS ou swabs nasais comumente usados para o teste de diagnostico
de SARS-CoV-2 (MASIA et al.,2021).

Em relacdo as amostras pediatricas, encontramos valores de sensibilidade inferiores
qguando comparados com amostras de pacientes adultos (ALBERT et al., 2021;
MERINO et al., 2021; SINGH et al., 2021; VILLAVERDE et al., 2021). Além disso, a
idade foi associada ao desempenho do teste de antigeno, independentemente dos valores
de Ct e duragdo dos sintomas (MASIA et al.,2021). Embora as criangas sejam mais
propensas a serem assintomaticas ou apresentarem sintomas leves, elas podem
transmitir o SARS-CoV-2, tornando a triagem essencial para ajudar a conter a
propagacao do virus (GAYTHORPE et al., 2021).

A menor sensibilidade também foi observada em amostras que apresentaram altos
valores de Ct no RT-PCR (Apéndice 1), indicando uma menor carga viral. Nas infeccoes
por SARS-CoV-2, a carga viral atinge o pico na primeira semana ap6s o inicio dos
sintomas no trato respiratério superior. Os testes Ag-RDTS e de amplificacdo de &cidos
nucleicos devem funcionar melhor durante este periodo (CEVIK et al., 2021; CDC,
2022). Embora os testes diagnosticos sejam geralmente realizados quando os sintomas
aparecem (carga viral alta), ha relatos na literatura de individuos infectados vacinados
com carga viral reduzida (LEVINE-TIEFENBRUN et al., 2021; MCELLISTREM et al.,
2021; PUHACH, et al., 2022). Assim, individuos vacinados e infectados podem levar a
transmissao oculta do virus.

Em relacdo aos testes sorologicos POC e RDT para deteccdo de anticorpos, a
maioria apresentou valores de sensibilidade e especificidade elevados, indicando bom
desempenho clinico. No entanto, observamos valores de sensibilidade mais baixos nos
testes que realizaram a analise nos primeiros dias apds a infec¢do por SARS-CoV-2 do
qgue nos estudos pos-infeccdo (PALLETT et al., 2021; VILLARREAL et al., 2021;
MUNCK et al., 2022; SCOTTA et al., 2022).

A menor sensibilidade verificada pode estar relacionada ao tempo necessario para
desenvolver anticorpos. Embora a soroconversdo de IgM e IgG possa ocorrer
simultaneamente ou sequencialmente e os titulos de anticorpos possam estabilizar apds
seis dias (LONG et al., 2020), a maioria dos pacientes ndo produz uma resposta de
anticorpos até a segunda semana apos o inicio dos sintomas (WHO, 2020c).

Assim, para um diagnostico mais preciso da COVID-19, os testes baseados na
deteccdo direta sdo preferiveis nos primeiros dias de sintomas, cerca de 3 a 7 dias de

infeccdo, e os testes de anticorpos devem ser utilizados ap6s esse periodo devido a sua
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maior sensibilidade (KIZILOGLU et al., 2021; WHO, 2021). Além disso, a combinacao
de técnicas pode aumentar a sensibilidade no diagndstico da infeccdo por SARS-CoV-2
(GUO et al., 2020; KIZILOGLU et al., 2021; De CARLO et al., 2020).

Por outro lado, é preocupante que apenas alguns estudos tenham relatado ensaios de
reacdo cruzada. Embora muitos fabricantes tenham testado a reacdo cruzada para
diferentes patdgenos e apresentado dados de baixa similaridade entre as proteinas do
SARS-CoV-2 e outros coronavirus humanos (usados para fabricacdo), a reacdo cruzada
ndo é comumente abordada. Reatividade cruzada foi relatada em casos de COVID-19 e
Dengue (FACCINI-MARTINEZ, et al., 2020; HUBER et al., 2021; MASYENI et al.,
2021; STEINHARDT et al., 2021), tanto na sorologia para COVID-19 em pacientes
com Dengue quanto na sorologia para Dengue entre pacientes com COVID-19
(LUSTIG et al., 2020).

Além disso, a coinfeccdo entre SARS-CoV-2 e outros patdégenos, como influenza e
virus da dengue, foi relatada (CUADRADO-PAYAN et al., 2020; FAN et al., 2020;
KONALA et al., 2020; LANSBURY et al, 2020; OZARAS et al., 2020; SARDAR et
al.,, 2020; VERDUYN et al., 2020; WANG et al.,, 2021). Os sintomas clinicos
semelhantes aos do SARS-CoV-2 e outras doencas febris favorecem o diagnostico
errado. O diagnostico incorreto ou tardio pode afetar 0 manejo clinico, exacerbar as
complicagdes e aumentar a mortalidade. Portanto, é essencial identificar as coinfecgdes
rapidamente. O teste para SARS-CoV-2 em dareas com surtos sobrepostos ndo é
suficiente para descartar a possibilidade de coinfec¢do, sendo necessarios testes de PCR
para confirmar a infecgéo.

Em relacdo aos achados de nosso primeiro estudo (BORGES et al., 2021), mais 117
estudos foram publicados e mais 30 ensaios foram testados em um ano. Da mesma
forma, a reacdo cruzada foi avaliada em 13,05% dos estudos no primeiro ano analisado
e 28,85% no segundo ano. Embora a porcentagem de artigos que relataram acurécia
tenha permanecido semelhante (26,09% em 2020 e 26,93% em 2021), os valores de
acuracia obtidos aumentaram. Da mesma forma, os parametros de sensibilidade e
especificidade foram melhorados. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica
(Figura 10).
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Figura 10. Comparacdo da sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes soroldgicos POC e RDT
entre o primeiro e o segundo ano da pandemia de COVID-19. O teste de Shapiro-Wilk’s foi utilizado para
avaliar a normalidade apresentada pelo grupo. Os testes de Kruskal-Wallis foram realizados para
comparar as medianas de grupos maltiplos, considerando a significancia do valor de p < 0,05. Nenhuma
diferenca estatistica foi observada.
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Vérios fatores podem estar relacionados ao desempenho heterogéneo dos exames,
como a qualidade do esfregaco individual, se a amostra é fresca ou ndo, as condigdes de
armazenamento da amostra, local anatbmico da coleta, carga viral da amostra, dia de
inicio de sintomas, entre outros (ALBERT et al., 2021; KIM et al., 2021; PARVU et al.,
2021). Esses problemas dificultam a comparagéo direta dos testes.

Também explica porque sdo observadas tantas divergéncias de desempenho
relatadas por estudos ou fabricantes de testes. Ainda encontramos poucos ensaios que
revelaram a precisdo dos testes, levantando incertezas sobre a precisdo dos testes
COVID-19 POC e RDT.

Considerando a importancia de um diagnéstico preciso, esperavamos encontrar
mais estudos avaliando reacGes cruzadas com outros patdgenos, principalmente com
coronavirus endémicos, neste segundo ano da pandemia.

Acreditamos que o0s testes de proxima geracdo devem incorporar analises
filogenéticas e/ou estruturais para selecionar os antigenos usados em seu processo de
fabricacdo. Por exemplo, no primeiro semestre da pandemia, foram relatados 45
epitopos com mutacdes no antigeno principal do SARS-CoV-2 (GONCALVES et al.,
2022), denotando a necessidade do uso preventivo de antigenos com variantes para o

desenvolvimento de sorologias.
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Com a infeccdo de centenas de milhdes de pessoas, as mutagdes tornaram-se muito
mais frequentes, chegando a mais de 50 ocorréncias apenas na proteina spike da variante
Omicron, que é responsavel por uma fuga robusta das etapas de neutralizacdo
(DEJNIRATTISALI et al., 2022). Portanto, a incorporacdo de mutacGes importantes em
epitopos deve ser o foco principal no desenvolvimento de testes que utilizem
anticorpos/antigenos.

Embora os testes POC e RDT oferecam vérias vantagens e desempenhem um
excelente papel no manejo do COVID-19, nossos achados corroboram que os testes
POC e RDT ainda precisam de validacdo adicional em relacdo a precisdo do teste e
reatividade cruzada com outros patogenos (FDA, 2021).

No geral, identificamos algumas limitacdes nos estudos analisados: nimeros de
amostra discrepantes para validacdes, diferencas nas amostras utilizadas e um baixo
nimero de estudos avaliando acuracia e reatividade cruzada. Este trabalho também
apresenta limitacfes: ndo foi possivel realizar uma meta-analise devido a variabilidade

dos métodos e resultados encontrados nos estudos.
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5.2. Biossensor de nanobastdes de ouro
5.2.1. Sintese de nanobastfes de ouro

Ao longo do desenvolvimento desse trabalho mais de 92 processos de sintese de
NBs foram realizados. No processo de estabelecimento de metodologia, diversas
sinteses ndo apresentaram formacdo adequada até que fossem encontrados o0s
parametros apropriados. Alguns exemplos desse processo séo mostrados na Figura 9.
Na figura 9A é observado o espectro de absor¢do na regido de 400 a 1100 nm de um
subproduto denominado de '‘Dog bones' ou ‘dumbbells’, o qual esta relacionada ao pH da
solucdo de crescimento, a temperatura da reacdo ou a alta concentracdo do agente
redutor, 0s quais podem aumentar a taxa de reacdo de sintese, gerando esse padrdo de
crescimento de ouro indesejado nas extremidades dos NB. Na Figura 11B, o pequeno
“ombro” observado pode estar relacionado a pequenas diferencas na forma das hastes e
também a impureza. Na Figura 11C a assimetria vista pode ser indicativa de
polidispersidade de tamanho e proporcdo ou leve agregacdo (HENSON; HARRIS;
HOMAN, 2017).

Figura 11. Espectroscopia de UV-VIS-NIR com absorbancia normalizada das sinteses de nanobastdes de
ouro com subprodutos. A) Dentro do circulo vermelho se observa uma banda relativa a sintese com um
subproduto denominado de 'Dog bones' ou ‘dumbbells'. B) Dentro do circulo vermelho se observa um
pequeno “ombro” no espectro do NB. C) Dentro do circulo vermelho se observa uma banda assimétrica.
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Para contornar esses problemas, estabeleceu-se a lavagem de todas as vidrarias
com agua régia (3:1- HCI/HNOg) antes do uso. Esta solucdo pode dissolver quaisquer
particulas metélicas residuais que possam interferir na sintese. Adotou-se também a
preparacdo fresca de todas as solucGes e o ato de manté-las em frascos selados e
protegidos da luz. Para a producéo da solucdo semente, estabeleceu-se que 0s reagentes
fossem adicionados em temperaturas de 27-30 °C e em agitagdo magnética constante.
Depois do tempo determinado para a agitacdo, a solucdo semente seria mantida em 25
°C por até duas horas. J& para a solucdo de crescimento, durante todo o processo a
temperatura foi mantida entre 27 e 30 °C e em agitacdo magnética constante. Apds a
adicdo da solucdo semente, a temperatura foi mantida a 30 °C (RIBEIRO, 2018). Além
disso, o tempo e a ordem de adicdo dos reagentes foram padronizados.

A maioria das sinteses mediadas por sementes utilizam o &cido ascorbico como
agente redutor, no entanto, o acido ascorbico pode tornar o crescimento de NB dificil de
controlar, e pode acarretar aparecimento de algumas estruturas ndo bastonetes. Diante
disso, resolvemos utilizar a hidroquinona como agente redutor. A hidroquinona pode
reduzir quase quantitativamente os ions de ouro, permitindo a producdo de maior
quantidade de NB (PICCIOLINI et al., 2016). A utilizagdo de hidroquinona em vez de
acido ascorbico parece diminuir a sensibilidade da sintese de nanobastdes a
concentracdo dos demais reagentes, aumentando assim a confiabilidade dessa técnica
(ZUBAREV; VIGDERMAN, 2013).

ApOs numerosos experimentos com mudancas nos parametros, conseguimos
encontrar as condi¢cdes propicias para uma sintese reprodutivel que foram descritas no

topico ‘4. Metodologia’ e pode ser ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Espectroscopia de UV-VIS-NIR com absorbancia normalizada de duas sinteses de
nanobastBes de ouro apds padronizacdo. Linha em preto representa a sintese 1 e linha vermelha representa
a sintese 2 que foi realizada em dia diferente.
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5.2.2. Armazenamento

Além das condic¢des de sintese avaliamos também a melhor forma de armazenar
os NB. Kumar et al. (2018), observaram que alguns NB podem agregar mais
rapidamente a temperatura ambiente. Ja no trabalho de Koeppl et al. (2010), os NB
permaneceram estaveis a temperatura ambiente ou em geladeira. Diante disso,
avaliamos os NB em trés condicOes diferentes de armazenamento: (1) em estufa do tipo
B.0.D. a uma temperatura controlada de 28 °C (28°); (2) em geladeira (4°); (3) em
temperatura ambiente (T.A.). A caracterizacdo das medidas dos NB foi realizada ap6s
um més e novamente um ano apés a sintese por meio da técnica de LSPR utilizando um
espectrofotometro UV-Vis.

Como as avaliacbes de Kumar et al. (2018) e Koeppl et al (2010) foram
realizadas em NB sintetizados usando o acido ascérbico como agente redutor e, a
sintese estabelecida em trabalho foi usando hidroquinona, resolve utilizar duas sinteses
de NB com agente redutor diferente. O NB1 corresponde aos NB em que 0 agente
redutor usado na sintese foi o acido ascorbico, e 0 NB5 corresponde aos NB em que 0
agente redutor utilizado na sintese foi a hidroquinona.

Antes de serem armazenados, os NB foram centrifugados e redispersos em agua
para remoc¢édo da solucdo de crescimento. A remocédo da solugdo de crescimento faz-se

necessaria, pois esta contribui para o crescimento lento e continuo dos NB. Apos a
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centrifugacdo, o0 NB1 e o NB5 foram entdo armazenados nas trés condi¢cbes diferentes
citadas.

A Figura 13 A e C apresentam 0s espectros do NB5 durante 1 mése 1 ano e a
Figura 13 B e D apresentam o0s espectros do NB1 durante 1 més e 1 ano
respectivamente. A Figura 14 apresenta os deslocamentos da banda longitudinal dos NB
ao longo do tempo.

Apo6s um més da sintese, as aliquotas de NB5 armazenado em B.O.D., geladeira
e em temperatura ambiente apresentaram mudancas significativas (maiores que 3nm) no
méaximo da banda longitudinal, apresentando deslocamentos de -28 nm, -5 nm e -20 nm,
respectivamente. Depois de um ano, somente a aliquota do NB5 armazenado em
geladeira ndo sofreu mudancas significativas no méaximo de absorcdo, apresentando
deslocamento de 3 nm da banda longitudinal e -3 nm na banda transversal. Ja& quando
armazenadas em B.O.D. e em temperatura ambiente, os deslocamentos da banda
longitudinal foram de -57 nm e -34 nm, respectivamente. Ainda, a aliquota de NB5
armazenada em temperatura ambiente sofreu deslocamento de -6 nm na banda
transversal, enquanto a aliquota armazenada em B.O.D. apenas 1 nm.

Com relacdo as aliquotas do NB1, foram observados deslocamentos da banda
longitudinal de 5 nm, -2 nm e 8 nm quando as aliquotas foram armazenadas em B.O.D.,
geladeira e em temperatura ambiente, respectivamente, apds 1 més da sintese. Ao final
de um 1 ano, a aliquota de NB1 armazenada em B.O.D. agregou. Quando armazenada
em geladeira, o deslocamento do maximo de absorcdo da banda longitudinal foi de -1
nm e da banda transversal de 3 nm, enquanto para as aliquotas armazenadas em
temperatura ambiente ndo houve deslocamento da banda transversal e da banda
longitudinal foi de -5nm. No geral, as aliquotas de NB1 se mostraram mais estaveis ao

longo do tempo em relacdo as aliquotas de NB5.
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Figura 13. Espectro de absorcdo para as amostras de nanobastdes de ouro em diferentes condicGes de
armazenamento. As imagens A e C mostram os espectros dos NB5 no periodo de um més e um ano,
respectivamente. As imagens B e D mostram os espectros dos NB1 no periodo de um més e um ano,
respectivamente. Linhas em preto representam o respectivo NB sintetizado no dia. Linhas em vermelho
representam o deslocamento na condicdo de armazenamento a temperatura ambiente (28°C), linhas
verdes em geladeira (4°C) e em laranja em temperatura ambiente (T.A.).
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Figura 14. Deslocamentos da banda longitudinal dos nanobastdes de ouro gerados apds diferentes
condicOes de armazenamento. A imagem A representa os deslocamentos da banda longitudinal dos NB5
ap6s um més e um ano apds a sintese nas diferentes condigbes de armazenamento e a imagem B
representa os deslocamentos da banda longitudinal dos NB1 apds um més e um ano apds a sintese nas
diferentes condigdes de armazenamento. Barras em vermelho representam o deslocamento na condicao de
armazenamento a temperatura ambiente (28°C); verdes em geladeira (4°C) e laranjas em temperatura
ambiente (T.A.).
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Perante esses resultados, a melhor forma de armazenar os NB sintetizados em
nosso laboratério, independente do agente redutor, é na geladeira, uma vez que foi a
condicdo de armazenamento em que foi observada uma menor mudanga no méaximo de
absorcéo das bandas longitudinal e transversal ao longo do tempo, caracterizando certa
estabilidade na sintese.

5.2.3. Construcéo do biossensor

Nessa etapa do trabalho, demonstramos o desenvolvimento de um biossensor de NB
para a deteccdo de SARS-CoV-2. A Figura 15 representa o desenho esquematico do

funcionamento geral dos biossensores de NB que foram propostos neste trabalho.

Figura 15. Representacdo esquemaética da estratégia de funcionamento do biossensor proposto. Apo6s
funcionalizar a superficie do nanobastdo de ouro com polietilenoimina e anticorpos, o biossensor estara
pronto para uso. Uma aliquota de virus é adicionada no biossensor e deixada incubando por no maximo
30 minutos. Ap6s o tempo de incubacéo € feita a leitura no espectrofotdmetro e analisado o deslocamento
da banda LSPR.
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Os NB utilizados no presente trabalho foram sintetizados pelo método mediado por
semente usando hidroquinona como agente redutor. A confirmacdo da formacdo de
bastdes foi dada pela espectroscopia de UV-visivel a qual foi observada a banda
transversal (505 nm) e a banda longitudinal (830 nm) que confere a caracteristica de
bastonetes (Figura 16). A razdo de aspecto do NB (4,4) foi calculada conforme relado

por Gans (1915) e expressa ha equacdo 1.

Equagéo 1: Amax = 95. AR + 420
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Figura 166. Espectroscopia de UV-VIS-NIR do NB usado para construcdo do biossensor de SARS-

CoV-2.
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De modo a modificar a superficie dos NB para a ligacdo de anticorpos
especificos, os NB foram funcionalizados com PEI. Em experimentos anteriores
realizados em nosso laboratdrio, observamos que em NB com AR menores, em torno de
3, a melhor concentracdo da PEI foi de 2mM (DIAS, 2018), ja para NB com AR
maiores, em torno de 5, a melhor concentracdo da PEI foi de 4mM (RIBEIRO, 2019).
Diante disso, experimentos preliminares testando as duas concentracdes de PEI em NB
com AR entorno de 4 foram realizados. Na Tabela 1 estdo plotados os dados de
deslocamentos das bandas de absorcdo dos biossensores montados. A Figura 17A
mostra o grafico de absorbancia e a Figura e 17B o grafico das derivadas dos
biossensores construidos com diferentes concentracdes de PEI.

Tabela 1. Deslocamentos da banda longitudinal do NB funcionalizado com diferentes concentrac@es de
PEI

: Deslocamentos (nm)
Biossensor

Amostra alvo Controle
PEI 2mM 13 1
PEI 4mM 9 0
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Figura 17. NB funcionalizado com concentracdes diferentes de PEI. A) Espectroscopia de UV-VIS com
absorbancia normalizada dos nanobastdes de ouro funcionalizados com 2mM de PEI. B) Calculo
derivativo. C) Espectroscopia de UV-VIS com absorbancia normalizada dos nanobastfes de ouro
funcionalizados com 4mM de PEI. D) Calculo derivativo. A linha preta representa o biossensor, linha
vermelha amostra alvo (virus) e linha azul controle.
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Em ambos biossensores construidos foi possivel observar deslocamentos das
bandas longitudinal significativos (maiores que 3 nm em relacdo aos NB
funcionalizados) quando o sensor era incubado com a amostra alvo (linha vermelha). Ja
quando esses eram incubados com uma amostra que ndo deveria se ligar ao biossensor
(controle, linha azul), ndo foi observado deslocamento significativo. Como o biossensor
construido com a PEI na concentracdo de 2 mM obteve maior deslocamento da amostra
alvo, esta foi a concentracdo de PEI escolhida para os préximos experimentos.

Definida a concentracdo da PEI (NB-PEI), quatro concentracOes diferentes (0,25
pug/mL, 0,50 ug/mL, 1 ug/mL e 2 pg/mL) de anticorpos foram avaliadas com o intuito

de definir a melhor concentragdo para a montagem do biossensor.
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Figura 18. Nanobastdes de ouro funcionalizados com diferentes concentracfes de anticorpos anti-
SARS-CoV-2. Medicdes de espectroscopia de UV-VIS-NIR sdo observados nos graficos A, C, E, G.
Caélculo derivado do sinal LSPR é observado nos graficos B, D, F, H. A, B) NB-PEI funcionalizado
com 0,25 pg/mL de anticorpo. C, D) NB-PEI funcionalizado com 0,5 pg/mL de anticorpo. E, F) NB-
PEI funcionalizado com 1 pg/mL de anticorpo. G, H) NB-PEI funcionalizado com 2 pg/mL de
anticorpo. A linha preta representa o espectro do NB funcionalizado com PEI e anticorpo; linha
vermelha representa a mudanca de espectro apds adicdo do SARS-CoV-2 e a linha azul representa a
mudanca de espectro apds adicao de PBS.
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Conforme se observa na Figura 18 e na Tabela 2, a melhor concentracdo e
definida para uso foi a de 0,25 ug/mL (NB—PEI-ADb 0,2), ja que essa apresentou maior
deslocamento da banda longitudinal de deteccdo em relacdo as outras concentracées,
apresentou deslocamento considerado negativo (até 3 nm) para o controle e é a menor
concentracdo utilizada.

Tabela 2. Média dos deslocamentos da banda longitudinal da funcionalizacdo do
NB-PEI com diferentes concentragdes de anticorpo

~ . Deslocamentos (nm)
Concentracédo de anticorpo

Amostra alvo Controle
0,25 pg/mi 29 2
0,50 pg/ml 18 2
1 pg/ml 28 3
2 pg/ml 28 4

Além da leitura em UV-Vis as amostras de NB, NB-PElI e NB-PEI com
anticorpos nas diferentes concentraces foram submetidas a leitura de Potencial Zeta
(Tabela 5). Esse potencial ¢ a medida da magnitude da repulsdo ou atracdo entre
particulas, estando relacionado tanto a medida da estabilidade quanto da ligacdo de
moléculas nas particulas (CHUMAKOVA et al., 2008). Assim, quando alguma
molécula é adsorvida na superficie do NB, ela move o plano de elétrons para longe da
superficie e altera o potencial zeta (VERSIANI, 2018). A camada de CTAB na
superficie dos NB confere carga positiva e estabilidade as particulas, quando ocorre a
ligacdo de outras moléculas na superficie dos NB parte deste CTAB é retirado e a
estabilidade é perdida, consequentemente, ocorre a diminuicdo do potencial zeta
(LIOPO et al., 2012). Considerando isso, ao adicionar a PEI na superficie do NB ocorre
diminuicdo do potencial zeta, sugerindo a ligacdo de tal ligante na superficie dos NB
por substituicdo ao CTAB. Como as cargas ainda apresentavam valores altos, indica que
a PEI manteve a estabilidade do NB. O mesmo ocorre quando 0s anticorpos séo

adicionados na superficie do NB—PElI, sugerindo a ligagéo efetiva.
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Tabela 3. Potencial zeta

Amostra Potencial Zeta, mV
NB 33,83
NB-PEI 28,07
NB-PEI + FAB 0,25ug/ml 15,63
NB-PEI + FAB 0,5ug/ml 20,6
NB-PEI + FAB 1ug/ml 20,6
NB-PEI + FAB 2ug/ml 19,17

Ap0s confirmacao da construcdo do biossensor NB—PEI-Ab, foi entdo avaliado
o limite de detecgdo para SARS-CoV-2. Para tanto, amostras de SARS-CoV-2 (virus
alvo) e Mayaro virus (controle negativo) foram utilizados nas concentracdes de 10°
UFP/mL até a concentracdo de 10° UFP/mL (Figura 19 e 20). Os dados dos
deslocamentos foram plotados na Tabela 4.

Tabela 4. Deslocamentos da banda longitudinal do biossensor em
diferentes quantidades de amostras

/ Deslocamentos (nm)
UFP/mL
SARS-CoV-2 Mayaro virus

10° 29 23

10° 20 1

10* 1 1

10° 1 2

10° 1 2
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Figura 19. Medicdes de espectroscopia de UV-VIS-NIR do biossensor testado com diferentes
concentragdes de virus. Amostra do virus alvo (SARS-CoV-2) e do virus controle (MAYV) foram usadas
nas concentracdes: A) 10° UFP/mL B) 10° UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10° UFP/mL E) 10? UFP/mL. A
linha preta representa o espectro do biossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha roxa representa a mudanca de
espectro apés adicdo do SARS-CoV-2 e a linha laranja representa a mudanca de espectro apés adicdo de

PBS.

A

Absorbancia normalizada

O

Absorbancia normalizada

ol

Absorbancia normalizada

124 124 .
——NB-PEI-Ab B ——NB-PEI-Ab
——SARS-CoV-2 ——SARS-CoV-2
1,0 % MAYV 1,0 H ——MAYV
3
\ s
08 § o8
\ 2
\ g
0,6 g 06+
N =
‘S
04 & 04
=
=
=3
3
024 < 024
0,0 - 0,0
T T T T T T T T ) T T T T T T T T 1
650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
1.2 - 124
——NB-PEI-Ab D ——— NB-PEI-Ab
——SARS-CoV-2 —— SARS-CoV-2
104 ——MAYV 1.0+ ——MAYV
o
z
0,8 -] S os
=
-]
£
0,6 - g 06+
=
2
04+ < 04
=
=3
2
0,2 -] < 024
0,0 -] 0,0 -]
T T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100
Comprimento de onda (nm) Comrpimento de onda (nm)
1,24
——NB-PEI-Ab
——SARS-CoV-2
40 ——MAYV

0,84

0,6 4

0,2+

0,04

650

T T T T T T T T 1
700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Comprimento de onda (nm)

58



Dias, B.P.

Figura 20. Célculo derivado do sinal LSPR do biossensor testado com diferentes concentrag@es de virus.
Amostra do virus alvo (SARS-CoV-2) e do virus controle (MAYV) foram usadas nas concentracdes: A)
10° UFP/mL B) 10° UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10® UFP/mL E) 10* UFP/mL. A linha preta representa o
espectro do biossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha roxa representa a mudanca de espectro ap6s adi¢do do
SARS-CoV-2 e a linha laranja representa a mudanca de espectro apds adigdo de PBS.
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O biossensor proposto foi capaz de detectar amostras de SARS-CoV-2 nas
concentracdes de 10° e 10° UFP/mL, apresentando deslocamentos da banda longitudinal
de 29 nm e 20 nm, respectivamente (Tabela 4). Nas outras concentracdes 0s
deslocamentos encontrados nédo foram significativos (menores que 3 nm), indicando que
ndo houve a ligacdo do virus no biossensor.

As amostras do virus Mayaro (controle negativo) apresentaram um
deslocamento da banda longitudinal de 6 nm na concentracdo de 10° UFP/mL em
relacdo ao deslocamento gerado pelo SARS-CoV-2 na mesma concentracdo. A partir da
concentracdo de 10° UFP/mL até a concentragdo 10> UFP/mL ndo foram observados
deslocamentos significativos. Diferenca estatistica foi encontrada nas concentragdes 10°
e 10° UFP/mL entre a amostra alvo e o controle.

Além disso, resolvemos aumentar a disponibilidade das proteinas virais e
analisar se teria algum efeito sobre a sensibilidade do biossensor. Para isso, amostras de
SARS-CoV-2 foram tratadas com Triton X-100 ou foram aquecidas antes da liga¢do ao
biossensor. O Triton X-100 foi escolhido por se tratar de um detergente ndo idnico
comumente utilizado para lisar células de forma a manter a conformacédo das proteinas
(JOHNSON, 2013). Os deslocamentos da banda longitudinal dos experimentos com
Triton X-100 foram plotados na Tabela 5 e s&o observados na Figura 21 e 22. Os
experimentos das amostras aquecidas foram plotados na Tabela 6 e sdo observados na
Figura 23 e 24.

Tabela 5. Média dos deslocamentos da banda longitudinal gerados nas

amostras tratadas ou ndao com Triton X-100

Deslocamentos (nm)
UFP/mL N&o tratado ] Tratado com Triton-100x
10° 34 32
10° 25 16
10* 21 16
10° 29 24
10° 20 16
Controle 30 18
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Figura 21. MedicOes de espectroscopia de UV-VIS-NIR do biossensor testado com amostras tratadas ou
ndo com Triton X-100. Amostras de SARS-CoV-2 foram usadas nas concentracdes: A) 10° UFP/mL B)
10° UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10° UFP/mL E) 10? UFP/mL F) Controle. A linha preta representa o
espectro do hiossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha vermelha representa a mudanca de espectro apds
adicdo da amostra ndo tratada (NT) e a linha azul representa a mudanca de espectro apds adicdo da

amostra tratada com Triton X-100 (TT).
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Figura 22. Célculo derivado do sinal LSPR do biossensor testado com amostras tratadas ou ndo com
Triton X-100. Amostras de SARS-CoV-2 foram usadas nas concentracdes: A) 10° UFP/mL B) 10°
UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10° UFP/mL E) 10?> UFP/mL F) Controle. A linha preta representa o
espectro do hiossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha vermelha representa a mudanca de espectro apds
adicdo da amostra ndo tratada (NT) e a linha azul representa a mudanca de espectro ap6s adicdo da

amostra tratada com Triton X-100 (TT).
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Em todas as concentracdes de SARS-CoV-2 e para 0s controles tratados com

Triton X-100 (TT), o deslocamento foi menor em relagdo as amostras que ndo foram

tratadas. Foi observada diferenca estatistica somente nas amostras da diluicdo de 10°

UFP/mL, 10> UFP/mL e no controle. Como no experimento anterior, 0 maior

deslocamento observado foi na diluicdo de 10° UFP /mL (34 nm amostra néo tratada),

entretanto, a diferenca entre a amostra ndo tratada e tratada foi de apenas 2 nm, néo

sendo considerado significativo. Em média, amostras tratadas com Triton X-100,
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incluindo o controle, apresentaram deslocamentos 76% menores em relacdo as amostras
ndo tratadas, ou seja, tiveram sua sensibilidade diminuida, sustentando que esse
detergente ndo foi eficaz para a proposta de aumentar a sensibilidade do biossensor.

De modo geral, quando as amostras controle e de SARS-CoV-2 (em diferentes
concentracdes) foram aquecidas, estas apresentaram um deslocamento da banda
longitudinal maior em relacdo as amostras que ndo foram. A partir da diluicdo de 10°
UFP/mL, conforme a diluicdo diminuia os deslocamentos da banda longitudinal das
amostras aquecidas também diminuiam até a diluicdo de 10> UFP/mL, onde ambas as
amostras (aquecida ou nao) apresentaram deslocamento da banda longitudinal igual a 10
nm. Foi observada diferenca estatistica somente nas amostras da diluicdo de 10°
UFP/mL, 10* UFP/mL e no controle. Os maiores deslocamentos da banda longitudinal
também foram observados nas diluicdes de 10° UFP/mL, com uma diferenca de 5 nm

entre a amostra aquecida e a ndo aguecida.

Tabela 6. Média dos deslocamentos da banda longitudinal das amostras

de SARS-CoV-2 tratadas ou ndo por aquecimento

Deslocamentos (nm)
UFP/mL
N&o aquecido Aquecido

10° 27 32

10° 12 25

10* 12 18

10° 10 12

10° 10 10
Controle 12 21
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Figura 23. MedicOes de espectroscopia de UV-VIS-NIR do biossensor testado com amostras tratadas ou
ndo por aquecimento. Amostras de SARS-CoV-2 foram usadas nas concentracdes: A) 10° UFP/mL B) 10°
UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10° UFP/mL E) 10? UFP/mL F) Controle. A linha preta representa o espectro
do biossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha vermelha representa a mudanca de espectro apo6s adicdo da
amostra ndo tratada (NAQ) e a linha azul representa a mudanca de espectro ap6s adicdo da amostra
tratada por aguecimento (AQ).
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Figura 24. Célculo derivado do sinal LSPR do biossensor testado com amostras tratadas ou ndo por
aquecimento. Amostras de SARS-CoV-2 foram usadas nas concentracdes: A) 10° UFP/mL B) 10°
UFP/mL C) 10* UFP/mL D) 10° UFP/mL E) 10? UFP/mL F) Controle. A linha preta representa o espectro
do biossensor pronto (NB-PEI-Ab); linha vermelha representa a mudanca de espectro apo6s adicdo da
amostra ndo tratada (NAQ) e a linha azul representa a mudanca de espectro apds adicdo da amostra
tratada por aguecimento (AQ).
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Esses dados sugerem que o0 aquecimento das amostras foi capaz de melhorar a
deteccdo do biossensor. Ao contrario do tratamento com Triton X-100, quando as
amostras foram tratadas, no caso aquecidas, elas obtinham maior deslocamento da
banda longitudinal em relacdo as amostras ndo tratadas (ndo aquecidas) na mesma
diluicdo. Essa melhora na detecgdo pode ser devido a desnaturacdo das proteinas virais e
desmontagem de estruturas do virion, que deixa mais sitios disponiveis da proteina para

se ligar aos anticorpos que estdo na superficie do NB. Assim, para 0 biossensor
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proposto, amostras de SARS-CoV-2 podem ser primeiramente aquecidas a 100 °C por 5
minutos antes da sua aplicagdo nos NB para melhorar a deteccéo.

Embora o biossensor tenha gerado deslocamento da banda longitudinal no
controle negativo na maior diluicdo (10° UFP /mL), conforme visto na Tabela 4, este foi
capaz de diferenciar a amostra positiva da negativa com uma diferenca de 6 nm. Apesar
de ndo ter sido capaz de detectar o virus alvo em amostras mais diluidas, na literatura j&
foi demonstrado que na fase aguda da doenca o0 SARS-CoV-2 pode ser encontrado na
quantidade de 10° UFP/ml a 10° UFP /mL dependendo do tipo de amostra (LIN et al.,
2022; SUNG et al., 2022). Dessa forma o biossensor seria capaz de identificar uma
amostra positiva na fase aguda da doenca, que é a janela ideal para o diagnéstico
precoce da infeccdo (WHO, 2021).

No presente trabalho foi utilizado amostra de soro que continha anticorpos anti-
SARS-CoV-2 e outros anticorpos que ndo sao especificos para ligar ao virus, este fato
pode ter interferido na deteccdo, visto que poderiam estar se ligando mais anticorpos
inespecificos na superficie do NB do que os anticorpos anti-SARS-CoV-2. Uma forma
eficiente de contornar essa situacdo seria fazer o uso de anticorpos monoclonais, uma
vez que esses seriam dirigidos contra epitopos Unicos e garantiriam maior
especificidade para o antigeno alvo e diminuiria a reatividade cruzada encontrada em
anticorpos policlonais (SIDDIQUI, 2010).

Também se faz necessério testar o biossensor em outras amostras de SARS-CoV-2,
dado que as amostras utilizadas nesse experimento foram inativadas por luz ultravioleta
e essa exposicdo pode ter danificado alguma parte da proteina viral e reduzindo a
deteccdo do virus. Além disso, seria interessante avaliar a capacidade do biossensor, ja
funcionalizado com anticorpos monoclonais, em detectar diferentes variantes do SARS-
CoV-2, uma vez que ja foi identificado impacto no desempenho de testes ja
comercializados devido a mutagdes genéticas do SARS-CoV-2 (FDA, 2022).

A incorporagdo de particulas magnéticas com o proposito de concentrar virus se
mostra uma alternativa atraente para ser aplicada como uma etapa anterior a incubagédo
da amostra no biossensor. As particulas magnéticas se ligam as particulas virais e isso
fornece passos de biosseparacdo féceis através de orientacdo magnética externa
(SAKUDO e IKUTA, 2008; SAKUDO et al.,, 2011; SAKUDO, BABA e IKUTA,
2016). Dessa forma, aliadas com as adequacdes necessarias do biossensor, a utilizacdo
de particulas magneticas poderia contribuir com a melhora da deteccdo de virus em

menores concentra(;()es.
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Em sintese, o biossensor de nanobastfes de ouro direcionados para a deteccédo de
SARS-CoV-2 mostrou algumas limita¢des, indicando que ainda é necessario melhorar o
desempenho do biossensor proposto. No entanto, experimentos anteriores em nosso
laboratdrio (RIBEIRO, 2019) evidenciam gque nanobastdes de ouro podem ser utilizados
para a geracdo de biossensores simples e eficientes, corroborando achados da literatura
(WANG et al., 2010; VERSIANI et al., 2020), sugerindo que, se forem aperfeigoados,
podem ser empregados no desenvolvimento de uma nova e eficaz abordagem de

diagnostica para SARS-CoV-2 e outros virus de importancia médica e veterinaria.
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6. CONCLUSOES

Ainda que ja se tenha passado mais de dois anos do inicio da pandemia de COVID-
19, os testes rapidos e precisos ainda sdo necessarios, pois, contribuem para o
gerenciamento da doenca. Neste trabalho foi fornecida uma visdo geral dos estudos que
relatam o uso de testes POC e RDT para diagnosticar COVID-19 publicados de
novembro de 2020 a novembro de 2021.

Em nossa analise, identificamos desempenho heterogéneo entre os testes POCs e
RDTs que podem estar relacionados a varios fatores, como qualidade da amostra, carga
viral, e local de coleta anatdmica. De forma geral, os testes apresentaram bons valores
(<80%) de sensibilidade e especificidade. As informacdes sobre a precisdo desses testes
foram limitadas e algumas reacbes cruzadas com diferentes patogenos foram
encontradas. Comparado com os dados encontrados do presente trabalho com a nossa
revisdo do ano anterior, houve um aumento no ndmero de estudos e nos valores de
sensibilidade, especificidade, acuracia e reacdo cruzada dos testes. Apesar desses
aumentos, ainda sdo necessarias mais validaces sobre a reatividade cruzada com outros
patdgenos e a precisao dos testes.

Em relacdo ao biossensor proposto, o estabelecimento de um protocolo de sintese
de nanobastdes de ouro utilizando hidroguinona como agente redutor foi eficaz. Entre as
diferentes temperaturas de armazenamento testadas, 0os nanobastées armazenados 4 °C
apresentaram menor deslocamento da banda longitudinal apdés um ano da sintese,
indicando certa estabilidade, indicando ser esta a melhor condi¢cdo para o
armazenamento do nanomaterial.

O biossensor proposto foi capaz de diferenciar o virus alvo (SARS-CoV-2) do
controle apenas em concentracdes mais altas de virus. A utilizacdo de Triton X-100 nédo
se mostrou eficaz para melhorar a sensibilidade do biossensor. No entanto, quando as
amostras eram aquecidas os resultados se mostraram melhores quando comparados a
amostras ndo aquecidas. Assim, o aquecimento prévio das amostras pode melhorar a
eficacia do biossensor.

De forma geral, novos ensaios deverdo ser realizados para o desenvolvimento de
um biossensor especifico e sensivel que explore adequadamente as propriedades Unicas

dos nanobastdes de ouro para serem utilizados como um teste rapido para COVID-19.
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Tabela 1. Testes POC e RDT para deteccéo direta de SARS-CoV-2.

APENDICE |

Sensibilidade
Especificida
Autor / Métodos usados Dia ap6s o inicio dos sintomas de/ N Reagéo cruzada
Acuréacia
01-07 08-14 15-39
NPS: 60,5%
Masid et al. / Teste imunocromatogréfico para deteccéo rapida do 22' '1\/02 913 pacientes incluidos. 296 eram
nucleocapsideo SARS-CoV-2 em amostras de swab nasofaringeo Nésal ND ND 100% / ND assintomaticos, confirmados por ensaio de ND
(NPS), swab nasal e saliva, Panbio COVID-19 Ag RTD (Abbott). samples: RT-PCR.
44, 7%
0-7 dias:
Kriiger et al. / Teste imunocromatografico para detec¢do rapida 99,6% no . 1108 casos foram testad~os no to_tal. A
. $ 90,8% 61,5% informacéo sobre a duragdo dos sintomas
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo , overall overall ND geral / ND desde o dia do teste em dias estava ND
PanBio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device (Abbott). 08-14 dias: - . -
disponivel em 687 pacientes.
100% no
geral/ ND
Kolwijck, et al. / Teste imunocromatografico para deteccéo 433 participantes. sendo 45 positivos bor
rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em amostra nasofaringea 86,7% ND ND 100% / ND P P R"I'- PCR P P ND
, Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). ariR.
Rubio et al. / Teste imunocromatografico para deteccéo rapida Foram avaliados 103 swabs nasofaringeos
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo , 2% ND ND 100% / ND confirmados nor RT-PCR geos, ND
Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). P :
L'Huillier et al./ Teste imunocromatografico para deteccdo 822 particinantes peditricos completaram o
rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo,  66% overall ND ND 100% / ND P estu%lo corr?RT-PCR ositiF\)/o ND
Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). P :
Villaverde et al. / Teste imunocromatogréafico para deteccéo 45,4% ND ND 99,8% / 1620 pacientes pediatricos de 0 a 16 anos ND
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rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo, 97,2% com sintomas compativeis com infeccéo
Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). respiratoria aguda grave por SARS-CoV-2.
2.413 individuos testados em hospitais (ou
ND 99,96% / ND clinicas de triagem associadas), nenhum
individuo testou positivo usando RT-PCR.
Mubhi et al. / Teste imunocromatogréafico para deteccdo rapidado ——
nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo , Panbio™ ND ND
COVID-19 Ag RDT (Abbott).

26 participantes com COVID-19 (conforme ND
notificado ao Departamento de Salde e
100% 100% / 100% Servigos Humanos de Victoria) com o tempo

de inicio dos sintomas variando de 1 a 33
dias.
Foram incluidos 958 individuos que
apresentaram pelo menos um sintoma
Merino et al. / Teste imunocromatogréafico para detecgdo rapida compativel com COVID-19 (n = 830) ou
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo , 90,5% ND ND 98,8% /ND  que estiveram em contato proximo com um ND
Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). paciente diagnosticado com COVID-19 (n =
128). RT-PCR foi positivo em 359 e
negativo em 599.
Adultos:
. - . 82,6% 412 pacientes com suspeita clinica de
Albertetal. / Tegte Imunocromatografico para detecgao rapida Pediatrico: 100% no COVID-19, sendo 327 adultos e 85 criancas.
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab nasofaringeo , 62 5% ND ND eral /ND 43 foram positivos por RT-PCR e 358 foram ND
Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). 278 g P por
No geral: negativos.
79,6%
7 das 10 amostras com resultados
. - - 357 pacientes (0 a 14 anos) com suspeita discordantes (RT'PCR/RAID') foram
Carbonell-Sahuquillo et al./ Teste imunocromatogréafico para o . executadas em um ensaio de PCR
X o . 100% / clinica de COVID-19 (<5 dias desde o - . .
deteccdo rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab 70,6% ND ND S . - multiplexado visando virus
. . 95,6% inicio dos sintomas). 34 tiveram resultado o
nasofaringeo , Panbio™ COVID-19 Ag RDT (Abbott). o respiratorios comuns. Duas das 7
positivo por RT-PCR. -
amostras testaram positivo para
Rhinovirus/Enterovirus
Kim et al. / Ensaio de fluxo lateral imunocromatografico para 98% / 130 swabs NPS residuais de individuos que
deteccdo rapida de nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab 90% ND ND 9% 1;% visitaram ou foram hospitalizados no Centro ND
nasofaringeo , GenBody™ COVID-19 Ag test (COVAG025). ' Médico da Universidade de Yeungnam. 30
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foram confirmados positivos para COVID-
19 e 100 foram designados negativos, com
base no ensaio RT-PCR.

200 swabs NPS sintomaticos e

94% 100%/97%  assintomaticos, com 100 amostras positivas
por PCR em tempo real para COVID-19.
Singh et al. / Ensaio de fluxo lateral imunocromatogréafico para ni‘é?a?moztgazrf?girnatg)r I?Srger;fg)%gtg;dsagije
deteccdo rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swab 35,29% ND ND 100% / ND casos susgeitos de CO%/ID-lQ 102 amostras ND
nasofaringeo e orofaringeo, GenBody™ COVID-19 Ag test. P . :
foram positivas para RT-PCR.
Maéckel et al. / Imunoensaio para a determinacao rapida da Adulto: Adulto:
presenca do antigeno SARS-CoV-2 em swabs oro-nasofaringeos 75,3% ND ND 100% /ND 473 pacientes analisados (n=271 pacientes ND
humanos, Roche SARS-CoV-2 rapid antigen test (Penzberg, Pediatrico:7 Pediatrico: do PS adulto e n=202 do PS pediatrico).
Germany). 2% 99,4% / ND
Jegerlehner et al./ Imunoensaio para a determinagao rapida da lﬁ%?\/'%%'gédufes ffé)rr:r;n ;ﬁi{:‘rﬂ?ﬁh;ﬂ:mﬁf
presenca do antigeno SARS-CoV-2 em swabs nasofaringeos U0S que fore . P
. . 65,3% ND ND 99,9% / ND exposicéo a individuos infectados. 141 ND
humanos , Roche SARS-CoV-2 rapid antigen test (Penzberg, Lo -
Germany) individuos testaram positivo de acordo com
' RT-PCR.
Ciotti et al. / Teste imunocromatografico para detec¢do rapida da 0 .
nucleoproteina SARS CoV-2 em swabs nasofaringeos, COVID- 30,77% ND ND ;g 2?0// 50 amostgz:sgg_r_%nééesét;d; 56132 <r::er11|f|rmadas ND
19 Ag Respi-Strip (Coris BioConcept). 70 P P '
825 pacientes sintomaticos e seus contatos
Kanaujia et al. / Teste imunocromatografico para detecgdo 99.32% / df;gmﬁgzléj;(:is Z?Ic?ssg‘lé?g;nﬁ-g;ﬁ(z:a%c?s
rapida de SARS CoV-2 em swabs nasofaringeos , COVID-19 Ag 71,96% ND ND . 40; imul ¢ g 484 ND
Respi-Strip (Coris BioConcept) 88,64% simultaneamente para 8 amostras para
' determinar a sensibilidade e especificidade
do teste.
Stromer et al. / Imunoensaio cromatografico de fluxo lateral para 73.1% no FOrt?g:omrg;z??;%rligtsnl?isgraslgi Z\:\;?E do
deteccdo rapida da nucleoproteina SARS-CoV-2 em swab 7 ND ND 99,3% / ND pirato p ' ND
geral amostras positivas e 10 eram amostras

nasofaringeo, ADAL ® COVID-19 Ag (nal von minden GmbH).

negativas confirmadas por RT-PCR triplex

83



do gene N.

Thakur et al. / Ensaio de fluxo lateral imunocromatografico para

677 pacientes foram testados incluem

a determinacdo rapida do antigeno SARS-Cov-2 em swabs o 99,8% / . - oy
nasofaringeos fabricados por PathoCatch/ACCUCARE, (Lab 34,5% ND ND 91,7% pametr;t;zsirisralnt(())srﬂ?\tll(;:os().rslg_?_mgs(,:tgs que ND
Care Diagnostics Private Ltd.). P P 4 '
Chaimayo et al. / Imunoensaio cromatografico para detec¢do Foram avaliadas 454 amostras respiratdrias
rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em amostras 98.33% ND ND 98.73% / ND com suspeita de COVID-19. 60 foram ND
respiratdrias (principalmente swabs nasofaringeos e de ' ' positivos e 394 foram negativos por ensaio
garganta),Standard™ Q COVID-19 Ag kit (SD Biosensor®). de RT-PCR em tempo real.
Amer et al. / Imunoensaio cromatografico para detecgéo rapida 83 swabs orofaringeos e nasofaringeos
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swabs orofaringeos e 78.2%% ND ND 64,2% / foram avaliados de participantes com ND
nasofaringeos, Standard™ Q COVID-19 Ag kit (SD ' 75,9% suspeita de infeccdo por COVID-19. 54
Biosensor®). foram positivos por RT-gqPCR.
Diao et al. / Ensaio imunocromatogréafico de fluorescéncia (FIC) para 100% / stelggr\t/'fg) alrétesoc\?go?ucstpigaéd; ;g:t% n’(ljaes
X s s g 0 .
detecgdo rarf);ggfgﬁnnlggo;ﬁ ?::c;Z%SQSSSaS; \r/esz em swabs 75,6% ND ND 80,5% corte do teste RT-PCR. 201 teve um valor de ND
geos, P ' Ct<40.
Mboumba-Bouassa et al. / Imunoensaio cromatogréafico para . .
deteccdo rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swabs o ND ND 100% / 90% 180 SV&?S de \R/NZA p05|tf|vqs e_50 nelg_a t;VOS ND
nasofaringeos, Ag-RDT SIENNA™ COVID-19 Antigen Rapid 90% 00% 790% & SARS-CoV- F[e)_cFr;e ;renua multiplex
Test Cassette (Nasopharyngeal Swab)(SIENNATM). MRT-PCR.
Tinker et al. / Imunoensaio de fluxo lateral para deteccdo rapida Nenhuma amostra apresentou
do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swabs nasais anteriores 20% ND ND 100% / ND 1.540 casos assintomaticos foram testados. resultado positivo gra virus
diretos (narinas), BinaxNOW COVID-19 Ag Card (BinaxNOW; 0 0 40 positivos confirmados com RT PCR. Influgnza A 0% B
Abbott Laboratories). '
Orsi et al. / Imunoensaio de fluorescéncia qualitativo (FIA) para 110 amostras nasofaringeas de pa-pacientes
deteccéo rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em swabs o o o com sintomas atribuiveis a infecgdo por
nasofaringeos, FREND™ COVID-19 Ag assay (NanoEntek, 93,3% 86.7% ND 100%/ND SARS-CoV-2. 60 dos swabs testaram ND
South Korea). positivo por RT-gPCR.
Cassuto et al. / Ensaio imunocromatografico de fluxo lateral para 96.88% ND ND 100% / ND 234 pacientes com sintomas leves a ND

deteccdo rapida do nucleocapsideo SARS-CoV-2 em uma

moderados com duragdo inferior a 7 dias e
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https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Cassuto%2C+Nino+Guy

amostra nasal,COVID-VIRO® (AAZ-LMB).

sem necessidade de internacdo imediata. RT-
PCR confirmou 32 amostras positivas e 202

negativas.
Rasmw'é'g'\fltg_"lé "A'g“(g‘grgf(')osfé‘f\los%sgf“}grg';;"“)' PCL 38,9% ND ND  83:3%/ND 167 swabs nasofaringeos. ND
Foram avaliados 907 pacientes, incluindo
Bianco et al. / Ensaio de imunofluorescéncia microfluidica para 90.3% no 92.1% 1o participantes assintomaticos. Como
deteccdo da proteina do nucleocapsideo de SARS-CoV-2 in ’er | ND ND o ’al /ND resultado, 298 participantes foram positivos ND
nasal, LumiraDx ™ (LumiraDx GmbH, Col6nia, Alemanha). gera ger para SARS-CoV-2 confirmados por RT-
PCR.
As amostras de swab respiratdrios
continham quatro corona-virus
sazonais, Adenovirus, Bocavirus,
Kriger et al. / Ensaio de imunofluorescéncia microfluidica para Influenza virus, Metapneumovirus,
detectar a proteina nucleocapsideo de SARS-CoV-2 em auto- 82 2% ND ND 99.3% / ND Foram avaliadas 761 amostras, sendo 146 Parainfluenza virus, Respiratory
swab nasal mid-turbinate (NMT) fabricado pela LumiraDx™ ' ! positivas para RT-PCR e 615 negativas. syncytial virus, Rhinovirus ou
(LumiraDx™, London, United Kingdom). Mycoplasma pneumoniae,
Staphylococcus aureus e
Streptococcus sp. Nenhuma
reatividade cruzada foi detectada.
Até 12
dias:
Drain et al. / Ensaio de imunofluorescéncia microfluidica para 97,6% 96,6% (swab
detectar a proteina nucleocapsideo do SARS-CoV-2 em swab (cotonete nasal) / ND .
nasal e nasofaringeo (NP) fabricado pela LumiraDx™ ND nasal) ND 97,7% (NP 512 participantes, de 0 a 90 anos. ND
(LumiraDx™, Reino Unido). 97,5% swab) / ND
(cotonete
NP)
Outros coronavirus humanos (SARS-
. . . .. As amostras virais eram proteinas de pico CoV, MERS-CoV, HCoV-HKU1 e
Liu et al. / Teste de papel de quimioluminescéncia Nanozyme recombinantes (titulo de 2 x 10°
para deteccdo rapida e sensivel do antigeno SARS-CoV-2, ND ND ND ND / ND

fabricado pelos autores.

HCoV-0C43) foram testados para
validar a especificidade. N&o houve
reacdo cruzada com outros
coronavirus ou subtipos de influenza

TCID50/mL) e 98% de pureza confirmada
por SDS-PAGE.
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Egerer et al. / Amplificagdo isotérmica mediada por transcriptase

reversa (RT-LAMP) para deteccéo rapida de genes SARS-CoV-2 Ct <28: ND ND 100% / ND 150 swabs orofaringeos e nasais foram ND
N e ORF8 na orofaringe,eazyplex® SARS-CoV-2 (Amplex 97,4% avaliados e confirmados por RT-PCR.
Diagnostics, Gars Bahnhof, Germany).
Wang et al. / Biochip de micropogos RT-LAMP multiplexado . o
para detecgdo rapida do gene SARS-CoV-2 ORFlab em swab de 95,4% ND ND 95,35% / ND 87 amostras de pacientes PCR-positivos e 43 ND
; PCR-negativos.
garganta, fabricado pelos autores.
Samples of saliva were spiked with or
without SARS-CoV-2, three other
Xun et al. / Scalable and Portable Testing (SPOT) assay comprise corgoenn;:/rinrfsssl\éégzgmz%néagn d
a one-pot RT-LAMP followed by PfAgo-based target sequence 0 0 104 in total saliva samples, confirmed by L :
detection (detecting the N gene and E gene in a multiplexed 93,3% ND ND 98,6% /ND qRT-PCR. N.L63).‘ SARS, and MERS viruses (y
reaction) in clinical saliva samples irradiated), and Influenza. Among
ples. these samples, SARS-CoV-2 genes
were only detected in the positive
control.
" 1o0p ce rancrigioreversa (RT-LAMP) para & determinagét. Foram avaliadas 466 amostrs. 250 foram
. L. 93,8 % ND ND 90,4% / ND negativos e 216 foram positivos por RT- ND
rapida de copias de SARS-CoV-2 em amostras de swabs de rayon PCR
nasais e orais, fabricadas pelos autores. q ’

O teste umido foi realizado para
avaliar a potencial reatividade
cruzada do ensaio com outros
organismos usando o Painel de

Verificagdo Respiratdria NATtrol da
Wei et al. / Amplificagdo isotérmica mediada por loop de alto ZeptoMetrix Corporation
desempenho (HP-LAMP) para a determinacéo rapida de copias > 96% ND ND >96% / ND Foram avaliadas 120 amostras. (ZeptoMetrix, NATRVP-1DI),

de SARS-CoV-2 em amostras de saliva.

incluindo 19 patdgenos respiratorios,

NATtrol Coronavirus-SARS Stock,
NATtrol MERS-CoV Stock e
NATtrol Controle de execugdo

externa de coronavirus 2 relacionado
a SARS. Nenhuma reatividade
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cruzada foi detectada.

Lee etal./ CRISPR Detecgdo Optica de anisotropia para
deteccdo rapida de copias de SARS-CoV-2 em swabs ou escarro
nasofaringeo ou orofaringeo, fabricado pelos autores.

ND

ND /ND

20 amostras clinicas de esfregacos

nasofaringeos e orofaringeos e escarro de

individuos com suspeita de COVID-19. 10
amostras positivas para COVID-19 e 10

amostras negativas foram confirmadas por

gRT-PCR.

ND

Li, F., et al. / amplificacdo auxiliada por recombinase de
transcricdo reversa (RT-RAA) para deteccédo rapida de SARS-
CoV-2 em swab de garganta.

Ct(221a
32,8): 98%
Ct(332a
36,4): 33%

100% / ND

80 amostras de swab de garganta foram
coletadas dos pacientes infecciosos suspeitos
de SARS-CoV-2, confirmados por gRT-

PCR.

Foram testados 8 virus respiratorios
de RNA, incluindo virus Influenza A
(H3N2, H7N9, H5N1, H1N1) e virus

Influenza B (linhagens Victoria e
Yamagata), que foram isolados de
humanos ou aves e adenovirus (AdV3
da cepa IVCAS16(A) .00027 e AdV7
da cepa IVCAS 16(A).00028). Os
genomas de RNA néo direcionados
geraram linhas de base semelhantes
ao controle negativo (4gua).

Margulis et al. / Biossensor de modulagdo magnética (MMB)
para detecgdo rapida de SARS-CoV-2 em swabs nasofaringeos.

97,8%

100% / ND

Foram testadas 309 amostras clinicas de

pacientes positivos para SARS-CoV-2 e

negativos para SARS-CoV-2 com uma
ampla gama de cargas virais iniciais (CT <

42).

30 amostras de swab nasofaringeo
coletadas em 2019 de pacientes com
diferentes doengas respiratorias virais,
como influenza A (13 amostras),
influenza B (10 amostras) e virus
sincicial respiratdrio (7 amostras),
foram testadas para avaliar a
especificidade do ensaio mais. Todas
as amostras de SARS-CoV-2 foram
identificadas como negativas.

Torres et al. / RAPID 1.0 (prot6tipo de deteccdo impedimétrica
portétil precisa em tempo real 1.0) em saliva, swabs
nasofaringeos e orofaringeos, fabricados pelos autores.

NP/ OP:
83,5%
Saliva:
100%

ND ND
ND ND
ND ND
ND ND

NP/OP:
100% /
87,1%

Saliva:
86,5% / 90%

Um total de 151 swabs de saliva e (NP/OP)
foram avaliados, confirmados por RT-PCR.

Realizou ensaios de especificidade
com trés coronavirus (MHV - Murine
hepatitis virus, HCoV-OC43 —
coronavirus humanoOC43 e
coronavirus humano 229E) e quatro
cepas virais ndo-coronavirus (HIN1 -
A/ California / 2009, H3N2 - A/
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Nicaragua, InfluenzaB - B/

Colorado, HSV2 - Herpes simplex
virus-2). Nenhuma reatividade
cruzada foi detectada.

Tabela 2. Testes soroldgicos POC e RDT para deteccédo de anticorpos contra SARS-CoV-2.

Sensibilidade

Autor / Métodos usados

Dia ap06s o inicio dos sintomas

Especificidade / N Reagéo cruzada

Acurécia

01-07 01-07 01-07
Kumar et al. / A plataforma eletroquimica de ELISA detecta Foram avaliadas 450 amostras, das
anticorpos IgM e 1gG contra a glicoproteina de pico SARS- 0 o o quais 252 eram amostras de
CoV-2 (S1) em amostras clinicas de sangue total e soro.anuPath ND ND 100% 100%/100% sangue total EDTA e 198 eram ND
™ FElectrochemical ELISA Analyzer. amostras de soro.
Resultados falso-positivos foram
Munck et al. / COVID-19 1gG/IgM Duo é um imunoensaio de IgM: 87,5% encontrados em duas amostras
fluxo lateral fluorescente que detecta anticorpos IgM e 1gG 46.2% 93.8% 100% 1gG: 91,7% Foram avaliadas 105 amostras de  com anticorpos para outros virus
contra a proteina do nucleocapsideo (N) SARS-CoV-2 ' ' 1gG/1gM: 95,8% soro, confirmadas por PCR. corona (NL63 e HKU1) e uma
separadamente em amostras de soro.NanoEntec. /' ND amostra com IgG de capsideo viral
de Epstein Barr.
. . Anti-N 1gG:
Anti-N IgG: 94,1% / ND
96,6% Anti-N igM:
Peng et/al_. / Teste o_Ie imunoensaio de fluxo !a_teral para deteccdo  Anti-N igM: 100% / ND 108 amostras de soro foram
rapida de anticorpos IgM e IgG especificos contra o 96,6% - L
. : : . ND ND Anti-S-RBD- testadas, 82 positivos de 83 ND
nucleocapsideo e proteina S-RBD recombinante de SARS-CoV-  Anti-S-RBD- ) .
A . 1gG: confirmados com CLIA
2 em amostras de soro, fabricado pelos autores, 19G: 95,9%
- 96,1% / ND
Anti-S-RBD- :
IgM: 96.6% Anti-S-RBD-
A IgM: 100% / ND
Kiziloglu et al. / Imunocromatografia de ouro para a detec¢do 57,5% ND ND 85,5% / ND 181 casos foram testados: 71 ND
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rapida de anti-SARS-CoV-2-1gG e IgM fabricado pela Bioeasy
COVID-19 Coronavirus 1gG/IgM GICA Rapid Test Kit ©,

positivos foram confirmados
clinicamente (teste RT-PCR),

Plebani et al. / Ensaio imunocromatografico que detecta
anticorpos IgM e IgG contra a proteina spike SARS-CoV-2 (S1)
e a proteina do nucleocapsideo em uma amostra de soro ou
plasma,COVID19SEROSpeed-1gM-IgG (BioSpeedia),

ND

ND

92,5%

98,1% / ND

710 amostras, Para analise de
especificidade, foram analisadas
215 amostras de soro pré-
pandemia, Para analise de
sensibilidade, as amostras foram
positivas por qRT-PCR,

Quatro amostras falso-positivas
testaram positivo para IgG em trés
delas e IgM em uma delas; dois
desses quatro pacientes
apresentaram IgM direcionada
para Mycoplasma pneumoniae e
Toxoplasma gondii,
respectivamente,

Villarreal et al. / Imunocromatografia de ouro para a detecgéo
rapida de anticorpos IgM e 1gG especificos contra a proteina
nucleocapsideo (N) SARS-CoV-2 em amostras de soro,
fabricada pelo grupo do Dr, Chong Li do Instituto de Biofisica
da Academia Chinesa de Ciéncias,

36,4% for IgM
e lgG

76,2% (IgM)

e 71,4%
(I9G)

87,0% for IgM
e lgG

95,0% / ND

810 amostras de soro, confirmadas
por gRT-PCR e um conjunto de
amostras de painel pré-pandemia,

A reacdo cruzada foi testada em
amostras pré-pandemia de
pacientes com dengue, tuberculose
pulmonar e infecgdo latente por
tuberculose, Apenas um paciente
que testou positivo para Dengue
apresentou IgM positivo,

Scotta et al. / Fluxo lateral para detecgdo rapida de anticorpos
IgM e 1gG especificos contra a proteina spike SARS-CoV-2 na
amostra de sangue, fabricado pela Wondfo Biotech,

ND

60,0%

73,2%

96,8% no geral /
ND

Foram avaliadas 175 amostras de
sangue total de pacientes
pediétricos, confirmadas por qRT-
PCR,

ND

Fauziah et al. / Imunoensaio qualitativo de fluxo lateral para
deteccdo rapida de anticorpos IgM e IgG especificos contra
SARS-CoV-2 em amostras de soro e sangue capilar, fabricado
pela Guangzhou Wondfo Biotech Co,, Ltd,

Soro: 63%,
Sangue
capilar: 41,2%

ND

ND

Soro:
95% / 78,7%
Sangue capilar:
100% / 50%

Da amostra de 47, 27 pacientes
tiveram um resultado de rRT-PCR
positivo,

A reacdo cruzada foi testada em
amostras de soro de um paciente
com Dengue ou febre tifoide,
Nenhuma reatividade cruzada foi
observada,

Pallett et al. / Imunoensaio de fluxo lateral para detecgdo rapida
de anticorpos IgM e IgG especificos contra SARS-CoV-2 em
amostras de sangue, OrientGene COVID-19 split 1IgG / IgM
(OrientGene),

74%

86%

100%

96% / ND

200 amostras, 50 negativas e 130
positivas das 150 positivas foram
confirmadas com RT PCR,

ND

Prendecki et al. / Imunoensaio de fluxo lateral para detectar
rapidamente anticorpos IgG especificos contra a proteina spike
SARS-CoV-2 em amostras de sangue, soro e plasma, fabricado

ND

ND

96,6%

97,7% / 97,3%

Sessenta amostras foram coletadas
de pacientes em hemodialise de
manutencao e receptores de

ND
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pela Biomedomics Inc,

transplante renal, Todos 0s
pacientes foram submetidos ao
teste de RT-PCR, E 88 amostras
de plasma eram pré-pandemia,

Zhang et al. / Ensaio de plataforma de imuno-PCR
magnetofluidico para detec¢do de imunoglobulina G (IgG) anti-
SARS-CoV-2 usando um instrumento magnetofluidico,
fabricado pelos autores,

ND

ND 93,8% no geral 98,3% / ND

Foram testadas 108 amostras, das
quais 34 eram 34 amostras de
plasma convalescentes de
pacientes com SARS-CoV-2
confirmadas com o teste Roche
ECLIA (Elecsys® Anti-SARS-
CoV-2), 14 amostras de soro
convalescentes confirmadas por
uma sorologia personalizada teste
baseado em esferas e 40 amostras
de soro e 20 amostras de plasma
como controles negativos,

ND

Elledge et al. / Sensor de anticorpo Split luciferase (spLUC)
para a deteccdo rapida de anticorpos especificos contra o
nucleocapsideo e a proteina S-RBD recombinante do SARS-
CoV-2 em amostras de soro, plasma, sangue total e saliva,
fabricado pelos autores,

ND

Anticorpo anti- . )
proteina S: Anticorpo anti-

89% proteina S: 100%

Teste de mais de 150 amostras de
soro/plasma de pacientes,

Eles foram testados para amostras
sazonais de pacientes com
coronavirus e 20 amostras de
vacinas contra influenza pré e p6s-
vacinagéo, Esses controles
geraram sinais luminescentes
significativamente mais baixos do
que as amostras de soro de
pacientes com COVID-19,

Li, K., etal./ Teste de ensaio de fluxo lateral para a deteccéo
rapida de anticorpos IgA, IgM e 1gG especificos contra a
proteina N recombinante e proteina S1 recombinante do SARS-
CoV-2 em amostras de soro e plasma fabricadas pelos autores,

ND

ND Anticorpo anti- Anticorpo anti-
P . proteina N: 99%
proteina N: /ND
98%
ND 88,56% 88,56%/ ND

O kit foi usado para testar o soro
de 43 pacientes com suspeita de
COVID-19, 97 pacientes com
COVID-19 e 88 com febre geral
ou pacientes com infecgdo
pulmonar,

Reatividade cruzada em pacientes
infectados por M, pneumoniae e
infeccéo do trato respiratorio,
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