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Introducaoe: Ainda sdo procurados anticorpos que possam ser utilizados na neutralizacdo ou em
testes de diagnostico da COVID-19, tendo em vista a frequente aparicdo de novas cepas
contendo mutagdes que podem diminuir a precisdo de métodos estabelecidos. Com base na
literatura, o anticorpo CC12.1 apresentou elevada afinidade e especificidade ao dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) do SARS-CoV-2, sendo um candidato para aplicacdo em teste de
diagnostico viral. Ainda nesse contexto, a implementacdo de tecnologias de producao de
reagentes que agilizem a capacidade de diagnédstico e proporcionem uma autonomia nacional
também sdo fatores importantes no combate a futuras pandemias.

Objetivos: Foi avaliada a empregabilidade do fragmento variavel de cadeia tinica do anticorpo
(scFv) CC12.1 ancorado na superficie de Saccharomyces cerevisiae como um método de
deteccdo de SARS-CoV-2 por uma técnica chamada yeast-ELISA.

Metodologia: Foi utilizada a linhagem de S. cerevisiae EBY 100 transformada com o plasmideo
pYD4, expressando a sequéncia do scFv fusionada a proteina Aga2 sob controle do promotor de
galactose. As células foram cultivadas em meio sintético com dextrose e casaminoacidos (SD-
CAA) e a indugdo ocorreu em meio com rafinose e galactose 2% (SG/RCAA). A técnica de
Yeast-ELISA foi desenvolvida sendo adicionadas 1x10’células por poco da placa de ELISA, as
quais foram fixadas e bloqueadas com PBSA 5% (tampdo fosfato-salina com 5% de
soroalbumina bovina). Ap6s isso, concentracées distintas do RBD de SARS-CoV-2 (2000 a
31,25 pg/mL) foram incubadas e, entdo, foi adicionada a enzima estreptavidina-HRP e o
reagente TMB na auséncia da luz, para posterior leitura a 450 nm e 570 nm. O teste também foi
feito com as células ndo induzidas, a fim de comparar a inespecificidade da ligagdo do antigeno
ao anticorpo nessa matriz celular.

Resultados e discussdo: No resultado de Yeast-ELISA foi avaliado o sinal obtido das células
induzidas e ndo induzidas em diferentes concentragoes de RBD. Foi observado que o sinal de
interacdo especifica do antigeno RBD com o fragmento do anticorpo scFv (células induzidas)
foi estatisticamente superior ao da interacdo nao especifica com as células nao induzidas, sendo
de 3,9 a 11,5x maior entre os grupos. Também foi possivel observar que o sinal variou de
acordo com a concentracdo de RBD, sendo que abaixo da concentracdo de 250 pg/mL os
valores tenderam a estabilidade.

Conclusao: Com a realizacdo desse trabalho pode-se afirmar que é possivel realizar a expressao
do scFv na levedura S. cerevisiae e manté-lo fixado a superficie celular para uso, sem a
necessidade de uma etapa de purificacdio. Além disso, o Yeast-ELISA demonstrou a
possibilidade de uso dessa ferramenta para testes que visem a quantificacdo de alguma proteina
viral ou diagnostico da doencga, em que foi verificada a baixa inespecificidade de ligacdo do
RBD com a superficie da levedura, sendo um ponto relevante para a aplicacdo desse tipo de
teste.
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